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研究成果の概要（和文）：低酸素誘導因子（hypoxia-inducible factor, HIF）は、がん細胞の生
育環境である低酸素に応答して発現し、低酸素応答遺伝子の転写を活性化する。HIFを構成す
る α サブユニット（HIF-2α）は酸素存在下では分解されるので HIF 発現の律速因子である。
本研究では、KLHL20が HIF-2αの発現を亢進させる分子機構と HIF-2αが常酸素下で女性ホ
ルモンの受容体の発現を調節する分子機構を解明し、これらの結果に基づき、低酸素応答を測

定するバイオアッセイ系をがん細胞で樹立し、食品成分の抗低酸素応答活性を評価した。 
 
研究成果の概要（英文）：Hypoxia is a key factor in tumorigenesis. Hypoxia induces the 
expression of hypoxia-inducible factor (HIF), which is a transcriptional factor for 
hypoxia-responsive genes. HIF is a heterodimeric protein composed of HIF-α and HIF-β. 
The α subunit (HIF-2α) is limiting factor for HIF expression because HIF-2α is stably 
expressed in hypoxia, but not in normoxia. In the present study, we demonstrate that 
KLHL20 enhances the expression of HIF-2α and that HIF-2α down-regulates the 
expression of estrogen receptor α in normoxia. Based on these results, we constructed a 
cell-based bioassay system for hypoxic response and determined anti-hypoxic activity of 
food components. 
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１．研究開始当初の背景 
	 高齢化の進む日本を含む先進国において
も未だに死亡率の主要な原因は悪性腫瘍（が
ん）であり、その割合は上昇し続けている。
がんは生活習慣病のひとつであり、食習慣に
よってがんの発症や進行は調節される。乳が

んを含む多くの固形がんでは、酸素を供給す
るための血管をがん細胞内へ新生する速度
よりもがん細胞の増殖速度が速く、しかもが
ん細胞で構築される血管構造が異常なため、
十分量の酸素が供給されないので、がん細胞
の生育環境は低酸素となる。低酸素環境下で
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生育するがん細胞の生物的特性は、がんの進
行やがんの化学療法に対する耐性を促進す
るので、日常摂取する食品成分でがんを予防
するためには、がんの特殊な生育環境（低酸
素環境）での生物学的特性を理解する必要が
ある。がんは低酸素応答の主要な調節因子で
ある低酸素誘導因子（ hypoxia-inducible 
factor, HIF）を発現し、HIFを介して低酸素
環境に適応するために必要とされる低酸素
応答遺伝子の転写を活性化する。HIFは αサ
ブユニット（HIF-α）と β サブユニット
（HIF-β）のヘテロダイマーとして構成され
る。HIF-αには酸素存在下でプロリン水酸化
酵素によってヒドロキシプロリンに変換さ
れるプロリンが２カ所存在する。ヒドロキシ
プロリン化された HIF-α はユビキチン化を
受けてプロテアソームによって分解される。
一方、低酸素下ではプロリン水酸化酵素が機
能できず、HIF-αは安定に発現して核内へと
移行し、HIF-βとヘテロダイマーを形成して、
低酸素応答配列（HRE）に結合し、低酸素応
答遺伝子の転写を活性化する。それゆえに
HIF-α が低酸素応答系の律速因子であり、
HIF-αの発現を調節するタンパク質は低酸素
応答系を制御することができる。これまでに
HIF-αの発現の抑制系である酸素依存的なプ
ロテアソームによる分解に関与する因子が
同定され、それらの機能解析が国内外を問わ
ず行なわれてきた。最近は Powis博士ら（米
国、 MD Anderson Cancer Center）、
Semenza博士ら（米国、The Johns Hopkins 
University Schoolof Medicine）、芝崎博士
ら（東京都臨床医学総合研究所）がそれぞれ
酸素非依存的な分解に関与する因子として
HAF、RACK1、Int6 を見つけ、それらの機
能性が注目されている。抑制系とは逆に
HIF-αの発現の亢進に関わる因子（安定化促
進因子など）はまだ見つかっていないので、
HIF-αの発現亢進因子の同定とその機能を分
子レベルで解明することは HIF の発現調節
系、つまり低酸素応答系の新規の概念を打ち
立てることになる。一方、常酸素下で分解さ
れる HIF-αは単に分解されるだけなのか、あ
るいはその分解は意味のあることなのかに
ついての議論は全くされていない。従って、
HIF-αの発現調節系を解明する上で、常酸素
下における HIF-αの役割を知ることは重要
な課題であるにも関わらず、これまでは単に
分解される因子として理解されてきた。 
 
