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研究成果の概要（和文）：抗がん剤耐性細胞の解析の過程でBHLHE41遺伝子の発現により耐性に関与するRRM1遺
伝子の増幅のコピー数が減少することを見出した。BHLHE41遺伝子の腫瘍抑止の効果と増幅遺伝子のコピー数を
減少させる機能について解析した。肺がん細胞株にBHLHE41をドキシサイクリンで発現誘導できる細胞を樹立し
て、解析したところ、BHLHE41はオートファジー細胞死を誘導することで腫瘍細胞抑制を起こすことを明らかに
した。肺がんの臨床サンプルを用いた解析でBHLHE41タンパク質の発現は予後良好関連していた。RRM1の遺伝子
コピー数についてもBHLHE41誘導性の細胞では再現よく観察できる細胞系を確立した。

研究成果の概要（英文）：We found that BHLHE41 gene expression could suppress amplified RRM1 gene in 
anticancer drug resistant cell lines.  We examined BHLHE41 about the function in tumor suppression 
and gene copy regulation. Doxycycline (DOX) inducing BHLHE41 could suppress lung cancer cell lines 
growth via autophagic cell death. Immunohistochemical study of clinical lung cancer samples indicate
 BHLHE41 protein expression is correlate with good prognosis of patients.  We could established the 
cells those reproducibly RRM1 gene copy reducing by BHLHE41 expression. 

研究分野：がん生物学

キーワード： 遺伝子増幅　BHLHE41　RRM1　コピー数変異　肺がん　オートファジー

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんで特有に起こる異常な遺伝子の増幅について解明し、がん遺伝子の増幅を抑制できればがんの治療につなが
る可能性がある。BHLHE41により再現よく増幅遺伝子のコピー数の減少を起こすことが確認でき、BHLHE41が遺伝
子のコピー数を制御する機能を持つことが示せた。
また、BHLHE41の発現により肺がん細胞にオートファジー細胞死を誘導することを明らかにできた。肺がんの臨
床検体での解析からBHLHE41の発現は肺腺癌の予後良好にかかわる分子であった。肺がんの発生早期にその発現
が低下することが予想される結果を得ており、肺がんの発生機構の解明に道を開い。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
（１）抗がん剤ゲムシタビン耐性細胞解析の経過で BHLHE41 遺伝子の導入で増幅していた
RRM1遺伝子のコピー数が減少し、耐性度が低下することを見出した。 
 
（２）ABCB1,ABCC1 の遺伝子増幅が起こっている抗がん剤多剤耐性細胞株に対しても
BHLHE41遺伝子の導入でこれらの細胞のコピー数減少が起こった。 
 
（３）Kaplan-Meier plotterによる解析から肺腺癌では BHLHE41遺伝子の発現は予後良好と
の相関が見出された。 
 
 
２．研究の目的 
がん細胞での遺伝子増幅は腫瘍の発生、増殖、薬剤耐性に関わる重要な現象であるがその発生の
分子的背景については不明な点が多い、遺伝子増幅を標的とする治療方法も確立していない。 
BHLHE41 遺伝子の導入で抗がん剤耐性に関わる複数の増幅遺伝子のコピー数が減少すること
を見出した。BHLHE41 の機能を解析し遺伝子増幅抑制の機構全体を解明するとともに、がん
遺伝子の増幅している腫瘍で BHLHE41 の発現による遺伝子増幅を標的とする治療の可能性に
ついて検討する。 
 
 
３．研究の方法 
 
テトラサイクリンプロモーターの下流に BHLHE41 結合したレンチウイルスベクターを作成し、
RRM1、ABCB1、ABCC1 の遺伝子増幅のある細胞に感染させることでこれらの細胞からドキシ
サイクリン誘導 BHLHE41発現細胞株を樹立した。 
上記の細胞を用いてドキシサイクリン存在下での BHLHE41 の発現と遺伝子増幅の見られる
RRM1, ABCB1,ABCC1のゲノム遺伝子の変化をそれぞれ経時的に real time-PCR (RT-PCR)を用い
てコピー数の変化を評価した。 
RRM1 遺伝子増幅による染色体上の遺伝子のコピー数の変化を観察するために RRMI 遺伝子増
幅のある細胞でドキシサイクリン誘導性に BHLHE41 の発現させた前後の細胞からゲノム DNA
を単離して、Single nucleotide polymorphism (SNP) arrayを行った。 
遺伝子増幅領域について Crisper-Cas9 の系を用いて sgRNA を悪性して蛍光ラベルすることで増
幅遺伝子の可視化を試みた。 
 
Myc 遺伝子の増幅のある複数の細胞株について BHLHE41 の発現プラスミドを導入した細胞を
単離して、これらの細胞からゲノム DNA を単離して myc 遺伝子のコピー数を親株での myc の
コピー数と比較しｓた。 
 
