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研究成果の概要（和文）：遺伝子増幅は染色体の断裂と融合、染色体分裂での再断裂の周期が関わっていると考
えられているが、発生と維持の機構の詳細は不明な点が多い。本研究ではBHLHE41による遺伝子増幅の減少機構
を解析することを目的に研究を行った。BHLHE41が発現すると増幅した遺伝子が減少するのに21日かかるが、こ
の間にどのような遺伝子が変化したかをRNAseq解析を行った。DOX処理0日目と2日目との比較ですでに2日目から
遺伝子修復や複製の遺伝子が変化していた。さらに2日目と28日目を比較しても同様な結果だった。このことか
ら長い期間それら遺伝子が変化することで遺伝子増幅が減少する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Gene amplification is thought to be related to the breakage-fusion-bridge 
cycle, but the mechanism of development and maintenance are unclear.The purpose of this study was to
 analyze the mechanism of reduction of gene amplification by BHLHE41.When BHLHE41 is expressed, it 
takes 21 days for the amplified gene to decrease, and RNAseq analysis was performed to examine the 
genes changed during this period. In comparison between the day 0 and the day 2 of DOX treatment, 
where the gene for gene repair and replication had already changed on the day 2. Furthermore, the 
expression of these genes was higher on the day 28 than on the day 2. These results suggest that 
changes in these genes over a long period of time reduce gene amplification.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： 遺伝子増幅　抗癌剤耐性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに遺伝子増幅を持つ細胞にBHLHE41が発現すると遺伝子増幅が減少することを明らかにしている。
BHLHE41の発現初期から遺伝子増幅が減少する間に遺伝子修復や複製に関わる遺伝子が変化していたことから長
期的にそれら遺伝子が変化し続けることで遺伝子増幅が減少することが示唆された。BHLHE41の発現制御メカニ
ズムもメチル化やタンパク質分解が関わっていることを明らかした。遺伝子増幅の減少メカニズムやBHLHE41の
制御分子がわかれば癌治療だけでなく他の疾患にも応用ができることが考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子増幅はがん細胞で癌遺伝子や薬剤耐性遺伝子に見いだされる異常で、その発生につい

ては、染色体の断裂と融合、染色体分裂での再断裂の周期 Breakage-fusion-bridge cycle が関わっ
ていると考えられているが、発生と維持の機構の詳細は不明な点が多い。 

BHLHE41 は Basic helix-loop-helix family に属する抑制性の転写制御因として E-box に結合する
ことが知られている。癌研究において BHLHE41 は HIF1 の分解を介して癌の悪性化に抑制的に
働くこと、悪性度が高い Triple Negative 乳がんでは BHLHE41 の低下は予後不良の指標であると
報告されている。これまでに膵臓がん細胞株 MIAPaCa-2 から gemcitabine（GEM）耐性細胞
MGEM6 を樹立した。MGEM6 は親株に比べ GEM 耐性遺伝子 RRM1 のゲノム DNA のコピー数
が 10 倍増加し、BHLHE41 の mRNA 発現は 1/20 に低下していた。MGEM6 の BHLHE41 の強制
発現細胞株では RRM1 の mRNA、タンパク質発現が減少し GEM 耐性が低下して、同時に RRM1
ゲノム DNA のコピー数の減少が観察された。また、それぞれ MDR1, MRP1 遺伝子の増幅が確
認されている KBC2, CA500 細胞に BHLHE41 を導入した細胞でも MDR1 と MRP1 の mRNA と
ともにゲノム DNA の著明な減少を確認した。これらのことは BHLHE41 が広範な遺伝子増幅に
対して減少作用を持つことを強く示唆している。さらに gemcitabineの耐性遺伝子であるMGEM6
細胞で BHLHE41 を誘導性に発現する細胞株を樹立し、発現を誘導させると 21 日目から RRM1
の遺伝子増幅が減少すること見出している。Kaplan-Meier Plotter (http://kmplot. com/ analysis/)の解
析から肺腺癌患者では BHLHE41 の発現の低い患者は予後が悪いことを見いだした。肺腺癌にお
いて免疫組織化学染色の結果から非浸潤癌から浸潤癌への進行に伴い BHLHE41 が消失するこ
と、また BHLHE41 の強制発現によって軟寒天のコロニー形成が低下すること、xenograft モデル
を用いた検討で腫瘍の重量が親株に比べて小さいことを見いだしている。これらの結果から
BHLHE41 タンパク質の発現低下はがん早期の悪性化と直結した変化であると考えられる。非小
細胞肺がん細胞 A549 に脱メチル化剤 5-Aza-2- deoxycytidine やプロテアソーム阻害剤 MG132 を
処理することによって BHLHE の発現が増加することから、BHLHE41 の発現制御に DNA メチ
ル化やプロテアソームによる分解が関わっていることを明らかにしている。 
 