２．研究の目的 
	 がん細胞の生物的特性は、がんの進行やが
んの化学療法に対する耐性を促進する。よっ
て日常摂取する食品成分で生活習慣病のが
んを予防するためには、がんの特殊な生育環
境（低酸素環境）での生物学的特性を理解す
る必要がある。その鍵を握る因子として低酸

素応答系の主要な調節因子である HIF-α の
がん細胞内での発現調節系の解明が必須で
ある。HIF-αの発現は酸素依存的および酸素
非依存的な分解系による調節だけを受けて
いると考えられているが、HIF-αの発現を亢
進させる系の存在は不明である。また HIF-α
には２つのホモログが存在し、急性の低酸素
応答には HIF-1α、慢性の低酸素応答には
HIF-2αが対応する。さらにそれぞれのHIF-α
は発現する組織が異なる。従ってそれぞれの
HIF-αの発現は時空間的に異なり、重複した
機能はないと考えられている。しかし HIF-α
の機能あるいは発現調節系に関しては最初
に発見された HIF-1αについて主に研究がさ
れ、HIF-2αは HIF-1αと同様であると見なさ
れているので、これまで HIF-2αに関する研
究は進んでいない。そこで HIF-2αに特異的
に結合するタンパク質は HIF-2αの機能を調
節する、あるいは HIF-2αの発現を調節する
因子であるとの仮説を立て、HIF-2α結合タン
パク質として KLHL20 を同定した。さらに
HIF-2αは常酸素下でも発現していることか
ら、何らかの役割を持つと仮説を立てた。本
研究では、KLHL20の HIF-2αにおける役割
と常酸素下での HIF-2αの役割を明らかにす
ることを目的とする。さらにこれらの結果に
基づいて、低酸素応答系を評価するバイオア
ッセイ系を培養細胞で構築し、食品成分から
抗低酸素応答物質を探索することも目的と
する。 
 
３．研究の方法 
	 本研究計画では、以下の課題に取り組む：
(1) KLHL20のHIF-2αにおける役割、(2) 常酸
素下でのHIF-2αの役割、(3) 低酸素応答系を
評価するバイオアッセイ系の培養細胞での構
築と食品成分からの抗低酸素応答物質の探索 
	 各課題における実験方法を以下に記載する。 
(1) KLHL20のHIF-2αにおける役割 
①	 細胞培養法：HeLa S3細胞と786-O細胞

は、37℃、5% CO2/95% air、100%湿度
の条件下で培養した。低酸素暴露は1% 
O2条件とした。 

② 酵母Two-hybrid法： HIF-2αにおいて
HIF-1αとホモロジーの低い領域に対す
る組み換えタンパク質HIF-2α(581-823)
を酵母で発現させ、相互作用するタンパ
ク質を探索した。 

③	 HIF-2α(418-788)アフィニティ樹脂の作
製：ODDドメインの一部とN-TAD、及
び機能未知領域の一部の領域を含む
HIF-2α(418-788)の組換えタンパク質を
Hisタグ融合型の組み換えタンパク質と
して大腸菌で発現させ、精製した。
HIF-2α(418-788)-HisをNi-Sepharose 6 
Fast Flowに結合させ、HIF-2α(418 
-788)アフィニティ樹脂を作製した。 



