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研究成果の概要（和文）：がん抑制タンパク質と考えられているHICタンパク質が、発がんに関与する低酸素誘
導因子(HIF)-1αと相互作用し、その機能を抑制する事を見出した。そして、内在性のHICの発現の低下により、
HIF-1αの標的タンパク質の発現が低酸素下で増大することが明らかになり、HIF-1αの機能制御がHICによる発
がん抑制に重要である可能性が明らかになった。
興味深いことに、HICを標的とするHTLV-1の発がんタンパク質であるTaxとHBZも相互作用によってHIF-1αの機能
を抑制した。このことは、HIF-1αシグナルは、HTLV-1感染細胞の感染維持や増殖において不利に働く可能性を
示唆した。

研究成果の概要（英文）：I found that host HIC protein, a putative tumor suppressor protein, 
interacts with hypoxia-inducible factor (HIF)-1α, which is suggested to be involved in oncogenesis,
 and suppresses its transactivating function. In addition, the down-regulation of endogenous HIC 
expression using si-RNA increased the expression of GLUT1, which is known as HIF-1α target protein,
 under hypoxia, indicating that the regulation of HIF-1α function may be important for the 
inhibition of oncogenesis by HIC.
Interestingly, Tax and HBZ, HTLV-1 oncogenic proteins targeted by HIC, also suppressed HIF-1α 
function through protein-protein interaction. This suggested that HIF-1α signaling may work 
adversely in the maintenance of infection and proliferation of HTLV-1-infected cells.

研究分野： 分子生物学・ウイルス学

キーワード： 低酸素因子　HTLV-1　HIC　ゲノム編集

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、HICによる発がん抑制はHIF-1αを標的としている可能性が示唆された。HIF-1αは、発がんのみ
ならず、がんの転移や薬剤抵抗性にも関与しており、HIF-1αを標的としたがんの診断や治療に有用な知見を得
ることができたと考えられる。
HTLV-1の発がんタンパク質であるTaxとHBZが相互作用によってHIF-1αの機能を抑制するという予想外の結果が
本研究で明らかになった。このことは、HIF-1αの発現が、HTLV-1の機能に負に働く可能性を示唆し、この研究
を発展させることで、今後のHTLV-1による疾患の治療法の開発に重要な知見が得られる可能性を示すことができ
た。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

ヒト T細胞白血病ウイルス(HTLV)-1 は、難治性の成人T細胞白血病(ATL)を引き起こすことが
知られているが、その発症機構については未だに不明な点が多い。申請者は、HTLV-1 タンパク
質 Tax と HBZ が標的とする宿主タンパク質である HIC（MDFIC とも呼ばれる）が、細胞増殖を促
進する宿主転写因子である低酸素誘導因子(HIF)-1α 依存的な転写を制御することを新たに見
出した。このことは、HTLV-1 がコードする発がんタンパク質が宿主 HIC を介して HIF-1α の機
能を制御することによって、細胞増殖を制御する可能性を示唆するものと私は考えた。 
 
２．研究の目的 

私は、宿主タンパク質である HIC が、HTLV-1 がコードする発がんタンパク質である Tax 及び
HBZ と相互作用する事を明らかにしてきた。今回、私は、その HIC が HIF-1α依存的な転写を抑
制することを見出した。HIC は標的タンパク質の bHLH ドメインと相互作用し、その機能を制御
する事が示唆されていることから、HIF-1α に含まれる bHLH ドメインを介して HIC と HIF-1α
が相互作用する事がすることが想像された。そこで、私は、まず、HIC が HIF-1αの機能に及ぼ
す影響を明らかにし、次に、Tax と HBZ がその HIC による HIF-1αの機能制御にどのように関与
するのかを解析することで、これらのHTLV-1タンパク質がHIF-1αの機能をどのように制御し、
ウイルス感染維持や細胞のがん化の促進に関与するのかを明らかにすることを目的として本研
究に着手した。 
 
