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研究成果の概要（和文）：ヒト乳癌細胞株 MCF-7において、Tumor Necrosis Factor (TNF-α)

によりアポトーシスを誘導し時計遺伝子 DEC1, DEC2の発現を解析した。DEC1, DEC2の発現は、
TNF-αにより濃度依存性に上昇し、TNF-αで誘導されるアポトーシスに関連していることを証
明した。また、RNA干渉法（siRNA）により DEC2の発現を低下させた乳癌細胞では、Baxの発現、
PARPの発現、Caspase-7の発現がそれぞれ上昇していることを確認し、DEC2はヒト乳癌細胞株
MCF-7において、アポトーシス・増殖能において、重要な制御機構を持つことを証明した。 
また、抗癌剤 paclitaxel処理によるアポトーシス誘導に対して DEC1遺伝子は pro-apoptotic 

effectとして重要な機能を担っている一方で、DEC2は anti-apoptotic effectとして機能を有
していることを解明した。 

 

研究成果の概要（英文）：Expression of clock genes,  DEC1 and DEC2 were up-regulated in 

the MCF-7 human breast cancer cells  by TNF- in a concentration-dependent manner.  

TNF- induced the apoptosis of MCF-7 cells.  We also demonstrated that siRNA-mediated 

DEC2 knockdown, but not DEC1, increased the Bax expression, cleavage PARP and cleavage 

caspase-7 in MCF-7 cells.  In conclusion, we speculated that DEC2 plays an important role 

in the regulation of both apoptosis and proliferation of the MCF-7 cells. 

 In human breast cancer MCF-7 cells, paclitaxel increased the expression of DEC1 and 

DEC2.  However, DEC1 and DEC2 exhibited opposite effects in paclitaxel inducing apoptosis, 

That is DEC1 has pro-apoptotic, while DEC2 has anti-apoptotic function. Both the two 

transcription factors play important roles in regulating paclitaxel induced apoptosis 

pathway. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、日本における乳癌患者は増加傾

向の一途を辿っている。乳癌患者の罹患

年代は、40-50 歳台と若く、人生の中で

再発を余儀なくされることが多い。再発

患者の多くは抗がん剤の治療をするこ

ととなる。患者の QOL（quality of life）

を下げずに、治療を継続することは非常

に重要かつ急務である。本研究では、再

発乳癌を副作用の少ない状態で治療可

能にするために、乳癌細胞のもつ特徴を

生かした抗がん剤使用への応用を目指

す。 

癌の増殖が時計遺伝子 (Clock gene, 

およそ 24 時間周期で振幅発現する遺伝

子で、その働きによって、一日の周期を

もつ生物の活動がコントロールされる) 

や、VEGF (Vascular endothelial growth 

factor, 血管内皮増殖因子)の日内リズ

ムを利用することが見出され、抗がん剤

の投与時刻を考慮することにより、効果

の増加や副作用の軽減が可能になるこ

とが明らかにされはじめ、医療への応用

が期待されている。しかし、癌細胞の増

殖・浸潤などの病態進展を制御する時計

遺伝子の分子機構は十分に解明されて

おらず、今後の重要な課題である。 

 
２．研究の目的 

 

Differentiated embryonic 

chondrocyte gene 1 (DEC1, 

BHLHE40/Stra13/Sharp2)および DEC2 

(BHLHE41/Sharp1) はいずれも bHLH 

(basic helix-loop-helix) 型転写因子

であり、当初は軟骨分化促進因子とし

て同定された。DEC1および DEC2は、時

計中枢である視交差上核から末梢に至

る全身の組織および細胞で、概日リズ

ムを形成する時計遺伝子として機能す

る一方で、免疫応答系や種々の組織分

化の制御、低酸素応答、アポトーシス

の制御など、生体内における様々な生

理現象に関与することが報告されてい

る。 

乳癌は、生活習慣の欧米化に伴い増

加する癌の代表として注目されており、

その約 90％は乳管から発生する。乳癌

患者の約 30％では初診後 10年以内に

遠隔転移が認められ、転移を伴う患者

の生存期間は約 3年との報告がある。

このため、乳癌細胞の増殖進展・抗ア

ポトーシスの機序解明は、医学･医療に

おける大きな課題である。パククリタ

キセル (paclitaxel) は、乳癌治療に

おける代表的抗癌剤の１つであるが、

癌細胞のアポトーシスとの関連性は十

分に解明されていない。また、乳癌細

胞における DEC1および DEC2の発現の

意義も、未だ明らかにされていない。 

本研究では、paclitaxelを投与して

ヒト乳癌細胞株 MCF-7細胞における、

DEC1および DEC2の細胞増殖や抗アポ

トーシスに関連した機能解析を目的と

する。 

 
３．研究の方法 
 

ヒト乳癌細胞株 MCF-7 細胞を DMEMで培養

して、抗癌剤 paclitaxelを濃度依存的 (10, 

20, and 50μM) に 2hおよび 24h処理し、

アポトーシスを誘導した後、real-time PCR 



及び Western blot によって、DEC1と DEC2

の発現変化を検討した。また RNA干渉法 

(siRNA) により DEC1または DEC2 の発現

制御 (knockdown) を行い、アポトーシス

に対する影響や、p53, Bcl-2 の発現変化

について検討を行った。さらに、

paclitaxel 処理による DEC1と DEC2の局

在変化を免疫蛍光染色法により検討した。

アポトーシスと DECの直接効果を見るため、

paclitaxel処理と DEC1または DEC2 

siRNAの combination処理による Hoechst

染色法で、アポトーシスを解析した。 

 
４．研究成果 

ヒト乳癌 MCF-7 細胞で、paclitaxelを 24h

処理することによりアポトーシス関連因子 

(cleaved PARP, cleaved caspase-8, p53, 

Bcl-2) が誘導された。さらに、DEC1および

DEC2の発現も上昇した。 

MCF-7細胞において DEC1 siRNA と

paclitaxelの combination処理により、ア

ポトーシスが抑制し、p53の発現が減少、

Bcl-2の発現が上昇した。一方、DEC2 siRNA

と paclitaxelの combination処理によって、

アポトーシスが誘導され、p53の発現が上昇

した。 

免疫蛍光染色法では、paclitaxel処理に

より、DEC1のタンパク質量が核内で上昇し

た。一方、DEC2のタンパク質量は核および

細胞質の両者で上昇した。 

Paclitaxelと DEC1 siRNAの combination

処理では、アポトーシス(nuclear 

condensation) の頻度が減少した。一方、

paclitaxelと DEC2 siRNA との

combination処理では、アポトーシスの頻度

が上昇した。 
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