④	 HIF-2α結合タンパク質の調製：786-O
細胞の破砕液をHIF-2α(418-788)アフィ
ニティ樹脂またはコントロール樹脂
（Ni-Sepharose 6 Fast Flow）と混合し、
HIF-2α(418-788)アフィニティ樹脂に特
異的に結合したタンパク質を樹脂から
溶出し、上清を回収した。上清をTCA沈
殿法に供してタンパク質を濃縮し、
SDS-PAGEで解析した。 

⑤ 質量分析器による解析：SDS-PAGE後、
ゲルを銀染色法で染色した。HIF-2α 
(418-788)に特異的に結合しているタン
パク質に相当するバンドを切り抜き、
LC-MS/MS解析用サンプル処理を行い、
ハイブリッド型リニアイオントラップ
TOF-MSで解析した。得られたデータは
MASCOTで解析した。 

⑥ 培養細胞Two-hybrid法：酵母 Two 
-hybridスクリーニングで得られた候補
タンパク質（COPS6, CTGLF1, 
KLHL20）をHIF-2αと培養細胞で共発
現させた。この際、結合の指標を測定す
るルシフェラーゼーレポーターベクタ
ーを同時にトランスフェクションして、
ルシフェラーゼー活性を測定した。 

⑦ 細胞分画法： FLAG融合型KLHL20を
HeLa S3細胞で発現させた。細胞はホモ
ジナイザーで破砕後、遠心分離法により
分画した。各画分のタンパク質を電気泳
動し、抗FLAG抗体を使ってウエスタン
ブロット法により解析した。 

⑧	 トランスフェクション法： KLHL20と
HIF-2αをコードするプラスミドを
HeLa S3細胞にトランスフェクション
し、それぞれの組み換えタンパク質の発
現レベルをウエスタンブロットにより
解析した。 

⑨	 レポーターアッセイ：HREを組み込んだ
ルシフェラーゼレポーターベクターで
あるpGL3-3xEpoHRE-TATA-Lucを
HIF-2α（HIF-2αWT）またはHIF-2α変
異体（HIF-2αDM, HIF-2αΔN-TAD、
HIF-2αΔ-C-TAD）とKLHL20をコード
するプラスミドと同時にトランスフェ
クションし、ルシフェラーゼ活性を測定
した。 

⑩ siRNAトランスフェクション：HeLa S3
細胞または786-O細胞にKLHL20 
siRNAをトランスフェクションし、
HIF-2αの発現レベルを解析した。また
HIF-2αを介した転写活性を測定するた
めに、786-O細胞にKLHL siRNAをトラ
ンスフェクションし、さらにHREを組み
込んだレポーターベクターをトランス
フェクションして、ルシフェラーゼ活性
を測定した。 

(2) 常酸素下でのHIF-2αの役割 

①	 細胞培養： MCF-7細胞とSK-BR-3細胞
は、37℃、5% CO2/95% air、100%湿度
の条件下で培養した。低酸素暴露は1% 
O2条件とした。 

②	 ウエスタンブロット：MCF-7細胞を低酸
素に暴露し、経時的にサンプリングした。
細胞破砕液をSDS-PAGEに供し、抗
HIF-1α抗体、抗HIF-2α抗体、そして抗
ERα抗体を用いてウエスタンブロット
法によって解析した。また組み換えタン
パク質としてHIF-2αWTまたは
HIF-2αDM、あるいは組み換えタンパク
質としてHIF-2αWTとpVHLをMCF-7
細胞で発現させた。 

③	 siRNAトランスフェクション：
HIF-1α siRNAまたはHIF-2α siRNAを
MCF7-細胞またはSK-BR-3細胞にトラ
ンスフェクションした細胞破砕液をウ
エスタンブロットで解析した。また
HIF-1α siRNAまたはHIF-2α siRNAを
トランスフェクション後に、ERα発現ベ
クターをさらにトランスフェクション
した細胞破砕液を調製し、ウエスタンブ
ロットで解析した。 

④ レポーターアッセイ：MCF-7細胞に
HIF-2α siRNAをトランスフェクション
後、エストロゲン応答配列（ERE）を組
み込んだレポーターベクターをさらに
トランスフェクションし、ルシフェラー
ゼ活性を測定した。一方、SK-BR-3細胞
ではさらにERα発現ベクターをトラン
スフェクションしてルシフェラーゼ活
性を測定した。 

