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研究成果の概要（和文）：遺伝子増幅はゲノム遺伝子のコピー数が高度に増加する異常であり、癌や薬剤耐性の
原因となる。我々は複数の抗癌剤性細胞でその原因分子の遺伝子増幅がBHLHE41の発現により抑制されること見
出している。BHLHE41によるRRM1遺伝子のコピー数変化について配列解析とゲノム構造の解析で調べた。手術切
除肺腺癌の検討ではBHLHE41たんぱく質は正常部と非浸潤型癌の細胞でのみ観察され、癌部での発現は患者の予
後良好と関連した。BHLHE41の肺腺癌細胞株での発現はアポトーシス誘導分子BAXの発現を抑制し、オートファジ
ー細胞死を誘導し、がん遺伝子MYC誘導性の複数の遺伝子の発現を抑制することが判明した。

研究成果の概要（英文）：Gene amplification is an abnormality in which the copy number of genomic 
genes increases and causes cancer and drug resistance. We found that expression of BHLHE41 
suppressed gene amplification of the causative molecule of three anticancer-drug-resistant cell 
lines. We analyzed genomic alterations in the copy number reduction of the RRM1 gene by BHLHE41 
using state-of-the-art NGS for whole genome sequence and genomic structural alterations. In the 
study of surgically resected lung cancer samples, BHLHE41 protein was expressed only in normal and 
non-invasive lung cancer cells. It was associated with a better prognosis in patients with lung 
adenocarcinoma. BHLHE41 suppressed the expression of apoptosis-inducing molecule BAX, induced 
autophagic cell death, and inhibited the expression of several genes induced by MYC.

研究分野：がん生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子増幅は癌や薬剤耐性の原因であるが、その発生機構は不明である。BHLHE41の発現が遺伝子増幅の程度を
減少させることから、BHLHE41の機能を知ることでゲノムの恒常性維持の機構への理解が深まり、増幅遺伝子を
減少させる新たな癌治療の可能性を開くことができる。BHLHE41の肺腺癌細胞での発現は患者の予後良好と関連
した。BHLHE41は肺腺癌細胞にオートファジー細胞死を誘導して抗腫瘍作用を持つと考えられ、新たな治療方法
に展開できる。また、BHLHE41はがん遺伝子MYCが誘導する遺伝子を発現を抑制することから、BHLHE41の研究は
MYCの抑制を介した癌治療の端緒となることも期待できる。

※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 
正常人でのゲノム遺伝子の copy 数の変異 copy number variation (CNV)について近年解析

が進み、ゲノム全体で 443bp 以上のものだけでも 11700 個見いだされ、正常な遺伝子多型とし
て考えられている（文献 ①）。一方、癌細胞で観察されるゲノム DNA の異常なコピー数の増加
（遺伝子増幅）と CNV の境界は明確ではなく、遺伝子増幅の少なくとも一部は CNV が高まった
結果であると考えられる。酵母ではリボソーム RNA をコードする rDNA が遺伝子の増幅と程度
の制御機構の分子背景が報告されている（文献 ②、③）。正常ヒト細胞で CNV のコピー数を一
定以上にしない機構は相同組み換え、DNA 修復機構であると考えられてきたが、分子的機構の詳
細は明らかではない。 
我々は ribonucleotide reductase M1(RRM1),ABCB1/MDR1, ABCC1/MPR1 それぞれの遺伝子増

幅を持つ 3 種類の抗癌剤耐性耐性細胞に BHLHE41 の強制発現によりのコピー数が減少し、薬剤
の耐性が低下することを観察している。RRM1 の遺伝子増幅のコピー数の減少はテトラサイクリ
ン誘導性の BHLHE41 発現により再現よく観察されていることから BHLHE41 の発現は遺伝子のコ
ピー数増加を抑制する働きを持つ分子であると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
BHLHE41 の発現誘導による RRM1 の増幅遺伝子のコピー数変化を示す細胞を用いて、BHLHE41 が
増幅遺伝子のコピー数減少を制御する機構を解析し、遺伝子増幅による発がんの機構を知るこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) RRM1 遺伝子増幅をもつ細胞株 MGEM6 とこの細胞から樹立したドキシサイクリン存在下で
BHLHE41 を発現誘導可能な細胞株 MGEM6/BHLHE41 細胞のゲノム DNA に対して、ガイド RNA と
Crisper-Cas9を用いて複数の手法によりRRM1遺伝子を可視化して経時的な遺伝子増幅の観察す
ることを試みた。 
 
