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研究成果の概要（和文）：BHLHE40とBHLHE41 (BHLHE40/41)は上皮間葉移行に関わる転写因子であるが、その発
現制御機構は不明な点が多い。子宮体癌の組織検体を解析したところBHLHE40/41の発現量がマイクロRNA130
（MIR130）ファミリーの発現量と逆相関していた。BHLHE40/41が3’非翻訳領域を介してMIR301Bにより直接発現
抑制されることを示した。MIR130ファミリーがBHLHE40/41の発現抑制を介して上皮間葉移行を促進することが分
かった。MIR301B-MIR130Bクラスターのプロモーター領域を解析し、その転写調節にSP1とBHLHE40/41が関わるこ
とを見出した。

研究成果の概要（英文）：BHLHE40 and BHLHE41 (BHLHE40/41) are transcription factors involved in 
multiple cell activities including epithelial-to-mesenchymal transition (EMT). However, the 
expression mechanism of BHLHE40/41 in EMT remains unclear. In the present study, we showed that the 
expression levels of BHLHE40/41 were negatively correlated with those of the microRNA (MIR) 130 
family in endometrial cancer (EC) specimens. Our in vitro assays indicated that the expression of 
BHLHE40/41 was suppressed directly by the MIR130 family in a 3’-untranslated region-mediated 
manner. In EC cells, the MIR130 family promoted EMT and tumor cell invasion by suppressing the 
expression of BHLHE40/41. We identified the critical promoter region of the MIR301B-MIR130B cluster 
for its basal transcription by SP1. We also found that BHLHE40/41 suppressed the expression of 
MIR301B and MIR130B, and we identified a binding site in the promoter region for BHLHE40/41. 

研究分野： 婦人科腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は子宮体癌の進展機序である上皮間葉移行においてBHLHE40/41とMIR130ファミリーとの互いの発現制御機構
が関わることを世界で初めて見出した。BHLHE40/41とMIR130ファミリーは子宮体癌症例の進展を予測する分子マ
ーカーとして有用であること、また、MIR130 family-BHLHE40/41経路を標的とした分子治療戦略は子宮体癌の進
展を抑制する方策として有望であると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我々は以前より子宮体癌の増殖や浸潤に関わる分子機構の解明に取り組んできた。最近では

転写因子である BHLHE40 と BHLHE41 が浸潤促進因子 TWIST1 の転写を抑制して、子宮体癌細胞の
浸潤・運動能を抑制することを見出した（Asanoma et al., 2015）。この中で実際の子宮体癌
組織検体を用いた発現解析を実施したところ、BHLHE40 と BHLHE41 は mRNA レベル、蛋白質レベ
ルの両方において、いずれも浸潤を有さない早期癌で発現が高く進行癌で低いことが分かった。
また、BHLHE40 と BHLHE41 の発現は高い正の相関を有しており、この 2 つの遺伝子が共通の機
構により発現調節されていることが示唆された（Asanoma et al., 2015）。よって進行期癌に
おいて BHLHE40 と BHLHE41 の発現を同時に抑制する機序が存在すると考えた。癌抑制遺伝子の
制御機構としてよく知られている DNA メチル化に関して BHLHE40 のプロモーター領域を調べた
研究によると癌化に伴うメチル化状態に大きな変化が無い（Senchenko et al., 2013; Dmitriev 
et al., 2015）。その他の有望な発現調節機構としてマイクロ RNA による制御に注目した。ア
ルゴリズムを用いて BHLHE40 と BHLHE41 の 3’非翻訳領域を探ると、両方に共通して作用しう
るマイクロ RNA として MIR130 family が抽出された。予備実験として、MIR301B の mimic（擬似
RNA）を子宮体癌細胞株 HHUA 細胞に導入したところ BHLHE40 と BHLHE41 の両方が発現抑制され
ることを見出した。 
 