２．研究の目的 
薬剤耐性に関与する遺伝子の増幅を有する３種類の細胞では BHLHE41 の発現により、 RRM1, 

MDR1, MRP1 のそれぞれの増幅遺伝子のコピー数が減少すること、免疫染色の結果から
BHLHE41 タンパク質は肺では正常上皮と早期の肺がんにのみで確認され、ヒト肺腺がんの悪性
化の早期に関わることを見いだしている。そこで、BHLHE41 の発現制御機構の解析とプロテオ
ーム解析による BHLHE41 に結合する分子群の解析を通じて、ゲノムコピー数制御の新たな機構
を明らかにするとともに、遺伝子増幅をターゲットとした革新的がん治療方法の確立の可能性
を探ることを目的とする 
 
３．研究の方法 
（1）BHLHE41 による増幅遺伝子のコピー数減少の作用機構の解析 
片アリルで内在性の BHLHE41 に GFP tag を付加したものでプロテオーム解析を行い BHLHE41
の結合蛋白質群の同定を行う。また、ドキシサイクリン(DOX)誘導性に BHLHE41 を発現し、
RRM1 遺伝子のコピー数が減少する MGEM6/TetBHLHE41 細胞を用いて、DOX 添加前とコピー
数が減少する前後で RNAseq 解析を行う。DOX 処理前（day 0）と DOX 処理 2 日後、28 日後に
サンプルを回収し、DNA 修復等のゲノム DNA に影響を与えそうな遺伝子の発現変化が起こる
か調べる。 
（2）BHLHE41 発現低下の機構の解析 
既に脱メチル化剤である 5-aza-2-deoxycytidine の処理によって発現が増加することを明らかにし
ている。このことから BHLHE41 のプロモーター領域がメチル化制御を受けていることが示唆さ
れている。BHLHE41 のプロモーター領域内（約-1000bp）の 3 つの CpG アイランドに着目しど
この領域がメチル化制御を受けているかバイサルファイトシークエンスを用いて調べる。メチ
ル化制御受けている領域が同定できればどの転写因子が関与しているかを調べる。 
（3）BHLHE41 発現によってがん遺伝子の増幅遺伝子のコピー数が減少する細胞系の確立 
MYCN の遺伝子増幅を持つ SK-N-BE 細胞から DOX 誘導的に BHLHE41 を発現する細胞を樹立
し、DOX の存在によって、増幅遺伝子のコピー数の減少、増殖の抑制が起こるかどうか検討す
る。これらの作用が見られる実験系を確立する。遺伝子増幅と mRNA の減少が得られなかった
ら、遺伝子増幅の減少が起こらない原因が、BHLHE41 の発現量にあるのか、薬剤選択の選択圧
によるのか等の点を調べる。 
 
４．研究成果 
（1）プロテオーム解析による BHLHE41 と結合するタンパク質の中に DNA 修復やゲノム DNA
に影響しそうなタンパク質との結合はみられなかった。しかしながら、遺伝子増幅との関連性は



不明だが微小管に結合するタンパク質との結合は得られた。MGEM6/TetBHLHE41 細胞からDOX
処理前、DOX 処理 2 日後、28 日後のサンプルを用いて RNAseq 解析を行った。遺伝時増幅の減
少は DOX 処理後 21 日から徐々にすることがわかっているが、DOX 処理前と DOX 処理 2 日後
との比較ですでに DOX 処理 2 日後から DNA 修復や複製等に関わる遺伝子が変化していること
がわかった。また、DOX 処理 2 日後と 28 日後の比較でも 28 日後で DNA 修復や複製等の遺伝
子が変化していた。この結果かから、DOX 処理し BHLHE41 が発現してから DNA 修復や複製等
の遺伝子変化が長期間続くことで遺伝子増幅が減少する可能性を示唆している 
（2）3 つの CpG アイランドを含む-988bp から+222bp の BHLHE41 のプロモーター領域を 3 つの
プライマーセットを用いてバイサルファイトシークエンスを行った。しかしながら、この領域か
らメチル化を検出できなかった。この結果から、メチル化部位がこの領域外にあることと転写因
子側がメチル化の影響を受けていることが示唆された。 
（3）BHLHE41 による遺伝子増幅の減少効果が癌遺伝子でも同様かどうかを調べるために
MYCN 遺伝子の増幅を持つ神経芽腫細胞 SK-N-BE を用いて検討を行った。SK/TetBHLHE41 細
胞で BHLHE41 を発現させると細胞増殖は抑制したが、MYCN の遺伝子増幅は減少しなかった。
この結果は BHLHE41 が c-myc 遺伝子を制御する報告があることから MYCN 遺伝子も転写的に
制御されていることが示唆された。 
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