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研究成果の概要（和文）：本申請研究では，新しい抗がん戦略として，低酸素誘導性転写因子DEC1およびDEC2の
抗がん分子標的としての可能性を検討するとともに，その制御機構の解明に取り組んだ。DEC1やDEC2により抑制
されるDNA損傷応答遺伝子プロモーターを用いたレポーターを作製した。siRNA導入により，DEC2抑制のがん細胞
増殖抑制効果が高いことが，通常酸素および低酸素環境下で確認された。さらに，低線量率放射線照射により，
AURKB遺伝子発現が大きく低下することを見出し，その発現抑制にDEC2が関与している可能性，抗がん剤感受性
変化に大きく関与することを確認した。新しい治療プロトコールへの応用展開が期待された。 

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the potential of transcription factors DEC1 
and DEC2, that are induced under hypoxia and regulate DNA damage response and apoptosis, as 
anticancer molecular targets for treatment-resistant oral cancers. We so far established the 
reporter-based screening system using DEC-responsive sequences identified and analyzed in DNA damage
 response genes repressed by DEC1 and DEC2. On the other hand, the evaluation of cell proliferation 
by siRNA-based DEC1 and DEC2 inhibition showed that DEC2 inhibition was more effective to inhibit 
cancer cell proliferation under both normoxic and hypoxic conditions. Furthermore, we found that 
AURKB gene expression was greatly reduced with low-dose-rate irradiation, suggesting that DEC2 may 
be involved in the suppression. In addition, we found that decreased expression of the AURKB gene 
might be involved in modification of anticancer drug sensitivity, suggesting a novel therapeutic 
strategy.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本申請研究では，新しい抗がん戦略として，がんの特徴である低酸素環境で働く転写因子DEC1およびDEC2を分子
標的とした治療が有用であるか検討するとともに，その分子機構の解明に取り組んだ。さまざまな試みの中で，
DEC2を阻害するとがん細胞の増殖を効率良く抑制できることが明らかとなった。さらに，低線量率放射線照射に
より，DEC2によりAURKB遺伝子発現が抑制され，抗がん剤感受性が変化することを見出し，より安全で効果的な
新しい治療プロトコールへの応用展開が期待された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

口腔がんなどの固形がん治療において，より効果的な放射線療法や新しい分子標的治療薬を

含む化学療法の開発は，治療後の機能温存という観点から患者の生活の質向上に大きく寄与す

ると期待されている。現在の抗がん治療では，効果を示す症例がある一方で，全く効果を示さな

い，もしくは再発・転移をきたし悲惨な結末を迎える症例も多く，治療抵抗性の分子機構の解明，

それらを克服する画期的な治療法開発は急務である。 

 これまでに，固形がんの治療抵抗性に低酸素などの微小環境が大きな役割を果たしている事

が明らかにされてきた。例えば，腫瘍内酸素分圧と局所制御率，無病生存や全生存期間などの放

射線治療予後との関連性が古くから証明されている。また，放射線治療抵抗性には物理的な酸素

分子不足のみならず，（Hypoxia-inducible factor）HIF経路を介したがん細胞や腫瘍内血管内皮細

胞自体の放射線障害に対する抵抗性獲得が明らかとなってきた。一方，低酸素は，以前より遺伝

子不安定性誘発の要因として考えられており，幾つかの DNA修復酵素遺伝子が低酸素下で発現

抑制される機構が報告されてきた。申請者も，低酸素下での転写因子 HIF-1やその下流の転写抑

制因子 DEC による DNA 損傷応答機構のシステミックな制御を明らかにしてきた。DEC

（Differentiated Embryo Chondrocytes 1および 2，別名 BHLHE40および 41：Basic helix-loop-helix, 

Family member E40および 41）は，低酸素などの様々なストレス応答，概日リズムや代謝調節に

関与する転写因子であるが，その制御機構や分子機能には不明な点が多く残されている。申請者

は，これまでの研究過程で，がん細胞の増殖，進展における転写因子 DECの重要性を示す結果

を数多く得ており，がん分子標的としての検証は非常に重要であると考えている。 

 

