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研究成果の概要（和文）：ニトロキシド化合物の１つ，テンポールに低酸素環境下，HIF1αの発

現を強力に誘導する作用を見いだした。本研究では HIF1 で制御される遺伝子治療用ベクターを

構築し，テンポールによる殺細胞効果の増強を評価することである。in	 vitroにおいて，低酸

素環境下テンポールによる自殺遺伝子発現を介した殺細胞効果は，約 50 倍の増強を示した。ま

た，生体腫瘍においてもテンポールによる HIF1α発現誘導作用を確認した。	 

 
研究成果の概要（英文）：We have found that tempol, one of nitoxides, strongly induced the expression 

of hypoxia inducible-factor (HIF)1alpha with a combination of hypoxic conditions. The aim of this 

study is to construct the plasmids that regulate the expression of suicide gene with tempol and to 

evaluate the enhancement of the cell killing effect by tempol. The transfected cells with the plasmid 

encoding suicide gene indicated the highest cell killing effect after treatment of 5-FC, tempol and 

hypoxic mimic CoCl2.  
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１．研究開始当初の背景 
	 固形腫瘍には細胞増殖と血管新生の不均

衡に起因する酸素濃度の低い低酸素細胞領

域が存在する。一般に腫瘍組織の約 10〜15％

が低酸素細胞領域で占められており，この領

域は不十分な栄養状態と低酸素分圧下であ
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るため，生存した状態ではあるが細胞分裂を

一時停止した休止期細胞を多く含む。放射線

治療は DNA	 に作用点を持つため，休止期細胞

より増殖する細胞に強く殺細胞効果を示す。

また，細胞内の酸素濃度は放射線の生物効果

の１つ，酸素効果に影響を与えるため低酸素

分圧下では DNA	 への損傷が少ないことが知

られている。このため，低酸素細胞領域にお

ける休止期細胞は放射線抵抗性であり，また

弱い酸素効果のため治療後において残存す

る可能性があり，再発の原因として問題視さ

れている。この問題を克服するために，低酸

素細胞領域の放射線作用を増感させる低酸

素細胞増感剤，ミソニダゾールやニトロイミ

ダゾール等が開発されてきた。しかし，これ

ら薬剤は in	 vitro	 レベルでは放射線増感効

果を示すが，in	 vivo	 レベルではその増感効

果は低く，また胃腸障害，末梢神経障害を引

き起こす等の問題が報告されている。このた

め，現在，低酸素細胞を特異的に根絶する有

用な治療は無く，新たな方法が模索されてい

る。このような背景の下,我々はニトロキシ

ド化合物の１つ，テンポールに低酸素環境下，

Hypoxia	 Inducible	 Factor	 (HIF)1αの発現

を強力に増強する作用を見いだした。つま

り,HIF-1 結合配列である低酸素応答因子

（HRE：hypoxia	 response	 element）の下流

に殺細胞効果を示す自殺遺伝子を結合した

遺伝子治療用ベクターは,	 その遺伝子発現

をテンポール添加により,低酸素細胞領域特

異的に増強できると予測され,放射線抵抗性

である低酸素癌細胞領域克服へ向けての新

たな治療法になると考えられる。	 

	 

