
旭川医科大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０７

国際共同研究加速基金（国際共同研究強化(B)）

2022～2018

低酸素性がんの悪性化に働く遺伝子群の3D核内配置機構の包括的解析

Comprehensive analysis of 3D nuclear gene position involved in malignant 
transformation of hypoxic cancer

１０４５１９２３研究者番号：

中山　恒（Nakayama, Koh）

研究期間：

１８ＫＫ０２３３

年 月 日現在  ５   ６ １３

円    13,800,000

研究成果の概要（和文）：生体は酸素の少ない低酸素環境に曝されると、代謝、呼吸などの生理応答を調節し
て、適応する（低酸素応答）。低酸素応答はさまざまな遺伝子の発現を上昇させる、動的な応答である。本研究
では、複数の低酸素応答性遺伝子のクロマチン構造を明らかにするために、イメージングを用いた網羅的な解析
を実施した。その結果、低酸素下において、低酸素応答性遺伝子のクロマチン構造変化が活発に起きていること
が明らかになった。一方で、クロマチン構造変化を引き起こした遺伝子の発現には、増加するものと、減少する
ものが存在しており、その法則性について今後の解析で明らかにしたい。

研究成果の概要（英文）：Under hypoxic conditions, our body regulate multiple physiological 
responses, such as respiration or metabolism, to adapt to such condition. Hypoxic response is an 
active process which involves induction of multiple genes. In this study, we used comprehensive 
imaging approach to identify chromatin structure of hypoxia-inducible genes. As a result, we have 
identified that conformational change of chromatin is actively taking place under hypoxic condition.
 However, chromatin conformational change led to either increase or decrease of gene expression 
depending on genes. We will try to address if there is any rule of gene expression based on 
chromatin conformation under hypoxic condition in our future study.

研究分野：細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低酸素環境に曝されることにより、がんは悪性形質を獲得して、進展する。がんの悪性化には、さまざまな遺伝
子の働きが関与する。この遺伝子発現の一翼を担っているのが低酸素応答である。複数の遺伝子の協調的な働き
により低酸素応答は惹起され、この時にはクロマチン構造の変化が活発に起きている。低酸素応答時の遺伝子発
現制御機構を、クロマチン構造変化に焦点を当てて理解することにより、複数の遺伝子を同時に調節することも
可能となり、がんの悪性化のプロセスを効率的に阻害するアプローチに結びつくことが期待される。

※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 

生体は酸素の少ない低酸素環境に曝されると、代謝、呼吸などの生理応答を調節して、適応す

る（低酸素応答）。この低酸素応答はさまざまな遺伝子の発現を上昇させる、動的な応答である。

低酸素応答時に誘導される遺伝子群は、特定の生理応答（代謝、細胞の生死、細胞の移動など）

を担う分子がグループとしてまとまって誘導されることが多い。低酸素応答に必要な遺伝子は

適切なタイミングで速やかに誘導されないと細胞は低酸素環境に順応できず、危機的な状況に

陥る。したがって、これらの遺伝子を同じタイミングで迅速に誘導するためには、転写因子がそ

れらの遺伝子群に同調してアクセスできるような機構が必要であると考えられる。しかしなが

ら、低酸素に応答したクロマチン構造変化は十分に明らかではなかった。本研究では、複数の低

酸素応答性遺伝子のクロマチン構造を明らかにするために、イメージングを用いた大規模な手

法を用いることを計画した。High-Throughput Imaging Positioning MAPping (HIPMap)法は、大規模

イメージングにより核内の遺伝子配置を網羅的に決定するシステムであり、そのデータをもと

にクロマチン構造変化の有無を明らかにできる。この先端的な手法は、海外の共同研究者によっ

て開発されたものであり、データ取得から解析までの一連のシステムを保持する同研究室との

共同研究により、はじめて実現可能となる。そこで、本研究課題への支援を受けて、国際共同研

究体制を構築し、研究を推進した。 

 