３．研究の方法 

HIF-1α及び HIF-2αのノックアウト（KO）細胞株の構築は、プラスミドベクターを用いた
CRISPR/Cas9 法で行った。また、タンパク質相互作用の解析は S-protein アガロースビーズを用
いたpull-downアッセイで、HIF-1α依存的な転写活性化はHIF-1α応答配列（HRE）を6個（6×HRE）
融合したレポーターによるレポーターア
ッセイで行った。 
 
４．研究成果 
(1)HIC は C 末の I-mfa ドメインを介して
HIF-1α及び HIF-1βと細胞内で複合体を
形成する。 

宿主 HIC タンパク質が HIF-1α の機能
に及ぼす影響を明らかにするため、まず、
HICとHIF-1α及びそのヘテロ二量体パー
トナーの HIF-1β との相互作用に関して
検討した。Sタグを融合した HIC もしくは
その I-mfa ドメイン欠失変異体（HICΔC）
発現プラスミドをトランスフェクション
した COS-1 細胞をDeferoxamine mesylate
（DFO）で処理することで低酸素状態を作製し、その
細胞溶解液を用いた Pull-down アッセイを行った。
その結果、HIC は HIF-1α 及び HIF-1β と細胞内複
合体を形成すること、また、その複合体形成には、C
末の I-mfa ドメインが必要なことが明らかになった
（図１Ａ、レーン５及び１Ｂ、レーン５）。 
 
(2)HIC は HIF-1αによる転写活性化を相互作用依存
的に抑制する。 

HIC が HIF-1αと HIF-1βと相互作用することが明
らかになったので、次に、HIF-1αによる転写活性化
に HIC が及ぼす影響を検討した。HIF-1αは、低酸素
下のみならず、細胞密度の上昇などによっても安定
化されるため、内在性の HIF-1α による解析結果へ
の影響を取り除くことを目的に、エピソーマルベク
ターを用いることで薬剤選択後に速やかにガイド
RNA や Cas9 遺 伝 子 の 除 去 を 可 能 に し た
CRISPR/Cas9ゲノム編集法によってHIF-1αをKOし
た HEK-293（HEK-293-HIF1αKO1-2）細胞株を構築し
た。次に、構築した細胞株に、6xHRE 融合ルシフェラ
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ーゼ、HIF-1α、HIF-1β 及び HIC もしくは HICΔC 発現プラスミドをトランスフェクションし、
HIF-1α による HRE を介した転写促進に HIC の発現が及ぼす影響を解析した。HIF-1α と HIF-
1β の発現によって、HEK-293-HIF1αKO1-2 細胞において HRE レポーター活性は約 90 倍に増加
したが、HIC の発現によって約半分にまで低下した。しかし、機能ドメインを欠失させたHICΔC
の発現は、全く影響を与えなかった（図２）。このことから、HIC が相互作用依存的に HIF-1α
の転写活性可能を抑制することが明らかになった。 

 
(3)HIC は HIF-1αと HIF-1βのヘテロ二量体形成を相互作用依存的に抑制する。 

HIF-1α は HIF-1β とヘテロ二量体
（HIF-1α/β）を形成することでその転
写活性可能を発揮することができる。HIC
は、HIF-1α 及び HIF-1β と相互作用で
きることから、次に、HIC が HIF-1α/β
のヘテロ二量体形成に及ぼす影響を解析
した。COS-1 及び HeLa 細胞に、S タグを
融合した HIF-1β、3×myc（M3）タグを融
合した HIC 及び HICΔC 発現プラスミド
をトランスフェクションした 48 時間後
に、アネロパックケンキ 5%（三菱ガス化
学）を用いて更に 6 時間低酸素状態で培
養した細胞溶解液を用いた Pull-down ア
ッセイを行った。その結果、COS-1、HeLa
細胞株ともに、HIC の発現は HIF-1β と
共沈する HIF-1α量を有意に減少させた（図３Ａ、レーン６及び７；図３Ｂ、レーン６及び７）。
しかしながら、機能ドメインを欠失させた HICΔC の発現は影響を及ぼさなかった（図３Ａ、レ
ーン６及び８；図３Ｂ、レーン６及び８）。この結果から、HIC が HIF-1α/1βの二量体形成を
阻害する事で HIF-1αの機能を抑制する可能性を示唆された。 
 