⑤	 半定量的RT-PCR法：MCF-7細胞に
HIF-2α siRNAをトランスフェクション
後、エストロゲン存在下または非存在下
で細胞を培養した。RNAを抽出後、
cDNAを合成し、ER応答遺伝子（pS2, 
c-FOS）に特異的なプライマーを使って
PCRした。 

⑥ 免疫沈降法：ERαとFLAG-HIF-2αを高
発現させたMCF-7細胞破砕液を調製し
た。抗ERα抗体で免疫沈降したタンパク
質をSDD-PAGEに供し、FLAG-HIF-2α
レベルを抗FLAG抗体で解析した。 

⑦	 培養細胞Two-hybrid法：HIF-2α変異体
とERαの発現ベクターまたはHIF-2αと
ERα変異体の発現ベクターをレポータ
ーベクターとともにSK-BR-3細胞にト
ランスフェクションし、ルシフェラーゼ
活性を測定した。 

⑧ GSTプルダウン法：GST融合型
HIF-2αDM(396-823)とHisタグ融合型
ERαのEドメインを組換えタンパク質
として大腸菌で発現させ、精製した。こ
れらのタンパク質を混合し、GSH 
Sepharoseと反応させた。 



(3) 低酸素応答系を評価するバイオアッセ
イ系の培養細胞での構築と食品成分か
らの抗低酸素応答物質の探索 

①	 HRE安定発現株の単離：HeLa S3細胞
にHREを組み込んだレポーターベクタ
ーをトランスフェクションし、薬剤耐性
株をスクリーニングした。得られたポジ
ティブクローンにさらにHIF-2αまたは
KLHL20の発現ベクターをトランスフ
ェクションした。細胞破砕液を調製して、
ルシフェラーゼ活性を測定した。 

②	 上記測定系の細胞の培養液に各種食品
成分を添加し、ルシフェラーゼ活性を測
定した。 
 

４．研究成果	 
	 ３つの課題から以下の成果を得た。 
(1) KLHL20の HIF-2αにおける役割 
① 酵母 Two-hybrid 法によって HIF-2α結

合タンパク質として COPS6, CTGLF1、
ADC、KLHL20を候補タンパク質とし
て得た。これらが培養細胞内においても
HIF-2αと相互作用するかを HeLa S3
細胞を用いた培養細胞 Two-hybrid 法
で検討した。COPS6(1-245)、CTGLF1 
(371-644)、ADC(304-460)をベイト、
HIF-2α(518-823)あるいは HIF-2αDM
をプレイとして検討した結果、どの候補
タンパク質によってもルシフェラーゼ
活性の上昇が見られなかった。 

②	 KLHL20(235-609)と HIF-1αあるいは
HIF-2αが相互作用するかを検討した。
KLHL20(235-609)をベイト、HIF-2α 
(518-823)をプレイとして検討した結果、
KLHL20(235-609)を HIF-2α(518-823) 
と共発現させた場合ではコントロール
と比較してルシフェラーゼ活性は有意
に上昇した 。また、KLHL20(235-609) 
を ベ イ ト 、 HIF-1αDM あ る い は
HIF-2αDM をプレイとして検討した結
果、KLHL20(235-609)を HIF-1αDMあ
るいは HIF-2αDMと共発現させた場合
ではコントロールと比較してルシフェ
ラーゼ活性は有意に上昇した。 

③ こ れ ま で の 結 果 か ら 、 KLHL20 
(235-609) は HIF-2α と HIF-2α 
(518-823)を介して相互作用することが
示された。また、KLHL20(235-609) は
HIF-1αDM とも相互作用することが示
された。 

④ KLHL20と HIF-1αあるいは HIF-2αが
相互作用するかを検討した。KLHL20
をベイト、 HIF-1αWT、あるいは
HIF-2αWT をプレイとして検討した結
果、KLHL20を HIF-2αWTと共発現さ
せた場合ではコントロールと比較して
ルシフェラーゼ活性が有意に上昇した。