２．研究の目的 
食生活の欧米化や寡産により近年、子宮体癌の罹患率は増加を続けている。早期癌は手術療

法により予後が良いものの、進行期癌は集学的治療をおこなっても再発頻度が高く予後不良で
あることが多い。子宮体癌の癌化機序・進展機構は十分に解明されたとはいえない。我々はこ
れまで特に子宮体癌の浸潤機構に焦点を絞って研究を進めてきた。本研究では転写因子
BHLHE40 と BHLHE41 の発現制御機構についてマイクロ RNA、特に MIR130 family に注目して、そ
の子宮体癌の進展に果たす役割、特に上皮間葉移行を背景とする癌細胞の浸潤機構や転移機構
に焦点を絞り、機能解析や発現解析を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
①組織検体を用いた発現解析： MIR130 familyはMIR130A, MIR130B, MIR301A, MIR301B, MIR454
からなる subfamily で同一の標的配列（seed 配列）を標的としている。子宮体癌組織における
MIR130A, MIR130B, MIR301A, MIR301B, MIR454 の発現量を TaqMan プローブ法を用いた逆転写
real-time PCR 法により検討する。得られたデータを基に浸潤の無い早期癌と進行期癌のサン
プルを比較し、進行期癌での発現が高いマイクロ RNA、また BHLHE40 や BHLHE41 の発現と逆相
関を呈するマイクロ RNA を抽出した。 
②MIR130 family による BHLHE40/BHLHE41 の発現制御： 子宮体癌細胞株を集めてそれぞれの
MIR130 family と BHLHE40、BHLHE41 の発現を確認後、MIR130 family の mimic（擬似 RNA）と
inhibitor(阻害 RNA)を導入して BHLHE40 と BHLHE41 の mRNA レベル、蛋白質レベルでの発現変
化を調べた。BHLHE40 と BHLHE41 の両方の 3’非翻訳領域に MIR130 family が相互作用する配列
（seed 配列）が同定し、この配列を pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vector
（Promega, Madison, WI）に 3’非翻訳領域を挿入し、MIR130 family の mimic または inhibitor
とともに子宮体癌細胞に遺伝子導入し、ルシフェラーゼ活性を測定した。また、seed 配列に変
異を導入したレポーターも作成し同様に検討した。また、MIR301B の seed 配列への相互作用が
直接的なものであることを確認するため、MI301B に biotin 修飾した mimic を HHUA 細胞に遺伝
子導入し、ストレプトアビジンで被覆した磁気ビーズでプルダウン解析（miRNA プルダウン解
析）を行った。 
③細胞株を用いた機能解析： 子宮体癌細胞に MIR130 family の mimic または inhibitor を導
入し、細胞の腫瘍形質（細胞増殖能、浸潤能、運動能）を in vitro で検討した。細胞増殖能は
プレーンプレート上での細胞数を継時的に WST 法にて計測し、細胞運動能や浸潤能はトランス
ウェル・チャンバーをそのまま、またはマトリゲルを敷いたものを用意し、メンブレンの小孔
を通過する細胞数を計測した。MIR130 family の癌細胞への効果が BHLHE40 と BHLHE41 の発現
抑制を介したものであるか否か検証した。BHLHE40 と BHLHE41 の両方を高発現している細 HHUA
細胞を用いて BHLHE40 と BHLHE41 を shRNA を用いてノックダウンさせる、または、逆にレンチ
ウィルス・ベクターを用いて HHUA 細胞に 3’非翻訳領域を持たない BHLHE40 と BHLHE41 を過剰
発現させ、コントロール細胞とともに MIR130 family の mimic が及ぼす効果を比較した。 
④MIR301B-MIR130B クラスターの転写調節機構を探る： MIR301B-MIR130B クラスターのプロモ
ーター領域に注目して解析した。まず動物種間で保存されている配列を探り、その配列を挿入
したルシフェラーゼ・レポーターを作成した。長いプロモーターから徐々に配列を削っていき、
転写活性部位を同定し、そこに作用する可能性のある転写因子をアルゴリズムを用いて予測し
た。候補転写因子として BHLHE40/BHLHE41、SP1 を同定した。これらを発現するベクター、また
はノックダウンする siRNA を作成し、レポーター解析にて転写活性化能を確認する。また、ク
ロマチン免疫沈降法とゲルシフト解析を用いて、候補転写因子が実際にプロモーター領域に結
合することを確認した。 



