
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２１年 ６月１６日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2007～2008 

課題番号：１９５９１８６３ 

研究課題名（和文） 低酸素環境による治療抵抗性を克服するための新たな治療標的遺伝子の

同定 

研究課題名（英文） Selection of new target genes to overcome the therapeutic resistance 

according to hypoxic condition, 

研究代表者 

近藤 慶一(KONDO KEIICHI) 

    横浜市立大学・市民総合医療センター・准教授 

    研究者番号：80363836 

研究成果の概要： 

1. 腎癌及び膀胱癌細胞株において Hypoxia Inducible Factor (HIF) 1α& 2αそれぞれを強制

発現または発現抑制させたクローンを作製しました。 

2. HIFαを強制発現させると、低酸素環境下でも増殖が抑制されにくい傾向が認められました。 

3. それぞれの癌細胞株に対して、酸素濃度依存性に感受性に差が報告されている薬剤（インタ

ーフェロン、テラルビシン、マイトマイシン）を作用させてみたところ、HIFαを強制発現

させた細胞群に抵抗性が増加する傾向が見られました。 
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１．研究開始当初の背景 

当研究者は日常の医療活動において腎細胞

癌を中心とした泌尿器癌の診断と治療を専

門としています。腎細胞癌については当時点

では手術以外には確立された治療法はなく、

手術不可能な病変を持つ方々の治療で難渋

した経験から、腎細胞癌の発生過程の究明と

それに基づく治療法の開発が必須であると



確信しました。 

 まず腎細胞癌において生じている遺伝子

の異常について臨床検体を用いて解析を行

いました(Kondo K, et al Int J Cancer, 2001 

Jan 15;91(2):219-24.)。様々な遺伝子の解

析を行った結果、遺伝性ではないごくありふ

れた腎細胞癌、その中で大部分を占める淡明

細 胞 型 腎 癌 の 発 生 に は von 

Hippel-Lindau(VHL)腫瘍抑制遺伝子の異常

が決定的な役割を果たしていることを明ら

か に し ま し た （ Kondo K, et al Genes 

Chromosomes Cancer. 2002 May;34(1):58-68. 

Yao M, Kondo K et al J Natl Cancer Inst. 

2002 Oct 16;94(20):1569-75. ）。 

 次に淡明細胞型腎癌の発癌過程の研究を

行うにあたっては、VHL 遺伝子産物である

pVHL の機能を明らかにし、この蛋白が関与す

る Pathwayを解析することが最も有望であろ

うと考えました。 

 様々な機能に関する仮説が提唱される中

で、 pVHL が低酸素誘導因子（ Hypoxia 

Inducible factor; HIF）の αサブユニット

(HIFα)を分解に導いていることが当研究者

の所属研究室を含むいくつかの研究室から

報告されました(Ivan M, Kondo K, et al 

Science. 2001 Apr 20;292(5516):464-8.)。

HIFα は細胞が低酸素環境にさらされた際に

発現が誘導される転写因子です。HIF は細胞

を過酷な環境に適応させるために様々な成

長因子や、解糖系酵素群およびエリスロポエ

チンなどの発現を誘導します。当研究者はこ

の pVHL-HIFα pathway こそが淡明細胞型腎

癌の発育進展に必須の経路であるとの仮説

を立て、腎細胞癌株を用いた実験によりこの

仮説を証明しました。(Kondo K, et al Cancer 

Cell. 2002 Apr;1(3):237-46. Kondo K, et al 

PLoS Biol. 2003 Dec;1(3)) 

