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研究成果の概要（和文）：低酸素誘導性因子HIF-1は、がん細胞の治療抵抗性と悪性形質を誘導する機能を持
つ。申請者は海外研究協力者との予備研究を通じて、HIF-1を活性化する新規遺伝子を同定し、がん抑制遺伝子
p53の機能不全を引き金に、HIF-1を活性化する活性を持ち、がん細胞の悪性形質（特に浸潤能）を誘導する可能
性を見出した。また臨床検体を対象にした研究で、HPF4の腫瘍内発現量と患者の生命予後不良が相関することを
見出している。この様な背景の下、当該新規遺伝子の作用機序の解明、治療標的とする妥当性の検証、及びその
活性を阻害する手法の確立を目指し、培養細胞・ショウジョウバエ・マウス・ヒト臨床検体を用いた研究を展開
した。

研究成果の概要（英文）：Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) has the function of inducing resistance 
of cancer cells to conventional therapies, such as chemotherapy and radiotherapy, and malignant 
phenotypes of cancer cells. Through the collaborative studies between the applicant and overseas 
researchers, we preliminarily identified a novel gene that activates HIF-1 only in the case of 
dysfunction of the tumor suppressor gene, p53. In addition, we have found a possibility that the 
novel gene induces invasiveness of p53-deficient cancer cells. Based on these preliminary findings, 
we performed extensive research with the aim of elucidating the mechanism of action of the novel 
gene, validating the usefulness of the novel factor as a therapeutic target, and establishing a 
rational method for inhibiting the activity of the novel gene.  

研究分野： がん細胞生物学、低酸素バイオロジー

キーワード： がん　低酸素　浸潤・転移関連遺伝子　治療抵抗性　がん抑制遺伝子　HIF-1　p53
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、p53変異型がん細胞が腫瘍組織内の低酸素環境下で悪性形質と治療抵抗性を獲得するメカニズ
ムに迫ること、および当該メカニズムを効率よく抑制するストラテジーを見出すことが出来た。これまで、発が
ん過程の中でp53に変異が入ることを引き金に腫瘍の悪性度が劇的に増加する機序は不明であったが、本研究に
よりその一端が解明された学術的意義は大きい。また、ここで得られた知見を基に、p53変異型腫瘍に対する新
たな治療法の確立に繋がることが期待されることから、その波及効果も大きい。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
がんの初期発生において、がん遺伝子やがん抑制遺伝子に段階的に変異が蓄積することが知ら

れている。例えば APC 変異によって良性ポリープが生じ、K-ras 遺伝子の活性化型変異が加わ
ることで腫瘍が成長、さらにがん抑制遺伝子 p53 に機能欠失型変異が生じることで浸潤能の高
い悪性がんが生じる（図１）。この様な多段階発がんモデル（Koorstra et al. Pancreatology. 2008）
が提唱されて久しいが、がん抑制遺伝子 p53 の機能が低下した後に、がんの悪性形質（特に浸
潤能）が劇的に誘導されるメカニズムは解明されていない。 

  
がんに対する放射線治療法は、著しく高精度化している。しかしそれでもなお、がんはしばし

ば再発し、患者の生命を脅かしている。放射線治療後のがんの再発を引き起こす原因として、が
ん特有の遺伝子変異によって細胞の放射線抵抗性が惹起されていることが挙げられる。例えば、
がん抑制遺伝子 p53 に機能喪失型変異が生じた場合、もしくは低酸素誘導性転写因子 HIF-1 が
活性化した場合に、がん細胞が放射線抵抗性を獲得することが知られている。しかし、p53 と
HIF-1 の間を介在する因子は同定されておらず、またそれ故に両者の間に存在する分子メカニ
ズム的、及び機能的相互作用の実態は全く解明されていなかった。 
我々は、腫瘍組織内の低酸素がん細胞を対象に細胞系譜実験を展開し、放射線治療後のがんの

再発源が、原発腫瘍内の低酸素領域に存在すること、また同細胞群が再発の過程で HIF-1 依存
的に腫瘍血管方向へ浸潤することを報告した（Harada et al. Nature Commun. 2012）。しかし
ながら、低酸素がん細胞の浸潤能を誘導する因子の同定は不十分で、未知の遺伝子ネットワーク
を解明する必要があった。 
本研究に着手するまでに実施した予備的研究を通じて我々は、『HIF-1 を活性化する新規遺伝