２．研究の目的 

本研究では，低酸素環境下におけるDNA損傷応答を制御している転写因子DEC1およびDEC2

の新たな制御分子および制御法（薬）の探索を行い，がん細胞制御法へ応用展開することを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

１）DEC応答レポーターを作製する。DECにより発現低下する遺伝子群の中から，DNA損傷応

答関連遺伝子プロモータールシフェラーゼレポーターを作製する。 

２）口腔がんと同じ扁平上皮がんで，低酸素応答が詳細に検討されている子宮頸がん HeLa細胞

を用いて，通常酸素環境下（21% O2）または低酸素環境下（1% O2）24時間培養後の網羅的遺伝

子発現解析を RNA-seq にて行った。その際，非特異的 siRNA（siNS），または，HIF1A 遺伝子

（siHIF1A），EPAS1（siHIF2A），BHLHE40（siDEC1），BHLHE41（siDEC2）特異的 siRNAを用い

て，それぞれの遺伝子発現を抑制することにより，下流の標的遺伝子を明らかにするよう試みた。 

３）上記 siRNAを導入した細胞の増殖を，細胞核をヘキスト染色後，INCellAnalyzerにて細胞核

数（細胞数）測定することにより比較した。 

４）ヒトゲノム siRNA ライブラリーを用いた，遺伝毒性スクリーニングを開始した。２）同様

に siRNA 導入後，細胞数を測定し，siRNA による遺伝子発現抑制が細胞増殖に与える影響を評

価した。 

 

４．研究成果 

１）DNA 損傷応答遺伝子群のうち，DEC による遺伝子発現抑制が認められた MLH1，MBD4， 

MRE11A，MSH2，RAD51，BRCA1遺伝子プロモーターを pGL3-basicルシフェラープラスミドに



サブクローニングした。作製したレポータ

ーを HepG2細胞に一過性に遺伝子導入し，

共遺伝子導入した DEC1または DEC2発現

ベクターの影響を比較した。その結果，導

入 24 時間後の活性比較において，ほとん

どのプロモーター活性は DEC1 または

DEC2により抑制されたが，BRCA1プロモ

ーターのみ，DEC2による抑制が観察されなかった（上図）。DECの活性をモニターする上で，

SN 比を考えると，MLH1 プロモーターまたは RAD51 プロモーターを利用したレポーターが適

していると考えられた。 

２）HeLa細胞に siRNAを導入し，24時間

後に通常酸素環境下または低酸素環境下で

培養を開始し，さらに 24時間培養後細胞を

回収し，totalRNAを調製し，RNA-seqにて

遺伝子発現解析を行った。その結果，多く

の発現増加，または低下遺伝子が見出され

た（右図）。特に，DEC1（発現増加 943，低

下 1432遺伝子）や DEC2（増加 651，低下

552 遺伝子）の標的遺伝子候補が多く見出

されており，今後の応用展開が期待された。 

３）２）同様に siRNAを HeLa細

胞に導入後，2 日目および 4 日目

に細胞数を測定し，それぞれ初日

との変化を比較した。その結果，

特に EPAS1（HIF2A）や DEC2阻

害ががん細胞増殖抑制に有効で

ある可能性が示された（右図）。 

４）ヒトゲノム siRNA ライブラリーを用いた，遺伝毒性スクリーニングを開始した。これまで

にキナーゼ 384遺伝子の抑制効果を観察したが，22の増殖促進キナーゼ，160の増殖抑制キナー

ゼを見出している。今後，さらなる機能単位の遺伝子群の評価を行い，上記 HIFや DEC標的遺

伝子との掛け合わせから，分子標的遺伝子を見出していく。 

５）低線量率放射線照射による遺伝子発現変動を RNA-seq により測定した結果，細胞周期や細

胞分裂において重要な働きをしている AURKBの発現低下を見出した。更なる解析から AURKB

の発現低下に DEC2が関与している可能性も見出し，DEC2下流の重要遺伝子の一つとして，治

療応用へ向けた解析を進めている。 

 

本研究では，DECの分子標的としての意義，その下流の多様性などを明らかにした。特に DEC2

はがん分子標的として有望であると思われ，その下流遺伝子の応用も期待された。 
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