 
４．研究成果 
（１）正常子宮内膜と子宮体癌組織における MIR130 family（MIR130A, MIR130B, MIR301A, 
MIR301B, MIR454）の発現を調べたところ MIR130A, MIR130B, MIR454 は癌組織に比して正常組
織で高く、MIR301A, MIR301B は正常組織と癌組織で有意差が見られなかった。癌組織において
は MIR301A, MIR301B が早期に比して進行期において有意に高値を示した。癌組織において
MIR130 family と BHLHE40 と BHLHE41 の発現の発現量を比較すると、MIR454 以外で有意な逆相
関を示した。 
（２）次に細胞株を用いた解析を行った。BHLHE40 と BHLHE41 の両方を発現している子宮体癌
細胞株 HHUA に MIR301B の mimic を遺伝子導入して強制発現させると、BHLHE40 と BHLHE41 のタ
ンパク発現が低下した。MIR301B だけでなく、MIR130A, MIR130B, MIR301A の mimic を導入して
も、BHLHE40 と BHLHE41 のタンパク発現は低下した。また、MIR301B の mimic を HHUA 細胞に導
入すると、細胞増殖が上昇し、上皮間葉移行・細胞浸潤能が上昇した。BHLHE40 と BHLHE41 の
両方をノックダウンまたは 3`UTR を持たない BHLHE40 と BHLHE41 を過剰発現させると、MIR301B 
の mimic による効果が抑制された。また、MIR301B と MIR130B を発現抑制することで、
BHLHE40/BHLHE41の発現が上昇するかどうかを子宮体癌細胞株HEC-1、HEC-6を用いて解析した。
MIR301B と MIR130B の inhibitor を HEC-1、HEC-6 細胞に遺伝子導入したところ、特に MIR301B
と MIR130B の両方を阻害した場合、BHLHE40 と BHLHE41 の発現が上昇した。 
（３）BHLHE40とBHLHE41の3’非翻訳領域を組み込んだルシフェラーゼ・レポーターを作成し、
MIR301B の mimic と共に HHUA 細胞に導入するとレポーター活性が低下し、inhibitor と共に導
入すると活性が上昇した。また、seed 配列の変異体レポーターを作成し 3’非翻訳領域の
MIR301B が作用する配列領域を同定した。miRNA プルダウン解析を行い、MIR301B と seed 配列
の関係が直接的なものであることを示した。 
（４）次に MIR301B と MIR130B は約 250bp を隔ててタンデムに並んでおり、共通の転写機構を
有すると考えられたため、この MIR301B-MIR130B クラスターに注目して研究を進めた。
MIR301B-MIR130B クラスターのプロモーター領域を用いてレポーター解析したところ、
BHLHE40/BHLHE41 により（特に BHLHE41）レポーター活性の抑制を認めた。また、BHLHE40/BHLHE41
を強制発現、またはノックダウンすることにより、MIR301B、MIR130B の発現はそれぞれ発現抑
制または発現上昇した。さらにこの転写調節機構をゲルシフト解析、クロマチン免疫沈降解析
より明らかとした。すなわち、BHLHE40 と BHLHE41 の両方が MIR301B/MIR130B クラスターの転
写調節領域の E-box モチーフに直接作用すること、またこの転写因子複合体に HDAC1 が含まれ
ることを証明した。一方で MIR301B/MIR130B クラスターの転写調節領域にユビキタスに発現し
ている転写因子 SP1 が作用することを見出した。SP1 は MIR301B/MIR130B クラスターの転写調
節領域に存在する GC豊富な配列に直接作用し、転写を正に制御することをレポーター・アッセ
イ、ゲルシフト・アッセイ、クロマチン免疫沈降アッセイにより明らかとした。また、この GC
豊富な配列には一塩基多型 rs861843 が存在することを発見した。rs861843 の G/C 多型がこの
領域に対する SP1 の結合に強く影響した。すなわち rs861843 が G に比べ C の場合、明らかに
SP1 との親和性が高く、転写活性が高いことを見出した。rs861843 の多型頻度はヨーロッパ人、
アフリカ人では 10～20%と高いのであるが、東アジア人では 0.1%にとどまる。実際、我々の解
析では 300 人の子宮体癌患者、150 人の健常対照者のすべてが C/C のアリルを有していた。 
以上の結果を論文発表した（Asanoma et al., 2019）。 
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