２．研究の目的 
	 テンポールにより，低酸素細胞領域特異的

に自殺遺伝子発現を増強する遺伝子治療用

ベクターを構築し，in vitro でその殺細胞効

果の増強を評価すること。また，担癌マウス

を用いテンポールにより生体内腫瘍低酸素

細胞領域で自殺遺伝子発現の誘導を評価す

ること。 

 
３．研究の方法 
(1)使用した細胞	 

導入遺伝子の一過性発現による測定には，

ヒト乳癌細胞由来の MCF7，ヒト前立腺癌細胞

由来の LNCap，およびヒト骨肉腫由来の Saos2

を用いた。in	 vitroでの殺細胞効果の増強評

価，および担癌マウスを用いた生体内腫瘍で

のテンポールによる HIF1α発現誘導評価に

ついては，自殺遺伝子 FcyFur 融合遺伝子を

発現する安定発現株（MCF7 由来）3 種，また

はルシフェラーゼ（Luc）遺伝子を発現する

安定発現株 3種をそれぞれ用いた。これら細

胞株は，10％牛胎児血清を含む RPMI1640 培

養液にて 37℃，5%	 C02環境下で培養をおこな

った。	 

(2)プラスミドの構築	 

構築したプロモーターおよび遺伝子の構造

を図 1 に示す。2，または 4 つの HRE 配列と

TATA	 boxを含むオリゴヌクレオチドを設計し，

Luc 遺伝子を保有するプラスミド pGL4.11 を

鋳型に long-PCR をおこない，HRE により Luc

遺伝子を発現制御するプラスミド配列の増

幅をおこなった。制限酵素反応後，Dpn	 I 処

理によりメチル化された鋳型プラスミドを

消化し，ライゲーション反応をおこないプラ



スミド p2HRE，p4HRE を構築した。プラスミ

ド p8HRE は，p4HRE を鋳型に PCR により 4 つ

の HRE 配列を含む DNA 断片の増幅をおこない，

これら増幅断片をプラスミド p4HRE の TATA	 

box 上流に挿入することで HRE 配列が 8 つタ

ンデムに配列したプラスミド p8HRE を構築し

た。プラスミド p4HRE-ODD は HIF1α由来の酸

素 依 存 的 分 解 ド メ イ ン （ ODD:	 oxygen	 

dependent	 degradation	 domain）を PCR で増

幅し，Luc 遺伝子下流に挿入することで構築

した。自殺遺伝子 FcyFur 融合遺伝子を搭載

するプラスミド p4HRE-FcyFur-ODD は，

p4HRE-ODD の Luc 遺伝子をプラスミド

pORF-Fcy::Furを鋳型に増幅したFcyFur融合

遺伝子に組換え，また，その遺伝子発現を確

認するためMyc-tag配列をODD	 下流に挿入し

構築した。構築した全てのプラスミドの塩基

配列は，配列分析をおこない確認した。	 

(3)Luc 発現誘導率測定	 

	 構築したプラスミドを，遺伝子導入試薬を

用い各細胞株へ遺伝子導入後，デュアルルシ

フェラーゼ測定（DLR）により Luc 発現誘導

率を測定した。テンポール濃度依存性に関し

てはテンポールの終濃度を 1mM および 2	 mM

に変化させ評価した。酸素濃度依存性に関し

ては，腫瘍内の酸素濃度の中央値が 1.3％（0

～5%の幅）と報告されているため，酸素濃度

を 0.5，1.0，3.0，5.0％と変化させ，誘導

24時間後にDLR測定をおこない発現誘導率を

決定した。細胞種による発現誘導率の変化に

ついては，酸素濃度を 1%とし LNCap，MCF7，

Saos2の 3種類の細胞株を用い誘導24時間後

に DLR 測定をおこない発現誘導率を決定した。

各細胞群の発現誘導率は大気酸素分圧下，テ

ンポール非添加細胞群の Luc 活性値を基準と

して算出した。	 

(4)	 コロニーアッセイ法による in	 vitro で

の殺細胞効果の増強評価	 

	 低酸素環境下テンポール添加により自殺

遺伝子 FcyFur 融合遺伝子を発現する安定株

（ヒト乳癌細胞 MCF7 由来）3 種を用いた。規

定細胞数をディッシュに播種約 24 時間後，

0.2％牛胎児血清に調整した RPMI1640 へ培養

液を交換した。その後，5-FC，テンポール，

および低酸素環境と類似した作用を示す塩

化コバルトをそれぞれ終濃度 10	 mM，2	 mM，

100	 μM で細胞へ添加した。24 時間培養後，

牛胎児血清を 10％となるように細胞試料へ

添加した。さらに 24 時間培養後，規定した

細胞数を別のディッシュへ播種し，約 2週間

の培養後，形成したコロニーをメチレンブル

ーで染色をおこない細胞生存率の測定をお

こなった。	 

(5)	 担癌マウスを用いた生体腫瘍内でのテ

ンポールによる HIF1αの発現増強評価	 

	 プラスミド p4HRE-ODD を MCF7 へ遺伝子導

入し，薬剤選択により染色体に p4HRE-ODD の

配列を保持する安定発現株の構築に成功し

た。この安定発現株をマトリゲルと共に KSN

マウスの脇腹背側皮下に接種し腫瘍形成を

おこなった。ソムノペンチル麻酔薬による腹

腔麻酔後，発光基質ルシフェリンを腹腔内接

種し，in	 vivo イメージングシステム（IVIS	 

Imaging	 System）を用い発光値を計測した。

その後，100	 mM テンポールを 500μl 腹腔内

接種し，6 時間後再度，ルシフェリンを腹腔

内接種し，同システムを用い発光値を計測し

た。	 

	 