ヒト肺がんについて TCGA の遺伝子発現データベースを用いて BHLHE41 の発現と予後に関連
があるかどうかを検討した。 
また、鹿児島大学医歯学相互研究科の呼吸器外科学と病理学分野の協力を得て、ヒト肺がんの臨
床検体 177例について免疫組織染色法を用いて BHLHE41タンパク質発現を観察した。さらにこ
れらの患者についての予後と BHLHE41タンパク質発現の関連を調べた。 
前述のレンチウイルスを複数の肺がん細胞株に感染させてドキシサイクリン誘導性にBHLHE41
が発現する細胞を樹立し、これらの細胞での BHLHE41の発現をドキシサイクリンの存在か非存
在下で PCR,ウエスタンブロットで確認した。 
誘導性 BHLHE41 発現 RRM1 肺がん細胞での細胞増殖抑制効果について細胞生存アッセイを用
いて評価し、とその機構についてアポトーシスとオートファジーに関与について、RT-PRCとウ
エスタンブロットを用いたたんぱく質発現変化を調べた。 
免疫不全マウスの背部皮下にドキシサイクリン誘導性に BHLHE41 を発現する肺がん細胞 A549
を移植して、 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ドキシサイクリン曝露によって再現性良く RRM1 遺伝子増幅でのコピー数が減少することを
確認した。また、SNP-Array を用いて RRM1 の遺伝子増幅が起こっている染色体領域が RRM1 のコ
ードされている領域に限られており、BHLHE41の発現に伴ってこの部分コピー数が減少するこ
とを確認した。 
 
(2) 染色体上の増幅領域の繰り返し配列あるいはガイド RNA を設計して増幅遺伝子の可視化を



試みたが、繰り返し配列は特異性を得ることが十分でなかった。一方、ガイド RNA による方法で
は十分な可視化が困難であった。ほかのラベルできる可能性を検討中。 
 
(3) がん遺伝子 myc の増幅を持つ複数の細胞株に BHLHE41 の強制発現細胞株を単離したが有意
な myc のコポー数減少は観察できなかった。ただし、BHLHE41 が発現して myc のコピー数の減少
した細胞は生存が不利になることが明らかであり、そのためにこの解析では BHLHE41 発現に対
して抵抗性になった細胞だけが生き残った可能性を否定できない。現在、ドキシサイクリン誘導
系 BHLHE41 発現細胞を作成して解析中である。 
 
(4) TCGA のデータで BHLHE41 の mRNA 発現データと予後の関連を解析した。BHLHE41 の発現は肺
腺癌では正常よりも優位に低下しており、また、発現の高い群は有意に予後良好との関連を示し
ていた。肺扁平上皮癌では明確な差は見いだせなかった。 
 
(5) 鹿児島大学病院で手術を受けた肺がん症例 177 例について免疫染色で BHLHE41 の発現につ
いて検討した結果、陽性例は 17 例であった。全生存（overall survival）は BHLHE41 発現症例
で有為に予後良好であった（図１）。肺腺がんの組織で、浸潤的な部分での BHLHE41 の染色は観
察できず、非浸潤的な腫瘍部分でのみ発現が観察された。BHLHE41 の浸潤性の抑制機能が示唆さ
れた。 
 
(6)ドキシサイクリン誘導性に BHLHE41 を発現する肺がん細胞 A549 と H2030 ではドキシサイク
リンの存在下でにのみ増殖の抑制を示した。この時、cleaved caspase3, PRAR1 の発現は確認さ
れなかった。また、Caspase 阻害剤である Z-Bat による細胞死の抑制も観察されなかった。この
ことからアポトーシスの関与は否定的であった。一方、このとき LC3-II の発現上昇を認め、こ
の上昇はクロロキン、バフィロマイシンα1の存在下でさらに増強された。またクロロキンは土
ドキシサイクリンで誘導される増殖抑制を減少させることができた。これらのことから、BHLHE41
の発現はこれらの細胞にオートファジー細胞死を誘導されていることが示された。 
 
(7) 免疫不全マウスの背部皮下にドキシサイクリン誘導性の BHLHE41 を発現する肺がん細胞
A549 細胞を移植して、ドキシサイクリン（DOX）を飲水に混ぜた群と混ぜない群で腫瘍体積を継
続的に観察して比較した。DOX を飲水させた群のマウスで優位に腫瘍縮小を認めた（図２）。 

図１：肺がん患者 177 例の生存曲
線。上がBHLHE41 陽性群、下が
陰性群、陽性群が有為に予後良好。 
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図２：XenograftモデルでBHLHE41
発現誘導による腫瘍増殖抑制、上は
DOX非飲水群、下がDOX飲水群。 
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