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研究成果の概要（和文）：BHLHE40は様々な細胞活動に関わる転写因子である。子宮体癌細胞株を用いてBHLHE40
をノックダウンすると酸素消費量が低下し、細胞外酸性化が上昇した。BHLHE40はPDHA1とLDHAのリン酸化を制御
することによりPDHとLDHの活性を制御していることが分かった。またBHLHE40は脱リン酸化酵素PPM1Fの転写を抑
制することによりAMPKαのリン酸化を上げることが分かった。臨床検体を用いた免疫組織染色の解析により
BHLHE40、PPM1F、リン酸化AMPKαの発現量が子宮体癌患者の予後に相関することを見出した。 

研究成果の概要（英文）：BHLHE40 is a transcription factor that is involved in multiple cell 
activities. In this study, we found that BHLHE40 expression was downregulated in cases of 
endometrial cancer of higher grade and advanced disease. Knockdown of BHLHE40 in endometrial cancer 
cells resulted in suppressed oxygen consumption and enhanced extracellular acidification. Suppressed
 PDH activity and enhanced LDH activity was observed in the knockdown cells. Knockdown of BHLHE40 
also led to dephosphorylation of AMPKα Thr172 and enhanced phosphorylation of PDH E1 subunit alpha 
1 (PDHA1) Ser293 and LDHA Tyr10. These results suggested that BHLHE40 modulates PDH and LDH activity
 by regulating the phosphorylation status of PDHA1 and LDHA. We found that BHLHE40 enhanced AMPKα 
phosphorylation by directly suppressing PPM1F. Our immunohistochemical study showed that the 
expression of BHLHE40, PPM1F, and phosphorylated AMPKα correlated with the prognosis of endometrial
 cancer patients.

研究分野：婦人科腫瘍学

キーワード： 子宮体癌　解糖系　酸化的リン酸化　エネルギー代謝　転写調節　脱リン酸化酵素

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々はBHLHE40-PPM1F-AMPKの経路が解糖系と酸化的リン酸化を制御することにより細胞内のエネルギー調節を司
り、子宮体癌の進展を制御していることが示唆された。これらの結果はBHLHE40、PPM1F、リン酸化AMPKαが予後
マーカーとして利用できる可能性を提示し、また、BHLHE40-PPM1F-AMPK経路を標的とした分子治療の可能性を提
示するものである。

※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 

ライフスタイルの欧米化や高齢化、肥満、寡産などから本邦における子宮体癌の罹患率は上

昇傾向である。早期であれば根治手術が有効であるが、進行期症例は集学的治療を行うも再燃・

再発を来し、コントロール不可能となる症例が多い。従来的な治療に加えて分子標的治療の開

発も試みられているが他癌種に遅れをとっている。肥満と子宮体癌の関連は確実と言われ糖尿

病との関連も示唆されており、メトホルミンの治験など癌代謝の観点からの癌治療戦略も考え

られている。 

我々はこれまで子宮体癌をモデルとして癌細胞の浸潤機構を研究してきた。その中で bHLH

型の転写因子である BHLHE40 に注目してきた。この転写因子はその発現が子宮体癌の浸潤・進

展と逆相関し、細胞株を用いた実験において癌細胞の上皮間葉移行を介して浸潤能を抑制する

分子機構を明らかにした（Asanoma et al.,2015,2019）。一方で以前より BHLHE40 は低酸素、血

清飢餓、インスリンなどの刺激により発現が上昇することが知られおり、近年、細胞内代謝と

の関連が報告されている。BHLHE40 は上皮間葉移行と細胞浸潤機構を抑制し、一方で最近では

BHLHE40 は SREBP-1c の発現を制御し、脂肪酸合成に影響すること（Choi et al.,2008; Tian et 

al.,2018）、また BHLHE40 が AMPK の活性に影響し、AMPK を介して細胞の代謝を制御することが

示唆される（Sato et al.,2015）。しかしこれらの知見は条件が限られたもので、系統的な解析

がなされていない。また癌細胞の代謝における BHLHE40 の機能は全く未知である。 

 

２．研究の目的 

癌細胞は主に解糖系によりエネルギー産生・生合成が行われていると考えられてきたが、昨

今の研究により酸化的リン酸化も癌の進展や転移に必須であり、解糖系と酸化的リン酸化の活

性バランスの可塑性が癌細胞の生存に寄与するということが分かってきた（Yu et al.,2017; 