しかし、KLHL20を HIF-1αWTと共発
現させた場合ではルシフェラーゼ活性
の有意な上昇は見られなかった。 

⑤ KLHL20をベイト、HIF-2αDMをプレ
イとして検討した結果、KLHL20 を
HIF-2αDM と共発現させた場合でもル
シフェラーゼ活性は有意に上昇した。 

⑥ これらのことから、KLHL20は HIF-2α 
と相互作用するが、HIF-1αと相互作用
しないことが示された。 

⑦ 低酸素下における KLHL20の局在を明
らかにするため、FLAG-KLHL20 を高
発現させ、低酸素曝露した HeLa S3細
胞を用いて細胞分画を行った。ウェスタ
ンブロット解析の結果、低酸素下におい
てFLAG-KLHL20は細胞質だけではな
く核にも局在してた。しかし、常酸素下、
低酸素下におけるFLAG-KLHL20の局
在には大きな変化は見られなかった。 

⑧ KLHL20 が HIF-2αのタンパク質レベ
ルを調節するかを検討した。HeLa S3
細胞内において FLAG-KLHL20 を
FLAG-HIF-2αWT と共発現させたとこ
ろ 、 KLHL20-Myc に よ り FLAG- 
HIF-2αWT のタンパク発現量が増加し
た。また、ユビキチン-プロテアソーム
系による分解を回避し、常酸素下でも安
定に発現する変異体である HIF-2αDM
と KLHL20 を共発現させた場合でも、
KLHL20によりHIF-2αDMのタンパク
質レベルが増加した。つまり、KLHL20
は従来のユビキチン-プロテアソーム系
とは異なる分解系によるHIF-2αの分解
系を回避してHIF-2αのタンパク質レベ
ルを増加させることが示唆された。 

⑨ HIF-2αを介した転写活性に対する 
KLHL20の影響を検討するため、HRE
を組み込んだレポーターベクター、
FLAG-HIF-2αWT と FLAG-KLHL20
を HeLa S3細胞内で共発現させてルシ
フェラーゼ活性を測定した。その結果、
FLAG-KLHL20 は FLAG-HIF-2αWT
を介した転写活性を有意に上昇させた 。 

⑩ HeLa S細胞に KLHL20 siRNAをトラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て KLHL20 
mRNA がノックダウンされているかを
検討した。その結果、KLHL20 siRNA
は特異的に KLHL20 mRNA レベルを
低下させることを RT-PCR により確認
した。続いて、KLHL20 siRNAによる
KLHL20 のノックダウンが HIF-2αの
タンパク質レベルに影響を及ぼすかを
酸素依存的なユビキチン-プロテアソー
ム分解系を欠除している 786-O 細胞で
検討した。その結果、786-O 細胞で
KLHL20 のノックダウンは HIF-2αの
タンパク質レベルを減少させた。 



⑪ HIF-2αを介した転写活性に及ぼす
KLHL20 のノックダウンの影響を検討
するため、786-O細胞内で KLHL20を
ノックダウンし、HREを組み込んだレ
ポーターベクターを用いてルシフェラ
ーゼ活性を測定した。その結果、786-O
細胞で KLHL20をノックダウンすると
HIF-2αを介した転写活性が減少した。 

⑫ KLHL20がHIF-2αの2つの転写活性化
ドメインのうち、N-TAD と C-TAD の
どちらを介した転写活性を上昇させる
のかを検討するために、N-TADあるい
は C-TAD を欠損させた HIF-2α変異体
を作製し、これら変異体を介した転写活
性に及ぼす KLHL20の影響をレポータ
ーアッセイにより解析した。FLAG- 
KLHL20は FLAG-HIF-2αWT、FLAG 
-HIF-2αDM お よ び FLAG 
-HIF-2αΔC-TAD を介した転写活性を
有意に上昇させた。一方、 FLAG 
-KLHL20は FLAG-HIF-2αΔN-TADを
介した転写活性を上昇させなかった。 