２．研究の目的 

生体内のいたる所に低酸素環境は存在しており、生体の恒常性の維持のためには、適切な低酸

素応答は不可欠である。また、低酸素応答はがんや免疫性疾患、虚血性疾患などの様々な病気と

も密接に関わっており、これら疾患の病態の理解や治療への応用の上でも、低酸素応答の分子機

構の理解は必須である。本研究では、遺伝子発現に関与する転写因子側と遺伝子側の二つの制御

のうち、遺伝子側の制御に焦点を当てることで、低酸素下における効率的、かつ、協調的な遺伝

子発現を実現する分子機構を明らかにすることをめざす。さらに、「遺伝子配置」は、低酸素応

答に限らず、生体内の様々なイベント時の協調的な遺伝子発現制御に作用していることが考え

られるので、本研究で得られた知見を普遍化することをめざす。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞と低酸素培養 

 本研究では、乳癌細胞株 MB231 を使用した。細胞は、DMEM に 10% FBS、penicillin/streptomycin

を添加した培地で維持された。低酸素培養は、1% O2, 5% CO2, 94% N2の混合ガスで満たした低

酸素ワークステーション内に、培養用プレートを入れることで行った。 

(2) 遺伝子の選抜 

解析対象とした 186 遺伝子のうち、HIF 標的遺伝子に関しては、既に報告されている遺伝子の

中から代謝酵素を中心に 40 遺伝子を選択した。CREB 標的遺伝子に関しては、私たちが実施し

たマイクロアレイ解析の結果に基づき、「野生型細胞では低酸素下で発現上昇するのに対して、

CREB KD 細胞では変化が見られないもの」の中から、代謝酵素を中心に 135 遺伝子を選択した。

発現変化が認められない遺伝子をコントロールとして 11遺伝子選択した。 

(3) HIPMap法 

 384well プレートに 2000 細胞/well で細胞を播種し、1 日後に通常酸素・低酸素培養を開始し

た。48時間後に、4% PFA/PBSで 15 分間固定した。その後、界面活性剤処理、ブロッキングを

行ってから、一次プローブ（ゲノムとハイブリダイズ）と二次プローブ（蛍光標識されており、

一次プローブとハイブリダイズ）の混合液を各 well に添加して、37℃で一晩インキュベートし、

ハイブリダイゼーションした。その後、プローブ液を除去して、2xSSC, 42℃, 5分間の洗いを３

回、2xSSC, 60℃, 5 分間の洗いを３回行った。最後に、DAPI(1:2500 希釈)で 15 分間染色をした

後、画像取得を実施した。 

(4) 画像の取得とデータ解析 

 画像データはハイコンテント蛍光共焦点顕微鏡（CV7000）を用いて取得した。各 well につき、

６視野を任意に選び、各視野につき Z 軸方向に４枚の画像を撮影した。４枚の断層画像の情報



を集約して、データ解析に用いた。まず、細胞の DAPI 染色像をもとに、核領域を抽出した。次

いで、スポットを同定するプログラムを作製して、FISH 画像より核内のスポットの自動検出を

行った。このデータをもとに、各遺伝子に座標をふり、正確な位置を決定した。その後、radial 

distance 解析と relative distance 解析を行った。これらの一連の解析は、KNIME ソフトウェアを

用いて、複数の nodeを結びつけることで自動化した。 

 

４．研究成果 

(1) 網羅的な実験系における細胞の低酸素応答性の検証 

 大規模な遺伝子の核内配置を決定す

るために、384 well プレートを使用して、

低酸素培養を行う系を立ち上げた。細胞

数は、 1 well あたり 2000細胞を播くこ

とで、回収時に細胞がコンフルエントに

なり、細胞周期が停止した状態で核内の

遺伝子配置を決定できるように設定し

た。さらに、384 well プレートは 16 行

x24 列の構造となっており、外側に位置

するwellと内側に位置する wellの間で、

低酸素の条件が均一であることを、乳酸

産生量と HIF の発現を各 well で計測す

ることで、検証した。その結果、各 well

において、乳酸産生量の亢進と HIF の核

内への蓄積が認められ（図１A, B）、プレ

ートの外側か、内側かにかかわらず、同

等に低酸素応答が惹起されることが明

らかになった（図１C）。さらに、核内の

遺伝子配置を検証するに当たり、核の形

状が通常酸素・低酸素の間で変化しないことを確認した。核の形状を示す代表的な指標として、

核の断面積と円形度を測定したところ、いずれも通常酸素・低酸素の間で有意な違いは認められ

なかった（図 2A, B）。これらの結果より、通常酸

素・低酸素を比較した網羅的な解析に 384 well プ

レートを用いることは可能であることが確認さ

れ、この形式で網羅的なイメージング解析を実施

した。 

 

