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研究成果の概要（和文）：肺がんは我が国のがんの死亡原因の一位でなお発症は増加しており、発生機構の解明
と革新的治療法が求められる。
BHLHE41はサーカディアンリズムや細胞の分化などで主に抑制的に機能する転写因子とである。我々はその腫瘍
部での発現は患者の予後良好相関し、BHLHE41の肺がん細胞株での現がオートファジー細胞死を起こすことを見
出している。BHLHE41はMYCの機能を抑制して、BAXの発現を抑制することが分かっ。また、MYCで発現が誘導され
るCyclinA2やCDK4複数の遺伝子発現を抑制することを見いだした。BHLHE41はMYCの機能を阻害する分子として機
能して発がんの抑制に関わると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Lung cancer is the leading cause of cancer death in Japan, and its incidence
 continues to increase.
BHLHE41 is a transcription factor that mainly functions in a repressive manner in circadian rhythms 
and differentiations of various cell lineages. We have found that expression of BHLHE41 in tumor 
cells correlates with good prognosis of patients with non-small cell lung cancer（NSCLC）and that 
induction of BHLHE41 expression in NSCLC cell lines causes autophagic cell death. In this study, we 
found that BHLHE41 suppressed MYC function and BAX expression, and BHLHE41 also suppressed 
MYC-inducible gene expression, including Cyclin-A2 and CDK4 genes. BHLHE41 may suppress 
carcinogenesis by acting as an inhibitor of MYC function.

研究分野：がん生物学

キーワード： 非小細胞肺癌　BHLHE41　細胞死　BAX　オートファジ―　MYC
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研究成果の学術的意義や社会的意義
異種移植系でBHLHE41の強制発現は肺がん細胞の縮小効果からBHLHE41の標的分子は肺がんの治療の標的となりえ
ることをすでに示している。
本研究でBHLHE41のMYCの機能の抑制という、非小細胞肺癌発生でのBHLHE41の重要性の一端が具体的に明らかに
できた。BHLHE4はがんの悪性化ステップで必要になるMYCの機能の活性化を抑制することが推測された。BHLHE41
が抑制するMYCを含む活性化分子群を同定することで肺がんのハイリスク群での早期肺がんの悪性化の予防が可
能になる可能性があり、世界的にも増加傾向にある肺がんの予防という革新的な医療が期待できる。

※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 
BHLHE40 と BHLHE41 は basic helix loop helix 型転写因子に属する分子で、アミノ酸レベルで 77%の類似
性があり、E-Box 結合性の転写因子として主に mRNA 発現の抑制に関わる分子である。2 つの分子はしばし
ば連携して、細胞分化やサーカディアンリズムに関わる。BHLHE40 は DNA 障害に反応してP53 依存性・依存
性に細胞死、老化の誘導によるがん抑制的な作用とともに、PI3K/AKT や HEBGF を介して上皮系のがんにお
いてがん促進的に働くことも報告されている。BHLHE41 も脂肪細胞、Th2 細胞などの発生分化などに重要な
働きをしていることが報告されているほか、肺がん、乳がんではがん抑制遺伝子として報告されている [1]。
一方、MLL-AF6 融合遺伝子発現 AML、腎臓の淡明細胞がんではその発現はがん促進的と報告され、MLL-AF6
発現 AML では BHLHE41 は MLL-AF6 融合たんぱく質と結合して多くの白血病関連分子の発現を誘導すること
が報告されている [2]。 
我々は正常な肺上皮には発現している BHLHE41 遺伝子産物の発現が、肺腺癌、扁平上皮癌で浸潤性と逆相
関していること。その発現は肺腺がん患者の予後に関連すること。肺がん細胞株に強制発現させるとオー
トファジ―細胞死を誘導することを見いだし報告した [3]。これらのことから BHLHE41 は肺がんの早期に
失活するがん抑制遺伝子と考えられ、肺がん発生に重要な分子であると想定された。 
 