Jia et al.,2019）。すなわち、解糖系のみを抑え込むのでは治療としては有効ではないことを

示唆する。実際、癌幹細胞も解糖系だけでなく酸化的リン酸化にも依存していることが示され

ている（Tamika et al.,2018）。BHLHE40 は HIF-1 により発現上昇すること（Nishiyama et 

al.,2012; Wang et al.,2015）、また、BHLHE40 は AMPK 活性を制御すること（Sato et al.,2015）

から、BHLHE40は解糖系と酸化的リン酸化のcross-talkに関わることが示唆される。そこで我々

は BHLHE40 による解糖系・酸化的リン酸化の代謝調節機構を明らかにする。すなわち子宮体癌

の代謝的特徴を捉えると共に、癌代謝の活性バランスの可塑性の制御機構を探り、子宮体癌の

新たな治療戦略に寄与することを本研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

① BHLHE40 の発現変化が解糖系、酸化的リン酸化に与える影響： 

子宮体癌細胞株の多くは BHLHE40 の発現が抑制されているが、これらを発現している HHUA

細胞と KLE 細胞を用いて BHLHE40 のノックダウンが癌細胞の解糖系、酸化的リン酸化に与える

影響を Flux Analyzer（Seahorse 社の XFp）を用いて解析を行った。BHLHE40 のノックダウン細

胞をコントロール細胞と比較し、細胞外酸性化速度（ECAR: extracellular acidification rate）

と酸素消費速度（OCR: oxygen consumption rate）とを計測した。ECAR が解糖系の指標、OCR

が酸化的リン酸化の指標となる。また、Ishikawa 細胞や HEC-1 細胞など BHLHE40 を発現してい



ない子宮体癌細胞株にこれらの遺伝子を強制発現させ、同様に ECAR と OCR を計測し、コントロ

ール細胞と比較した。 

② BHLHE40 が標的とする解糖系、酸化的リン酸化に関わる分子経路の同定： 

子宮体癌細胞株 HHUA 細胞を用いて BHLHE40 をノックダウンし、それらの細胞を用いて mRNA

マイクロアレイ解析と定量プロテオミクス解析を行った。マイクロアレイは SurePrint G3 

Human Gene Expression Microarrays 8×60 K version 3 を用い、定量プロテオミクス解析は

iMPAQT 法（Matsumoto  et al.,2017）を用いて細胞内代謝経路の蛋白質を網羅的に解析し、解

糖系と酸化的リン酸化経路を司る分子のタンパク発現量を定量的に解析した。この解析により

BHLHE40 が標的とする解糖系、酸化的リン酸化に関わる分子経路をあぶり出した。 

③ 解糖系、酸化的リン酸化を担う酵素の活性解析： 

Flux Analyzer を用いた解析により BHLHE40 は子宮体癌細胞において解糖系を抑え、酸化的

リン酸化を上げる機能が示唆された。そこで BHLHE40 をノックダウン、または過剰発現させた

細胞を用いて解糖系の活性化はリン酸化 LDHA 抗体（p-Tyr10）を用いて、酸化的リン酸化はリ

ン酸化 PDHα1 抗体（p-Ser293）を用いてそれらの発現を解析した。また、LDH、PDH の活性を

測定キットを用いて計測した。 

④BHLHE40 による AMPKαのリン酸化制御機構の解明： 

 予備実験にて BHLHE40 が AMPKαのリン酸化に関わることが分かっていた。この分子機構を明

らかにするため、AMPKαの脱リン酸化酵素に注目して解析を行った。PPM 型の脱リン酸化酵素

ファミリーに注目し、各酵素の発現に BHLHE40 が与える影響を mRNA レベル、タンパクレベルで

明らかにした。また BHLHE40 による各酵素の転写調節機構をレポーターアッセイやゲルシフト

アッセイ、ChIP アッセイにより明らかにした。また各酵素を高発現またはノックダウンさせた

細胞を用いて AMPKαのリン酸化を観察し、酵素活性を欠失させた変異酵素を発現させ、AMPKα

のリン酸化を観察した。 

⑤臨床検体を用いた発現解析： 

 以上の結果から BHLHE40‒PPM1F‒AMPK 経路が子宮体癌のエネルギー代謝を制御し、患者の予後

を規定している可能性が示唆されたため、子宮体癌の臨床検体を用いて免疫組織染色にて

BHLHE40、PPM1F、リン酸化 AMPKαの発現を解析した。予後との相関解析も行った。 

 