子 HPF4』の同定に成功し、これが HIF-1 と p53 を繋ぐ介在分子（メディエーター）であるこ
とを発見している。具体的には、『p53 によるがん抑制機構の破綻を引き金に、HPF4 が HIF-1
を活性化できるようになり、がん細胞の放射線抵抗性と浸潤能が高まる可能性』を見出していた。
この予備的知見は、HPF4 の作用機序と機能を解明することにより、上述の問いに対する回答を
得られる可能性を示していた。しかしながら本研究開始時点ではまだ、HPF4・HIF-1・p53 を
繋ぐ機能的相互作用の実態は解明できていなかった。また、培養細胞レベル、動物実験レベル、
臨床レベルの研究が不十分で、当該遺伝子の機能解析、および当該遺伝子の治療標的としての妥
当性の検証が必要であった。 
本研究を展開するにあたり、p53遺伝子やHIF-1の機能サブユニットHIF-1αのホモログ sima

などをサイレンシングした個体が既に準備されているショウジョウバエの利用により、効率良
く個体レベルのがん研究を展開できると考え、英国 MRC London Institute of Medical Sciences
との国際共同研究を展開した。 
 
２．研究の目的 
 申請者が独自に同定した新規遺伝子HPF4に着目し、その作用機序を解明することを通じて、

これまで謎であった“p53 と HIF-1 を繋ぐ分子基盤”を解明する。 
 HPF4・HIF-1・p53 を繋ぐ機能的相互作用の実態を解明する。そして、p53 の不活性化と

HIF-1 の活性化を引き金とする “がんの悪性進展（特に浸潤能の亢進）”の本質を明らかに
する。 

 HPF4 治療標的とする妥当性を検証する。 
 
３．研究の方法 

HPF4 の構造遺伝子を系統的に欠失させた変異体を作成し、HIF-1 の活性化に必須の領域の同
定、および HIF-1 を活性化するメカニズムの解明を試みた。またボイデンチャンバ－を活用し
て HPF4 ががん細胞の浸潤能に及ぼす影響を in vitro で解析した。p53 変異型がん細胞や HIF-
1 knock down 細胞を活用することによって、同時に p53 status と HIF-1 依存性を検証した。
p53、HIF-1、HPF4 を遺伝子工学的に調節した細胞株を免疫不全マウスに移植することで、
HPF4 が腫瘍増殖に及ぼす影響を解析した。 

図１ 



 
４．研究の成果 
 HPF4 が p53 と HIF-1 を繋ぐ分子基盤の解明： 
HPF4 が p53 変異型がん細胞において HIF-1 を活性化する機序を明らかにした。具体的には、

HPF4 の機能ドメインを系統的に欠失させた変異体の解析で、① N 末端のαヘリックス、② BTB-
POZ ドメイン、③ Zinc Finger domain 2（ZF2）、④ ZF3 が、HIF-1 の活性化に必須であること
を見出した。また、HPF4 が N 末端のαヘリックスと BTB-POZ ドメインを介してホモ二量体を形
成すること、また当該二量体形成が、HIF-1αタンパク質の transactivation 活性の亢進に必須
であることを明らかにした。以上の結果をもって、「p53 変異型がんにおいて HPF4 のホモ二量体
形成を阻害する」という新たな治療コンセプトを提唱することができた。 

 HPF4・HIF-1・p53 を繋ぐ機能的相互作用の解明（in vitro） 
トランスウェル浸潤アッセイによって、HPF4 が p53 変異型がん細胞の転移・浸潤能を HIF-1 依

存的に高めることを見出した。また、内在性の HPF4 発現レベルが高い p53 変異型細胞で、HPF4
の発現をノックダウンした場合に、浸潤能が低下することが確認できた。さらに、細胞増殖アッ
セイによって、HPF4 ががん細胞の増殖を亢進する作用も確認された。以上の結果から、HPF4-HIF-
1 経路を阻害することによって、がんの浸潤能を抑制できることを確認し、HPF4 の治療標的とし
ての妥当性が確認された。 

 HPF4・HIF-1・p53 を繋ぐ機能的相互作用の解明（in vivo） 

HPF4-HIF-1 経路を遺伝子工学的に活性化した腫瘍モデルマウスを確立した。具体的には、HPF4

過剰発現ベクターを、ヒト大腸がん由来細胞株 HCT116 細胞とそれをもとに樹立した p53 ノック

アウト細胞（HCT116 p53KO/KO）のゲノムに安定導入し、これを免疫不全マウスに移植して担癌マ

ウスを作成した。そして、HPF4-HIF-1 経路の活性化によって、p53 変異型腫瘍の増殖が亢進する

ことを明らかにした。N 末端のαヘリックス内に点変異を導入することでホモ二量体形成能を失

った HPF4（HPF4 4A）は、腫瘍増殖亢進能を持たなかったことから、当該領域を標的とする妥当

性が確認された。 

 

 HPF4 の腫瘍内発現量とがん患者の生命予後不良との相関解析 

ヒト肺がんの臨床検体を対象に、抗 HPF4 抗体を用いて免疫組織化学染色を実施し、染色強度

をダブルブラインド法で定量した。その結果、HPF4 の腫瘍内発現量ががん患者の生命予後と相

関することを確認することができた。 

 

図２ 
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