(4)HIC のノックダウンは HIF-1α標的遺伝子の発現を促進する。 

HIC が HIF-1α/1β のヘテロ二量体形成を
抑制することでHIF-1α依存的な転写を抑制
する機能を持つことが明らかになったので、
次に、内在性の HIC が HIF-1αの標的遺伝子
の発現に及ぼす影響を検討した。HIF-1α の
標的遺伝子の多くは、HIF-2α によっても発
現が促進されることが知られているため、内
在性のHIF-2αによる解析結果への影響を取
り除くことを目的に、まず、ゲノム編集法に
よってHIF-2αを KOした COS-1細胞株（COS-
1-HIF2αKO）を構築した。次に、構築した細
胞株に、導入効率の評価のための宿主
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
特異的 si-RNA（si-G3PDH, Bioneer 社）、非
標的コントロール（si-Non-Target, Sigma-
Aldrich 社）及び validate 済みの HIC 特異的
si-RNA（si-HIC, Bioneer 社）をトランスフ
ェクションした 72 時間後に、アネロパック
ケンキ 5%を用いて更に 7 時間低酸素状態
（Hypoxia）で培養した細胞溶解液と正常酸
素圧下（Normoxia）で培養した細胞溶解液を
用いたImmunoblotting解析により、β-actin
のブロッテイング結果からloadingされたタ
ンパク量はレーンごとに同一であること及
び G3PDH のブロッテイング結果から si-RNA
が高い効率で細胞に導入されたことが明ら
かになった（図４）。また、HIF-1α のブロ
ッテイング結果から、低酸素条件下で HIF-1α の発現が効率的に誘導されたことも明らかにな
った（図４）。興味深いことに、si-G3PDH と si-Non-Target よりも si-HIC のトランスフェクシ
ョンの方が HIF-1αの標的タンパク質であるグルコーストランスポーター1（GLUT1）の発現を低
酸素条件下で有意に誘導することが明らかになった（図４、レーン 4〜6）。以上のことから、
HIC は細胞内でHIF-1αの機能を抑制していることが明らかになった。 
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(5)HTLV-1 Tax 及びスプライス型 HBZ（sHBZ）は HIF-1αによる転写活性化を抑制する。 
HICは HICによるHIF-1α依存的

な転写抑制に必須である C 末の I-
mfa ドメインは、HTLV-1 Tax 及び
HBZ との相互作用にも必須である。
そこで、これらの HTLV-1 タンパク
質が、HIC による HIF-1α依存的な
転写抑制に及ぼす影響を明らかに
するために、6xHRE 融合ルシフェラ
ーゼレポーター、HIF-1α、HIF-1β、
HIC 及び Tax もしくは sHBZ 発現プ
ラスミドを HEK-293-HIF1αKO1-2
細胞株にトランスフェクションし、
レポーター遺伝子活性を測定した。
驚くことに、Tax 及び sHBZ 共に、
単独で HIC と同等かそれ以上の抑
制効果を示した（図５Ａ及び５Ｂ）。
このことから、これらの HTLV-1 タ
ンパク質も HIF-1αによる転写促進を抑制する機能を持つことが明らかになった。 
 
(6)Tax と sHBZ は HIF-1α及び HIF-1βと細胞内で複合体を形成した。 

Tax 及び sHBZ が HIF-1α依存的
な転写促進を抑制することが明ら
かになったので、次に、Tax、sHBZ
と HIF-1α 及びそのヘテロ二量体
パートナーの HIF-1β との相互作
用に関して検討した。Sタグを融合
した Tax（S-Tax）もしくは sHBZ（S-
sHBZ）発現プラスミドを 3×FLAG
（3FG）タグ融合HIF-1α（HIF-1α-
3FG）及び HIF-1β（HIF-1β-3FG）
プラスミドと共に COS-1 細胞株に
トランスフェクションした24時間
後に、500μM DFO で 16 時間処理し
た細胞溶解液から S-protein ビー
ズ用いて S タグ融合タンパク質を
Pull-down し、得られた複合体を S
タグ抗体及び FLAG M2 タグ抗体を
用いたImmunoblottingにより解析
した。その結果、Tax、sHBZ 共に細胞内で HIF-1α/1βと複合体を形成することが明らかになっ
た（図６、レーン６及び８）。 
 