(2) イメージングを用いた核内遺伝子の位置決定 

 イメージング解析を行うに当たり、まず、解析

対象とする遺伝子を決定した。低酸素応答時に引

き起こされる代謝変化に、代謝酵素の核内配置が

どのように対応するのかを明らかにすることが本研究の目的である。低酸素応答時には、HIF、 

CREB などの転写因子が活性化され、低酸素応答性遺伝子の発現が誘導される。そこで、既知の

HIF 標的遺伝子と、 野生型細胞と

CREB KD 細胞を比較したアレイ

解析により同定した CREBの標的

遺伝子の中から、代謝酵素を中心

に、全部で 186遺伝子を選抜して、

解析した。一度に同時に検出でき

るのは三色であるため、各々の遺

伝子間の距離を明らかにするため

に、複数枚のプレートを使用して、

A. B. 

C. 

A. B. 

図１ 384 wellプレートでの低酸素応答性 
A. 低酸素培養により乳酸産生の亢進が認められ
た。B. 低酸素による HIF-1の発現上昇を免疫染
色で確認した。C. HIF-1の発現は外側、内側の列
(1-12)、行(A-H)のいずれにおいても均等に認めら
れた。 

図２ 低酸素時の核の形態 
低酸素培養によっても核の断面積（A.）、
円形度(B.)には変化がなかった。 
 

図３ 核内の遺伝子配置の決定 
HIPMap 法により、３つの遺伝子の核内配置を同時に決
定した。 
 



さまざまな遺伝子の組み合わせを検証した（図３）。 

 

(3) 核内における遺伝子配置の決定 

 核内における遺伝子の配置

に変化があるのかを検証する

ために、まず、radial distance 解

析を実施した。この解析方法

は、核を正円と見立て、核膜を

0, 核の中心を 1 として、その

遺伝子が核膜からどのくらい

の距離にあるのかを明らかに

するものである（範囲は 0から

1）。通常酸素と低酸素条件を比

較して、数値が大きくなれば、

遺伝子は核の中央に向かって

移動したことを示し、逆に小さ

くなれば、核膜に向かって移動

したことを示す。通常酸素、低

酸素を比較した二回の実験で、

十分な n 数が確保されて、か

つ、再現性が高く、比較可能と

判定された遺伝子は全部で 89

遺伝子あり、その中で、通常酸

素と低酸素の間でその位置に

有意な変化が認められたもの

は、21 遺伝子あった。カリウムチャネルの一つ KCNS3 や C4orf3 は核中央部に、シナプトタグ

ミン SYT12や FAM162Aは核周辺部に向かって移動した（図４A, B）。コントロール遺伝子 LRIG1

と TGIF2-c20 は通常酸素・低酸素間での有意な位置変化は認められなかった（図４C）。これら

の結果から、低酸素応答性遺伝子は低酸素に応じて、核中央に向かって移動するものと各周辺部

に向かって移動するものに大別されることが明らかになった。 

 次に、画像内で認められる複数遺伝子の染色像（最大３遺伝子）をもとに、同じ核内での遺伝

子間の距離を測定する relative distance 解析を実施した。この解析では、核内に座標軸を設け、各

遺伝子の核内染色像（スポットとして検出、図３）の位置を正確に決定し、二点間の距離を計算

することで、遺伝子間の相対距離を求めた。その結果、解析した 159組の遺伝子のうち、約 50%

に当たる 74 組で、その距離が増加、もしくは、減少することが明らかになった。 

 

(4) 遺伝子発現と遺伝子間距離の関連 

次に、radial distance 解析と relative distance 解析で、通常酸素と低酸素の間で有意な差を示し

た遺伝子について、その遺伝子発現との関連を検証した。Radial distance 解析において、二条件

間で有意な差を示した遺伝子は全部で 21 遺伝子あり、そのうち発現上昇が見られたのが 16 遺

伝子、低下が見られたのが 5 遺伝子であった。発現上昇した遺伝子のうち、核の中央に向かって

移動したものが 11 遺伝子、核の周辺に向かって移動したものが 5 遺伝子であった。一方で、発

現低下が見られたものでは、核の中央に向かって移動したものが 4遺伝子、核の周辺に向かって

移動したものが 1 遺伝子であった（図５）。この結果より、発現が上昇する遺伝子、発現が低下

する遺伝子、いずれにおいても核の中央に移動する割合が高く、遺伝子発現様式が変化する時に

は、核の中央部への移動が起こる傾向が認められた。Relative distance 解析では、159遺伝子ペア

についてその遺伝子間の距離を測定したところ、そのうち 74 ペアで、低酸素に応答した有意な

変化が認められた。これらの 74 ペアのうち 16ペアでは、二遺伝子間の距離が短くなり、両遺伝

 
 

A. 