４．研究成果 

①BHLHE40はAMPKαのリン酸化を制御する： 

我々はまず転写因子BHLHE40が癌細胞の栄養代謝に与える影響を見るため、まず代表的なエネル

ギーセンサーであるAMPKの発現とリン酸化に与える影響を調べた。子宮体癌細胞株HHUA, KLEに

おいてBHLHE40の発現をノックダウンすると、AMPKα Thr172のリン酸化が抑制され、AMPKαの標

的分子Acetyl-CoA carboxylase(ACC)のリン酸化も抑制された。またBHLHE40/BHLHE41を発現して

いないHEC-1細胞,Ishikawa 細胞にBHLHE40を発現させると、逆にAMPKαのThr172リン酸化を促進

した。しかしサブファミリーであるBHLHE41の発現は明らかな変化を与えなかった。 

②BHLHE40は解糖系と酸化的リン酸化に影響する： 

Flux analyzerで解析するとBHLHE40のノックダウンはミトコンドリア呼吸を抑制して解糖系が

促進し、BHLHE40の強制発現はこれと逆の結果をもたらした。そこで解糖系で産生されたピルビ

ン酸が乳酸に代謝されるか、TCAサイクルに利用されるかを評価するためそれぞれの酵素の活性

を調べた。子宮体癌細胞におけるBHLHE40のノックダウンは乳酸水酸化酵素（LDHA）の活性的リ

ン酸化（p-Tyr10）を上げ、LDH活性を上げた。また、逆にピルビン酸水酸化酵素（PDHα1）の抑



制的リン酸化（p-Ser293）を上げ、PDH活性を下げた。これらの変化はBHLHE40の強制発現におい

ては逆の結果をもたらした。 

③BHLHE40によるAMPKαのリン酸化の制御機構： 

BHLHE40がAMPKα1/2のThr172リン酸化を促進する機序として、AMPKαを脱リン酸化すると考えら

れる酵素PPM1AとPPM1Fを同定した。実際BHLHE40は転写抑制によりこれらの脱リン酸化酵素の発

現を抑制することを発現解析、レポーター解析、ゲルシフト解析で明らかとした。また、PPM1A, 

PPM1Fの不活性型変異体を作成し、これらの酵素が確かにAMPKαを脱リン酸化することを細胞内

での解析と共にin vitroでの脱リン酸化解析でも明らかにした。PPM1A, PPM1Fのノックダウンに

よりAMPKαThr172のリン酸化が増加した。 

④網羅的解析とパスウェイ解析： 

BHLHE40をノックダウンしたHHUA細胞を用いてマイクロアレイ解析, GSEA解析を行いBHLHE40が

予想通りAMPK経路や解糖系を制御することを見出した。また、iMPAQTを用いた定量的プロテオミ

クス解析を行い、BHLHE40のノックダウンが解糖系や産科的リン酸化に関わる多数の酵素発現を

制御することを見出した。 

⑤BHLHE40の作用がAMPKαを介することの証明： 

これまでBHLHE40がLDHAのリン酸化状態を変えLDHの活性を下げ解糖系が抑制されること、また

PDHA1のリン酸化状態を変えのPDH活性を上げ呼吸鎖を活性化させることを見出したが、その効果

ががAMPKαを介するものであることを直接証明する必要があった。そこで我々はBHLHE40を高発

現させ、さらにAMPKαをノックダウンさせる実験を行った。すると、BHLHE40による上記の効果

がAMPKαのノックダウンにより打ち消された。すなわちBHLHE40-PPM1F-リン酸化AMPKαの経路が

子宮体癌細胞のエネルギー代謝を制御することを証明した。 

⑥臨床検体による発現解析と予後との相関解析： 

当科で実施した子宮体癌症例の組織検体におけるBHLHE40, リン酸化AMPKα, PPM1A, PPM1Fの発

現を免疫組織染色で解析を行った。その結果、BHLHE40とリン酸化AMPKαの発現量は正の相関を

示し、BHLHE40とPPM1Fの発現量は逆相関を示した。PPM1Aは症例ごとの差を認めず、いずれも高

発現を示した。予後との相関を解析したところ、BHLHE40とリン酸化AMPKαの高発現症例は低発

現症例に比べて予後が有意に良く、またPPM1Fの高発現症例は低発現症例に比べて予後が有意に

悪かった。 

 

以上の結果を以下の如くJournal of Biological Chemistryに論文発表した。 

The BHLHE40‒PPM1F‒AMPK pathway regulates energy metabolism and is associated with the 

aggressiveness of endometrial cancer. Asanoma K, Yagi H, Onoyama I, Cui L, Hori E, Kawakami 

M, Maenohara S, Hachisuga K, Tomonobe H, Kodama K, Yasunaga M, Ohgami T, Okugawa K, Yahata 

H, Kitao H, Kato K.J Biol Chem. 2024 Mar;300(3):105695. doi: 10.1016/j.jbc.2024.105695. 

Epub 2024 Jan 30.PMID: 38301894 
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