(2) BHLHE41 の発現が肺癌でのがん抑制遺伝子と報告されていたこと（文献 ④）、また、BHLHE41
発現によって肺癌細胞の増殖抑制を認めたことから、手術検体を用いて肺癌細胞での BHLHE41 の
発現について解析した。 
 
(3) 肺腺癌細胞株 A549 細胞から BHLHE41 発現誘導可能な細胞 A549/BHLHE41 細胞を樹立して、
BHLHE41 発現による細胞死の誘導について解析を行った。 
 
(4) A549/ BHLHE41細胞を用いて、BHLHE41抗体によるchromatin immuno-precipitation (ChIP)-
assay を行って、BHLHE41 によって発現の制御を受けていることがすでに知られている CyclinD1
（文献 ⑤）と今回の解析過程でターゲット分子である可能性が示唆された BAX の
5’UTR(untranslated region)について PCR をおこなった。 
 
(5) 増幅遺伝子部分のアンプリコンのゲノム配列レベルの解析、その他の遺伝子増幅変化がな
いかを確認することを目的として。MGEM6/ BHLHE41 細胞のドキシサイクリン処理前の細胞と 28
日間処理した後の細胞のゲノム DNA について、全ゲノム配列の解析を行った。この時、従来の
次世代シークエンサーの解読配列は 100bp 程度が平均なのに比べて 100 倍以上長い距離で解析
可能な PacBio を用いた。 
 
(6) BHLHE41 発現前と発現誘導 28 日でのゲノム DNA の構造を解析できる ATAC (Assay for 
Transposase-Accessible Chromatin)-seq 解析を行った。 
 
 
 
４．研究成果 
(1)  RRM1 遺伝子の蛍光標識については複数のアプローチで試みたが観察に耐える効率の高い
標識を得ることができなかった。そのため観察に至らなかった。 
 
(2) TCGA のデータ解析から、肺腺癌では BHLHE41 の発現は有意に予後良好の因子であった
(P=0.00992)。DEC2 の蛋白発現は、非小細胞肺癌 17/177 例(9.6%)、腺癌 15/132 例(11.4％)、非
腺癌 2/45 例(4.4%)であった。BHLHE41 の発現は、正常肺と肺腺癌の非浸潤部（上皮内癌、浸潤
癌の lepidic growth pattern）、腫瘍浸潤が気管支内に限局している早期肺門部肺扁平上皮癌で
確認され、腫瘍の浸潤部ではほとんど認めなかった（文献 ⑥）。 



 
(3) 肺腺癌細胞 A549 と H2030 は、BHLHE41 の
発現誘導条件下でオートファジーが誘導され、
オートファジーの阻害剤処理で細胞増殖抑制効
果が軽減され, BHLHE41 の発現によりオートフ
ァジー細胞死が誘導されていると考えられる。
A549/ BHLHE41 細胞の異種移植において、ドキ
シサイクリン入りの飲水の条件下で有意なA549
細胞の腫瘍細胞増殖抑制を認めた（文献 ⑥）。
(図：縦軸は腫瘍径 (mm3),横軸は日にち) 
 
(4) BHLHE41 抗体による ChIP-assay では
CyclinD1 の 5’UTR に結合する再現性を得るこ
とができ、またターゲット分子である可能性が
示唆されたBAXの5’UTRのE-box配列を含む領
域への結合を示せた。また、BAX の解析の過程か
ら BHLHE41 が MYC の機能について抑制的に機能している可能性を見出した。ターゲット分子の
CCNA2, DDX18, LDHA, MGST1, ODC1, PTMA, TPM1, CDK4 について mRNA 発現の抑制を確認し、さ
らに CDK4 についてはタンパク質発現の低下を確認することができた。 
 
(5) PacBio による解析から MGEM6 細胞で RRM1 周辺の遺伝子のコピー数が高まっていること、ド
キシサイクリン処理による BHLHE41 の発現誘導後 28 日目ではコピー数が減少していることを確
認した。しかし、q-PCR による RRM1 エクソン部分の解析の結果に比べて、増幅の減少度は低か
った。これは MGEM6/BHLHE41 細胞での RRM1 遺伝子増幅度が低下していることが影響していると
考えられる。 
 
(6) ATAC-SeqによってMGEM6/BHLHE41細胞でドキシサイクリン前後でのゲノム構造の変化につ
いてのデータを得た。RRM1 領域の遺伝子増幅は確認できたが、DOX 作用後の増幅抑制の効果は限
られており、（５）同様に GEM6/BHLHE41 細胞の RRM1 遺伝子増幅の程度が低下していることが一
因と考えられた。今後は MGEM6/BHLHE41 細胞の Gemcitabine での再選択とクローニングを行っ
て、実験を行うことを計画している。 
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