A. 

B. 

C. 

図４ 低酸素に応答した核内遺伝子配置の決定 
低酸素培養により、A. KCNS3, C4orf3 は核の中央部に位
置を変えた。B. SYT12, FAM162A は核の周辺部に位置を
変えた。C. LRIG1, TGIF-c20 は変化が見られなかった。 



子とも発現が上昇していた(代表例

を図６に示す）。一方で、17 ペアで

は、二遺伝子間の距離が長くなり、

両遺伝子とも発現が上昇していた

(代表例、図６）。残りの 41 ペアに

関しては、片方、もしくは、両方の

遺伝子の発現が低下していた。両方

の遺伝子が発現低下した 2ペアは、

いずれも低酸素に応じて二遺伝子

間の距離が短くなった。これらのこ

とから、両遺伝子間の距離の長短と

遺伝子発現には一定の相関が認め

られた。 

 

(5) 考察と今後の展望 

本研究では、低酸素下において遺

伝子発現が変化する分子機構を、ク

ロマチン構造に着目して解析した。Radial distance 解析により検証した低酸素応答性遺伝子の中

では、発現上昇する遺伝子、発現低下する遺伝子、いずれにおいても核の中央に移動する割合が

高く、遺伝子発現様式が変化する時には、核の中央部へ移動するような様式でのクロマチン構造

変化が起こる可能性が示唆された。これは核の中央付近で、転写活性を制御する分子機序が存在

する可能性を示唆するものかもしれない。一方で、逆の傾向を示すものも一定数存在することか

ら、遺伝子によっては活性化される領域が、相対的に核の周辺部寄りにある可能性が考えられる。

遺伝子移動の方向に法則性を見出すためには、解析の規模を大きくして、より多くの遺伝子を対

象にした解析が必要であると考えられる。 

 本研究では、低酸素下において、クロマチン構造変化が活発に起きていることが明らかになっ

た。それに伴う遺伝子発現は、上昇するもの、減少するもの、変化しないものが同程度の頻度で

認められた。したがって、クロマチン構造変化を示すことがただちに遺伝子発現を変化させるも

のではないことが示唆された。クロマチンの構造変化を引き起こす分子機構として、ヒストンの

アセチル化やメチル化が考えられる。ヒストン脱メチル化酵素 KDM は酸素濃度に応じて活性が

変化する分子であり、そのノッ

クアウトは、さまざまな低酸素

応答性遺伝子の発現を増加させ

ることを見出している。このこ

とから、KDMファミリー分子が

低酸素を感知して、ヒストンメ

チル化状態を変化させ、クロマ

チン構造変化を引き起こす原動

力となっている可能性が考えら

れ、その検証を今後の実験で進

めていきたい。さらに、低酸素下

で、特定の代謝酵素遺伝子のク

ロマチン構造が変化することは

明らかになったが、その代謝経

路がグループとして協調的に発

現誘導されるかどうかは、今後

解析対象とする遺伝子をさらに

増やしていくことで明らかにし

たい。 

 

図 5 低酸素応答時の遺伝子配置の変化  
低酸素下で有意な位置変化を示す遺伝子を発現順に
並べた。発現上昇した遺伝子を緑色、発現低下した遺
伝子を赤色で示す。核の周辺部に移動した遺伝子は
白色のバーで、核の中央部に移動した遺伝子は黒色
のバーで示す。 

図 6 遺伝子間の距離と遺伝子発現の関連 
低酸素に応答して核内距離が変化する遺伝子ペアを、両
遺伝子の発現変動の積が大きいものの順に配置した。白
色のバーが、両遺伝子間の距離が接近したものを、黒色
のバーが、両遺伝子間の距離が離れたものを示す。 
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