 この研究の過程で解明された事項の一つ

に、pVHL は HIFα のサブタイプ(1α、2α 及

び３α)の違いを問わず分解誘導するのに対

し、実際に淡明細胞型腎癌の増殖進展に影響

を及ぼしうるのはそのうちの HIF2α のみで

あるという事実が有りました。 

 このように腫瘍の増殖進展に大きな影響

を及ぼす HIFα ですが、ではそのものが腫瘍

治療の標的となりうるものでしょうか？確

かに HIFαは腎癌のみならず多くの泌尿器科

悪性腫瘍において発現の亢進が見られると

ともに、その発現が治療抵抗性と相関し、予

後とは逆相関することが報告されています。

しかし、腫瘍細胞を用いた検討からは HIFα

が増殖促進や治療抵抗性の獲得に働くとい

う報告が数多く見られる一方で、ノックアウ

トマウスを用いた実験からは反対に腫瘍抑

制に働いているとも報告されています。この

相反する結果については、HIFα は多岐にわ

たる遺伝子群の発現をコントロールしてい

るため、腫瘍に対する影響が一定になりにく

いということがその一因ではないかと考え

られます。これでは HIFαそのものは治療の

標的としては不適当と言えます。 

 当研究者は、様々な泌尿器癌の治療のため

には更に選択性の高い標的がそれぞれの発

生母地ごとに必要であると考えました。そこ

でその標的を選択する際の指標として、

HIFα のサブタイプを様々な腫瘍細胞株で強

制的に発現させたり反対に発現を抑制した

りすることで誘導されてくる遺伝子群のス

ペクトラムの変化を解析しています。そして

サブタイプにより誘導に相違が見られた遺

伝子が腫瘍の増殖や治療抵抗性にどのよう

に影響しているのかという検討を進めてき

ました。 

 

 

 



２．研究の目的 
低酸素状態で誘導される転写因子 HIFαは悪

性腫瘍の発生進展に重大な影響を及ぼして

います。当研究者はこれまでに、この HIFα

のサブタイプの違いが腎細胞癌の増殖進展

に決定的な差をもたらすことを明らかにし

てきました。この研究を押し進めてサブタイ

プの違いがいかなる遺伝子発現の差を生み

出すのかを解析します。そしてどのような変

化が泌尿器癌の進展や治療抵抗性に決定的

な影響を及ぼしうるのかを検討し、より選択

性の高い治療法の開発を目指します。 

 

３．研究の方法 
第１段階ではレトロウイルスを用いて、腎癌

株や膀胱癌株、前立腺癌株で HIF1αと 2αそ

れぞれの発現調節株を樹立します。第２段階

では樹立した細胞株を様々な抗がん剤や放

射線で処理し、これらの治療に対する感受性

の相違を検討します。 

1. HIFαのサブタイプを強制発現／発現抑制

させた泌尿器科癌細胞株の樹立：当研究者は

レトロウイルスを用いた HIFαのサブタイプ

に対する強制発現／発現抑制の実験系を確

立しております(Kondo K, et al Cancer Cell. 

2002 Apr;1(3):237-46. Kondo K, et al PLoS 

Biol. 2003 Dec;1(3))。このシステムを用い

て、腎細胞癌株及び膀胱癌細胞株、前立腺癌

細胞株においてそれぞれの HIFαの発現量を

変化させた細胞株を樹立します。 

2. 各種抗腫瘍治療に対する感受性の測定：

樹立した HIFα の発現調整株を用いて、イン

ターフェロンや各種抗がん剤などの実際の

治療手段に対する感受性の相違を比較しま

す。具体的には、96 穴のマイクロプレート上

で各種の細胞株を継代し、インターフェロン

や各種抗がん剤の添加を行います。発色によ

り生存細胞数を検出しうるＭＴＴアッセイ

や希釈培養によるコロニー形成アッセイを

行い、各治療の効果にどのような差が見られ

るかを測定します。 

 

４．研究成果 

1. 腎癌細胞株ACHN及び UMRC3において

Hypoxia Inducible Factor (HIF) 1α& 2αそ

れぞれを強制発現させたクローンと発現抑

制させたクローンをレトロウイスルベクタ

ーを用いて作製し、低酸素環境下での細胞の

増殖の違いを検討しました。HIFαのいずれ

かを強制発現させると、低酸素環境下でも正

常酸素環境下と比較しても増殖が抑制され

にくくなりました。 

 またインターフェロンの感受性に関わる

遺伝子の中には低酸素環境でその発現が影

響を受けるものがあります。そこで、これら

作製した細胞株を用いてインターフェロン

による直接の増殖抑制能を比較してみまし

たが、HIF1αと 2αを強制発現や発現抑制さ

せても、インターフェロンに対する感受性や

抵抗性を増強する効果は認められませんで

した。 

2. また膀胱癌細胞株 T24 を用いて同様に

Hypoxia Inducible Factor (HIF) 1α& 2αそ

れぞれを強制発現させたクローンと発現抑

制させたクローンを作製し、膀胱内注入療法

に実際に使用されている THP-ADM や

Mitomycin C に対する感受性を比較してみ

ました。その結果、やはりいずれかの HIFα

を強制発現させると薬剤抵抗性が増す傾向

は見られたものの優位な差にはなりません

でした。 
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