(7)Tax は HIF-1α/1βのヘテロ二量体形成を抑制する。 

そして、Tax による HIF-1αの機
能抑制機構を明らかにするため
に、Tax が HIF-1α/1βのヘテロ二
量体形成に及ぼす影響を解析し
た。COS-1 細胞株に、Sタグを融合
した HIF-1β と 3FG タグ融合 Tax
をトランスフェクションした48時
間後に、アネロパックケンキ 5%を
用いて更に 6 時間低酸素状態で培
養した細胞溶解液を用いた Pull-
down アッセイを行った。その結果、
Tax の発現は HIF-1β と共沈する
HIF-1α量を有意に減少させた（図
７、レーン５及び６）。この結果か
ら、Tax が HIF-1α/1βのヘテロ二
量体形成を阻害する事で HIF-1α
の機能を抑制する可能性が示唆さ
れた。 
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HIC は、多くの白血病細胞株で発現が見られないこと、発がんシグナルである古典的 Wnt
シグナルを抑制すること及び細胞増殖シグナルである E2F-1 依存的な転写を抑制すること
などから、がん抑制タンパク質であると考えられてきた。本研究により、HICは HIF-1α/1β
ヘテロ二量体形成を抑制する事で HIF-1α 依存的な転写促進を負に制御し、細胞内で HIF-
1α の標的遺伝子の発現を低下させる機能を持つことが明らかとなった。HIF-1αは、細胞
増殖、糖代謝、血管新生、薬剤抵抗性などの様々な遺伝子の発現を制御することで、細胞の
がん化及びがん細胞の生存維持に重要な役割を演じていることが知られており、HIC の持つ
抗 HIF-1α活性は、HIC のがん抑制タンパク質としての機能を解明する上で非常に重要であ
ると考えられる。それに加えて、HIC は、発がんウイルスである EB ウイルスやカポジ肉腫
関連ヘルペスウイルスコードするウイルスタンパク質と相互作用する事が知られており、
これらのウイルスが HIC を介して HIF-1α 活性を制御して、ウイルスの感染維持や感染細
胞の増殖を制御している可能性が考えられ、今後の研究の課題であると考えられた。 
また、Taxと HBZ は、HTLV-1 による発がんや感染細胞の増殖維持などに重要な役割を演じ

ていることが示唆されている。以前の報告及び本研究によって、HIC が Tax及び HBZと細胞
内で複合体を形成することを我々は明らかにしてきた。興味深いことに、多くの白血病細胞
株において HIC の発現はエピジェネティック制御によって抑制されている事が知られてい
るが、HTLV-1 感染細胞株の多くでは HICの mRNAの転写が見られている。そこで、相互作用
する Tax 及び HBZ が、HIC の HIF-1α 抑制能に影響を与えることが HTLV-1 感染細胞の増殖
維持に何らかの効果を及ぼしていると考えて解析を行った。しかしながら、私の予想に反し
て、Tax 及び HBZ は、単独で HIF-1αによる転写促進を抑制する機能を持つことが明らかに
なった。興味深いことに、Tax は HIF-1α/1βのヘテロ二量体形成を抑制する機能を持つこ
とも明らかになり、HIC と同様に細胞内で HIF-1α依存的な転写促進を負に制御している可
能性が示唆された。このことは、HTLV-1 感染細胞においては、HIF-1αの機能が抑制される
必要があることを示唆していると思われ、今後は、Tax 及び HBZが HIF-1αの機能を抑制す
ることで HTLV-1 感染細胞において発現が制御される HIF-1α の標的遺伝子を見出し、Tax
と HBZ が持つ HIF-1αを標的とした ATL 増殖制御機構を明らかにしたいと考えている。 
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