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研究成果の概要（和文）：　腎細胞癌では、VHL-HIF とその下流遺伝子のシグナル伝達経路の異常が腎細胞癌の血管新
生・増殖のメカニズムの一つと考えられている。我々は、EMT関連蛋白Twist 分子に注目し、VHL-HIF と下流遺伝子の
シグナル伝達経路にどのような影響を与えているか検討した。
　プロモーターアッセイでは、Twist蛋白を強発現させるとHIF結合モチーフを組み込んだプロモーター活性が上昇した
。ChIPアッセイ、Gel ShiftアッセイにてTwistがVEGFプロモーター領域に結合していることが分かった。
　これらの結果は、TwistはVHL-HIF経路に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： In this study, we focused on Twist, which is involved in EMT (epithelial-mesenchy
mal transition) and demonstrated its effect on VHL-HIF signaling pathway.
 Transcriptional activity of VEGF by Twist was measured by reporter assay using HIF responsive element (HR
E) reporter plasmids co-transfected with Twist expression plasmid. Overexpressed Twist activated HRE repor
ter activity. VEGF promoter activity was activated by Twist in hypoxia.Binding of Twist to VEGF promoter i
n tumor cells were shown by chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay using antibody against Twist. ChIP 
assay showed Twist binding to VEGF promoter. Electrophoresis Mobility Shift Assay (EMSA) were demonstrated
 to show binding of Twist for specific sequence (about -1000bp upstream from start point of transcription)
 in VEGF promoter.  
These data suggest that Twist expression involves in tumor vascularization in renal tumor.
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１．研究開始当初の背景 
近年、腎細胞癌に対する血管内皮細胞増殖
因子VEGFRを阻害する分子標的薬が開発さ
れ転移性腎細胞癌の治療効果に改善が見ら
れるようになった。しかしながら分子標的薬
による治療に抗する症例もあり完全に治癒
させることは困難である。VHL-HIF 経路に
関わる未知の因子がまだ多く存在すること
が要因の一つと推測され、これを解明するこ
とが期待されている。 
 
２．研究の目的 
腎細胞癌では染色体異常と転写抑制遺伝子
VHL の遺伝子異常、VHL-HIF とその下流
遺伝子のシグナル伝達経路において HIF の
標的遺伝子である VEGF の発現異常が腎細
胞癌の血管新生、増殖のメカニズムの一つと
考えられているが、不明な点が未だ多く
VHL-HIF とその下流遺伝子のシグナル伝 
達経路に関わる未知の因子がまだ多く存在
すると推測される。Twistは EMT(epithelial 
mesenchymal transition)のマーカーで癌細
胞における浸潤や転移に関与している。また、
HIFと同様に bHLH(basic helix-loop-helix)
ファミリーに属している転写因子であり他
の bHLH ファミリーと二量体を形成して遺
伝子のプロモーター領域にある E-box 配列
(CANNTG)に結合して下流遺伝子の転写調
節を行う。本研究課題は、この様々な癌細胞
で発現している転写因子 Twist 分子に注目
し、この分子の癌細胞内での発現が
VHL-HIF と下流遺伝子のシグナル伝達経
路にどのような影響を与えるかを解明し腫
瘍マーカーや予後規定因子としての可能性
を探り、臨床応用できるか可能性を探るもの
である。 
 
３．研究の方法 
(1)レポーターアッセイ：Twist発現ベクター
と HRE(HIF-responsive element)を持った
レポーターベクターを共発現させ、Twist の
発現により低酸素下における HRE レポータ
ーベクター の転写活性の変化を確認した。 
 
(2)VEGF のプロモーターベクターにおいて
も低酸素下における Twistによる転写活性の
変化を確認した。さらに VEGF欠損変異プロ
モーターベクターを用いて Twist が VEGF
プロモーター領域に結合して転写活性を変
化させる部位を特定した。 
 
(3) ChIPアッセイ：Twist抗体を用いてクロ
マチン免疫沈降法（ChIP）を行い、in vivo に
おける Twist 分子が VEGF プロモーター領
域に結合していることを確認した。 
 
