
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１１０１

若手研究(B)

2014～2012

扁平上皮癌の発育進展および放射線感受性に関する時計遺伝子ＤＥＣの機能

Differentiated embryonic chondrocyte expressed gene regulates carcinogenesis and 
apoptotic pathway of squamous cell carinoma.

３０５９８７２７研究者番号：

清野　浩子（Seino, Hiroko）

弘前大学・医学（系）研究科（研究院）・助手

研究期間：

２４７９１２６５

平成 年 月 日現在２７   ６ １０

円     2,700,000

研究成果の概要（和文）：時計遺伝子DECは生体内で多彩な生理現象に関与する。DEC1はヒト扁平上皮癌手術標本で非
腫瘍部と比較して高発現し、ヒト癌細胞において概日リズムを形成し細胞周期へ関与する。アポトーシスに関しては、
HSC-3でDEC2がアポトーシス抑制作用を示し、DEC1はアポトーシス作用を示さなかったが、TE-10ではDEC1がアポトーシ
ス促進作用を示し、DEC2はアポトーシス作用を示さなかった。TE-5やCA9-22ではDEC1・DEC2ともにアポトーシス作用を
認めなかった。DECがヒト癌細胞の発育進展機能に重要な役割を果たしていることは明らかだが、アポトーシス作用は
、細胞株によって異なる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Differentiated embryonic chondrocyte expressed gene 1 (DEC1; 
BHLHE40/Stra13/Sharp2) and differentiated embryonic chondrocyte expressed gene 2 (DEC2; BHLHE41/Sharp1) 
are basic helix-loop-helix (bHLH) transcriptional factors that are involved in the regulation of cell 
differentiation, circadian rhythms, response to hypoxia and carcinogenesis. DEC1 is overexpressed in 
various tumor regions. High levels of DEC1 mRNA are also detected in an array of cancer cell lines. We 
reported that DEC1 has pro-apoptotic effects, whereas DEC2 has no apoptotic effect on human esophageal 
cancer TE10 cells. DEC2 has anti-apoptotic effects, whereas DEC1 has no apoptotic effect on human oral 
cancer HSC-3 cells. DEC1 and DEC2 have no apoptotic effect in TE5 and CA9-22. These different apoptotic 
effects of DEC1 and DEC2 may depend on the differences of cell lines and/or gene expression. However, the 
mechanism of DEC in tumor apoptotic pathway is poorly understood, so further studies are needed.

研究分野： 放射線学

キーワード： 時計遺伝子　DEC　扁平上皮癌

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

癌の増殖が時計遺伝子（Clock genes, およ

そ 24 時間周期で振幅発現する遺伝子）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、日内時刻を考慮した癌治療

による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た。今後は、

これらの医療への応用が期待されている。 

ところで、扁平上皮癌は、日本においても

罹患率・死亡率の高い癌の一つであるが、扁

平上皮癌の日内リズム、時計遺伝子を考慮し

た研究は未だ少ない。また、癌細胞の増殖・

進展などの病態進展を制御する時計遺伝子

の分子機構も十分に解明されておらず、これ

らの解明は、時計遺伝子をがん治療（放射線

治療・抗癌剤治療等）に応用する上で重要な

課題である。 

 

２．研究の目的 

Differentiated embryonic chondrocyte 

gene (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。DEC は全身のあらゆる臓器で発現し、

日内リズム、免疫や癌化、低酸素応答、アポ

トーシス、組織分化の制御など、多彩な制御

機能をもつ。また、正常組織よりも癌組織で

高発現している。申請者は DEC が扁平上皮

癌の増殖・浸潤および腫瘍血管新生の日内リ

ズムを調節する因子として機能していると

予想している。本研究では、時計遺伝子 DEC

高発現細胞、DEC ノックダウン細胞を用い

て、扁平上皮癌の増殖・浸潤・アポトーシス

に関わる日内リズムの分子機構を解析する。 

また、時計遺伝子の発現が癌細胞のアポトー

シスに及ぼす影響を解析する。本研究で得ら

れる成果は日内リズム制御下のもとで、扁平

上皮癌の増殖・浸潤や抗癌剤や放射線への感

受性が制御されるという、新たな癌の進展機

構の解明に繋がる。また、時計遺伝子を制御

することで癌治療への感受性が増加し、従来

よりも低濃度・低線量で同じ抗腫瘍効果が得

られた場合は、扁平上皮癌以外の癌に対する

効果的な癌治療への展開が期待される。 

 