２．研究の目的 
BHLHE41 がオートファジ―細胞死を誘導する機構を検討すること、肺がん悪性化進行過程での BHLHE41 の
悪性化抑制機構を明らかにすることを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）p53 遺伝子が野生型の肺腺がん細胞である A549 細胞では BHLHE41 の発現によって、p53 産物のタン
パク質発現が誘導されるにも関わらず、BAX は発現が低下することを観察した。通常 BAX は p53 の安定化
で発現が上昇し、アポトーシスの誘導に寄与することが知られている。BHLHE41 がオートファジーを誘導す
る一つの機構として、細胞のアポトーシスを回避していると考えられた。そこで BHLHE41 の発現誘導が BAX
の発現を抑制する機構に注目して解析を行った。BHLHE41 の発現による BAX の mRNA の低下を確認の上、BAX
の転写開始点から約 1kb の 5’UTR と転写開始点、翻訳開始部位を含む DNA を pGL3 ベクターに挿入してル
シフェラーゼアッセイを行った。細胞はドキシサイクリン（DOX）存在下で BHLHE41/DEC2 を発現する肺が
ん細胞株 A549(A549/tet#1, A549/tet#6)と H2030(H2030/tet#1,H2030/tet#26)を樹立して使用した。 
（２）ｐ53 変異型の H2030 肺腺癌細胞株でも BHLHE41 発現による BAX の発現抑制が観察できたことから E-
box に結合するユビキタスに発現している分子として MYC を候補分子として想定した。MYC の発現が BAX の
発現誘導に必要であることを予測し、siRNA を用いて MYC をノックダウンによって BAX の発現に変化が起
きるかどうかを確認した。さらに、BHLHE4１の BAX の
5’UTR への結合を証明するためにクロマチン免疫沈
降（CHIP）アッセイを行った。BAX-5’UTR 4 つの E-
box の両側にプライマーを設定した。陽性コントロー
ルとしてすでに BHLHE4１の制御が報告されている
CYCLIN D1 の 5’UTR のプライマー用いた [4]。 
（３））MYC の下流で発現が高まると考えられえる 8
つの遺伝子について RT-PCR を用いて mRNA の発現が
BHLHE41 の誘導で変化するかどうかを調べた。CDK4 に
ついてはタンパク質発現の変化を合わせて確認した。 
（４）肺上皮不死化細胞について発がん遺伝子の導入
による発がんアッセイ系を作成を用いて BHLHE41 の
発がんでの阻害機能を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）BHLHE41 発現下での BAX のタンパク質と
RNA の発現の低下を確認した。 A549 細胞 DOX 存
在下で BHLHE41 を発現誘導する、A549-tet#1,#6
の細胞では DOX 存在下で BAX-5‘UTR のルシフェ
ラーゼの有意な活性低下が観察された（図１）。



この結果から BAX-5’UTR の配列情報から BHLHE41 は BAX の 5’UTR の転写開始点から上流（-138-133、-93-
88、-45-40、-14-10）に存在する４つの E-BOX に結合すると予測され、その結合タンパク質と競合する可
能性が考えられた。またこの領域は p53 の結合
領域（-474-464）よりも転写開始点に近く発現
により根本的な影響を与える可能性が示唆さ
れた。（図２）。 
（２）MYC に対する siRNA の存在下では BAX の
発現が低下し、さらに BHLHE41 の発現条件では
ほぼ消失していた。このことから MYC の発現が
BAX タンパク質の発現に必要であることが裏
付けられた。CHIP アッセイの結果から
BHLHE41/DEC2 が BAX の 5’UTR の E-Box の
領域に結合することを明らかにした(図
３)。 
（３）BHLHE41 の発現誘導によって 4つの
MYC の下流分子 CDK4,CCNA2(CYCLIN-A2), 
LDHA, MGST (Microsomal Glutathione S-
Transferase 1)の mRNA の低下を観察し
（図４）。CDK4 についてはタンパク質の減
少も確認できた。 
これらの結果から BHLHE41 は MYC の機能
を阻害することで発がんとオートファジ
―に関わることが想定される。 
 
（４）肺上皮不死化細胞に対して誘導性
にがん遺伝子を導入して発がん形質転換
の系の樹立を試みたが、細胞株としてい
維持することが困難であった。名古屋大
学の斎藤実教授に御協力をいただき[5]、誘導性に変異型 RAS を発現することで悪性化が観察できる肺気管
支上皮不死化細胞の分与を受けたので今後のこの実験系を用いて研究の進展させる。 
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