(4)Gel shift アッセイ：レポーターアッセイ
と ChIP アッセイの結果より、Twist が結合
する領域の配列を持つ DNA oligonucleotide
を作成し、精製した GST-Twist蛋白を DNA 

oligonucleotide に混ぜ電気泳動をかけるこ
とにより in vitroにおいてTwistがVEGFプ
ロモーター配列に結合するか確認した。 
 
(5)腎細胞癌に対して摘出された病理組織を
用いて免疫組織化学染色を行い、腎細胞癌に
おける Twistの発現を確認した。 
 
４．研究成果 

VHL は転写因子 HIF の分解制御を行っ
ており、通常酸素下では VHL は HIF をユ
ビキチン化して HIF を分解し下流遺伝子の
転写活性を抑制する方向に働く。固形癌の中
心部や癌細胞の活発に分裂増殖を起こして
いるような低酸素下状態になると、VHL は
HIF と分離しHIF 自体が分解されなくなり
安定化するため下流遺伝子の転写部位
（HRE）に結合することにより下流遺伝子の
転写活性を活性化させる(Fig. 1)。 
本研究課題では、この VHL-HIF とその下
流遺伝子シグナル伝達経路において、Twist 
の存在が HIF の転写活性に影響しているか
を以下の通りに明らかにすることができた。 
プロモーターアッセイにより、腎癌培養細
胞株に HIF 結合エレメント(HRE)を組み込
んだレポーターベクター(Luc-HRE)を Twist
発現ベクターと Co-transfection させると、
レポーター活性が亢進した(Fig. 2(a))。この
活性は低酸素状態起こすCoCl2を暴露させた
ときに特に更新した。他研究施設より供与さ
れた VEGF プロモーターベクターを用いて
Twist 発現ベクターを強発現させると、同様
にプロモーター活性が上昇した(Fig. 2(b))。
また VEGF プロモーター欠損変異ベクター
を用いて、VEGFプロモーター領域の Twist
による活性の変化部位を確認した(Fig. 2(c))。 
レポーターアッセイの結果より Twistによ
る VEGFの転写活性が変化する領域に、実際
に培養細胞内で Twistが結合していることを
ChIPアッセイにより確認した。Twistが低酸
素状況下で HIF と同じ領域に結合している
ことを in vivo において確認することができ
た(Fig. 3)。  

GST-Twist精製タンパク質が、VEGFプロ
モーター領域の配列を持つ二重鎖オリゴヌ
クレオチドに結合することを Gel shift アッ
セイにより確認した(Fig. 4)。in vitroにおけ
る結合が確認できた。 
腎細胞癌に対して摘出された病理組織を
用いて免疫組織化学染色を行い、腎細胞癌に
おいて Twistが高発現していることを確認す
ることができた。 
 
＜得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト＞ 
これまで腎細胞癌に対する VEGF を阻害
する分子標的薬が開発されたが、一時的な効
果は認めるものの分子標的薬に耐性となる
症例がほとんどである。これは VHL-HIF経
路に関わる未知の因子がまだ多く存在する



ことが要因の一つと推測される。 
本研究において、我々は、癌細胞の転移や
浸潤、癌細胞の悪性度に関与するメカニズム
EMT(Epithelial-Mesenchymal transition) 
のマーカーである Twistに着目し、VHL-HIF 
とその下流遺伝子シグナル伝達経路におい
て Twist の存在がHIFによるVEGFの転写
活性を調節していることを解明した。 

VHL-HIF シグナル伝達に対する Twist の
影響を示した我々の実験結果は、未だ報告さ
れておらず、今回の結果により腎細胞癌の低
酸素下におけるシグナル伝達のメカニズム
に新たな機序を加えることができた。また腎
細胞癌だけでなくその他の細胞においても、
低酸素下において Twistが関与していること
が示唆され、新たな研究や治療法へ足がかり
になると期待される。これは Twistの発現は
腎細胞癌のバイオマーカーになる可能性が
あること、癌組織における血管新生を阻害す
る分子標的薬になりうること示している。 
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