３．研究の方法 

培養細胞における日内リズムの解析は、同

調因子として（50%）血清刺激を用いる。ヒ

ト扁平上皮癌細胞株に高濃度血清刺激を与

えて、個々の細胞のリズムを同調させること

により、日内リズムを誘導させ、刺激してか

ら、4時間おきに最大 48 時間まで、細胞から

mRNAとタンパク質を回収する。回収したmRNA

を精製し、リアルタイム PCR で、タンパク質

はウェスタンブロット法で時計遺伝子のリ

ズム発現の変動を解析する。扁平上皮癌細胞

株で、コントロール（scrambled siRNA）に

よる RNA 干渉と、時計遺伝子の RNA 干渉によ

る発現抑制を行い、48～72 時間後に、細胞を

回収し、増殖能の比較を MTT-assay で比較す

る。浸潤能は、Matrigel-invasion assay で

比較する。RNA 干渉による発現抑制の解析を

効率良く遂行する方策として試薬の組み合

わせ、および的配列の選択を当研究室では導

入済みである。 

ヒト扁平上皮癌組織における時計遺伝子

の解析については、ヒト口腔癌組織は、当大

学病院にて手術にて得られた外科切除標本

を用いる。時計遺伝子の抗体を用いた免疫染

色を施行し、放射線治療前と、治療後の標本

おける時計遺伝子の発現の解析を行う。 

時計遺伝子発現が癌治療に及ぼす影響に

ついては、RNA 干渉法による時計遺伝子の

特異的抑制により行い、扁平上皮癌における

抗癌剤 cisplatin や放射線感受性の影響を、

ヒト扁平上皮癌細胞の細胞増殖やアポトー

シスについて解析する。 

 



４．研究成果 

我々は、ヒト扁平上皮癌手術例標本において、

DEC1 が、非腫瘍部と比較して高発現してい

ることを免疫染色において示した。また、

Invasion assay や Migration assay を用いて、

ヒト癌細胞において、DEC1 が概日リズムを

形成する知見も得た。これらの結果から、時

計遺伝子である DEC1 がヒト癌細胞・ヒト組

織の発育進展機能に重要な役割を果たして

いることが示された。 

 

次に、ヒト扁平上皮癌細胞株における DEC1

と DEC2 の発現・機能を、分子生物学的手法

を用いて解析した。用いた細胞株は、分化度

の異なるヒト食道扁平上皮癌細胞株（TE-10

と TE-5）とヒト口腔扁平上皮癌細胞株

（HSC-3 と CA9-22）である。我々は、2 種

類の食道癌細胞株に対し、DEC1 knockdown

を行い 24 時間後にタンパクを回収しウェス

タンブロットで確認したところ、DEC1 が

cyclin D1 を制御していることが判明した。

同様の結果は、舌癌細胞株（HSC-3）におい

ても認められた。これらの結果から、DEC1

が cyclin D1 を制御して、ヒト扁平上皮癌

の概日リズムを制御していることが示唆さ

れた。さらに、これら 4 種類のヒト扁平上

皮癌細胞株に対し DEC1 knockdown ある

いは overexpression を行い、DEC1 がアポ

トーシスに及ぼす影響を検討した。この結

果、HSC-3 では DEC2 はアポトーシス抑

制性に働くのに対し、DEC1 は明らかなア

ポトーシス作用を示さないことが判明した。

TE-10ではDEC1はアポトーシス促進性に

働くのに対し、DEC2 では明らかなアポト

ーシス作用は認められなかった。一方、

TE-5 や CA9-22 では DEC1・DEC2 とも

に明らかなアポトーシス作用は認められな

かった。以上の結果から、癌細胞における

DEC1・DEC2 のアポトーシス作用に関し

ては、分化度や遺伝的な違い、DEC1 と

DEC2 の構造の違いが起因する可能性が考

察された。 
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