４．研究成果	 

(1)遺伝子治療用ベクターの構築	 

	 イムノブロット分析を用い，大気酸素分圧

下テンポール添加細胞群において HIF1αの

発現が誘導すること，また 1％酸素分圧下テ

ンポール添加細胞群において，HIF1αの発現

がより増強することを確認した（図 2）。HIF1



αは HIF1β，p300 と共にプロモーター領域

内の HRE に結合し転写を活性化する。テンポ

ールにより低酸素細胞領域内で転写活性を

増強するプロモーター配列を探索するため，

Luc 遺伝子のプロモーター領域内の HRE 数を

2，4，8と変化させたプラスミド p2HRE，p4HRE，

p8HRE を構築した。その結果，1％低酸素分圧，

2	 mM テンポール添加条件下で，HRE 数 2，4，

8 と変化させたプロモーターの発現誘導率は，

大気分圧下テンポール非添加細胞の Luc 活性

を基準とし，それぞれ 7.5，23，4.5 倍と有

意に増加した。しかし，これら構築した 3つ

のプロモーターの大気酸素分圧下テンポー

ル非添加条件下での転写活性は高く，遺伝子

治療用ベクターのプロモーターとして用い

た場合，正常組織における副作用が懸念され

た。このため，酸素濃度依存的にタンパクを

分解するシグナル，ODD を最も高い発現誘導

活性を示したプラスミド p4HRE の Luc 遺伝子

下流に結合し，プラスミド p4HRE-ODD を構築

した。その発現誘導率は，大気酸素分圧下2	 mM

テンポール添加細胞群において 24 倍，1％酸

素分圧下テンポール非添加細胞群において

22 倍を示し，1％低酸素分圧下テンポール添

加細胞群においては 218 倍と最も高い発現誘

導率を示した。また，大気酸素分圧下テンポ

ール非添加条件下では低い発現活性を示し

た。つまり，4 つの HRE から構成されるプロ

モーターと ODD 配列を遺伝子治療用ベクター

に搭載した場合，正常組織における副作用を

回避できると考えられた。	 

(2)	 テンポールによる遺伝子治療用ベクタ

ーの発現誘導特性	 

	 構築したプラスミド p4HRE-ODD の発現誘導

特性（テンポール濃度依存性，酸素濃度依存

性，細胞株依存性）の評価を試みた。テンポ

ール濃度依存性に関し，1％酸素分圧下，1	 mM，

2mM テンポール添加細胞群において発現誘導

率は 42，218 倍を示し，濃度と共に上昇した。	 

テンポール添加による発現誘導率の酸素濃

度依存性に関しては，酸素濃度 1％まで発現

誘導率は上昇し，最大値 218 倍に達した。そ

れ以上の酸素濃度では発現誘導率は低下し

た。細胞株に LNCap，MCF7，Saos2 を用い，1％

酸素分圧下 2	 mM テンポール添加による発現

誘導率は，それぞれ 221 倍，217 倍，34 倍を

示した（図 3）。Saos2 の発現誘導率が LNCap，

MCF7 と比較し低いが，どの細胞株も大気酸素

分圧下テンポール非添加細胞群と比較する

と有意に高い発現誘導率を示した。このため，

プロモーター領域内に 4つの HRE をコードし，

ODD を付加したベクターは，治療用ベクター

の発現制御配列として有用であることが示

唆された。	 

(3)in	 vitro での自殺遺伝子による殺細胞効

果の増強	 

	 プラスミド p4HRE-ODD の Luc 遺伝子を自殺

遺伝子 FcyFur 融合遺伝子に組換えた遺伝子

治療用プラスミド p4HRE-FcyFur-ODD を構築

した。FcyFur 融合タンパクはシトシンデアミ

ナーゼ活性を持ち，プロドラッグである 5-FC



を抗がん剤である 5-FU へ代謝し殺細胞効果

を示すことが知られている。この治療用プラ

スミドを MCF7 に遺伝子導入し，ネオマイシ

ンによる薬剤選択により，染色体に

p4HRE-FcyFur-ODD の配列を保持する安定発

現株を選択した。低酸素環境下テンポールに

よる FcyFur 融合遺伝子発現を介した殺細胞

効果の増強を評価するため，上記で構築した

安定発現株を用い，コロニーアッセイにより

細胞生存率を評価した。その結果，5-FC とテ

ンポール，また低酸素環境を擬似的に引き起

こすことが知られている塩化コバルトを共

に添加した試料のみにおいて，G2 期で細胞周

期を停止した細胞像が多く観察され，また高

い殺細胞効果が観察された（図 4）。これは，

塩化コバルトとテンポール添加により

FcyFur 融合遺伝子発現が強く誘導され 5-FC

を抗がん剤である 5-FU へ代謝し細胞死が引

き起こされたと考えられる。殺細胞効果の定

量化を試みた結果，5-FC 添加群の塩化コバル

トとテンポール添加試料の生存率は 0.01 を

示し，塩化コバルト単独添加試料の生存率

0.51 と比較し，約 50 倍のテンポールによる

FcyFur 融合遺伝子発現を介した殺細胞効果

の増強を示した。テンポール単独添加試料の

生存率は，5-FC 添加，非添加群共に低い生存

率を示し，テンポールの細胞毒性によるもの

と考えられる。これらの結果は，低酸素環境

下でテンポールにより殺細胞遺伝子の発現

を誘導し，in	 vitroレベルで殺細胞効果の増

強をはじめて示したものである。今後は，テ

ンポールに代わる高い HIF1α発現活性を有

し，かつ細胞毒性の低いニトロキシド化合物

の探索を行う予定である。	 

	 

(4)担癌マウスを用いた生体内腫瘍でのテン

ポールによる HIF1αの発現増強	 

	 マウス生体内腫瘍でのテンポールによる

HIF1α発現増強を in	 vivo光イメージングシ

ステムを用い評価した。in	 vitroと比較しテ

ンポールによる Luc 遺伝子発現誘導率は約 2

倍と低い値を示したが，生体内腫瘍でもテン

ポールは HIF1 発現を増強することが判明し

た。この低い発現誘導率は，低酸素細胞領域

に到達するテンポール濃度が影響している

とも考えられる。	 
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