⑬ 以上の結果から KLHL20 は低酸素と
pVHL に依存しない機構を通して
HIF-2αタンパク質発現を調節する新規
の調節因子であることが判明した。 

(2) 常酸素下での HIF-2αの役割 
① HIF-1αタンパク質と HIF-2αタンパク

質のMCF-7細胞における発現パターン
を解析した。HIF-1αも HIF-2αも常酸素
下では検出されなかったが、低酸素下で
発現した。長期の低酸素暴露は HIF-1α
の発現を低下させたが、HIF-2αは発現
したままだった。一方、ERαの発現レ
ベルは低酸素下で低下した。 

② 低酸素による ERαレベルの低下に
HIF-1αまたは HIF-2αが関与するか検
討した。HIF-1αのノックダウンは
HIF-2αの発現を亢進し、HIF-2αのノッ
クダウンは HIF-1αの発現を亢進した。
一方、常酸素下での HIF-2αのノックダ
ウンは ERαの発現を亢進した。 

③ HIF-2αのノックダウンは SK-BR-3 細
胞で発現させた外来性の ERαの発現も
亢進させた。 

④ MCF-7 細胞で HIF-2αをノックダウン
すると、ERαの転写活性は亢進した。
同様に SK-BR-3 細胞で外来性の ERα
をトランスフェクションして ERα活性
を測定したとき、HIF-2αのノックダウ
ンは ERα転写活性を亢進した。 

⑤ MCF-7 細胞で HIF-2αをノックダウン
すると ERαの応答遺伝子である pS2と
c-FOSの mRNAレベルが増加した。 

⑥ 酸素感受性の HIF-2αWT を MCF-7 細
胞で発現させると ERαの発現レベルは
低 下 す る が 、 酸 素 非 感 受 性 の

HIF-2αDMではERαの発現レベルは影
響しなかった。 

⑦ 単独よりも、pVHLと共存下で HIF-2α
を発現させると ERαの発現レベルはよ
り低下した。 

⑧ pVHL をノックダウンすると ERαの発
現レベルが亢進した。 

⑨ ERαと HIF-2αを発現させ、ERαの免疫
沈降産物を解析したところHIF-2αが複
合体を形成していることが判明した。 

⑩ 各種 HIF-2α変異体と ERαの結合領域
を培養細胞 Two-hybrid 法で解析した
ところ、HIF-2αの 396-823の領域（た
だし N-TADを除く）が結合に関与して
いることが判明した。 

⑪ 各種 ERα変異体と HIF-2αの結合領域
を検討したところ、ERαの E ドメイン
が結合に関与した。 

⑫ ERαの E ドメインと GST 融合型
HIF-2αの組換えタンパク質を精製し、
GST プルダウン法で解析したところ、
両者が直接結合することが判明した。 

⑬ 以上の結果をまとめるとHIF-2αは常酸
素下で ERαの発現レベルを pVHLに依
存して分解して MCF-7 細胞での ERα
応答遺伝子の発現を調節していること
が判明した。 

(3) 低酸素応答系を評価するバイオアッセ
イ系の培養細胞での構築と食品成分か
らの抗低酸素応答物質の探索 

① HREを組み込んだレポーター遺伝子を
トランスフェクションして薬剤選択に
より、安定発現細胞株を単離した。 

② KLHL20 と HIF-2αをさらに高発現さ
せ、細胞を低酸素下で培養することで常
酸素下よりも感度良くHRE活性を測定
できた。 

③ 上記活性を食品成分存在下で行い、
HRE活性を阻害するいくつかの抗低酸
素応答物質（食品成分）を見いだした。 

④ 抗低酸素応答物質（阻害物質）のひとつ
にブドウの果皮に含まれるレスベラト
ロールを見いだし、レスベラトロールが
HIF-αに直接結合している可能性を見
いだした。 

⑤ 以上の結果をまとめるとバイオアッセ
イ系を構築し、HRE活性を調節する物
質（抗低酸素応答物質）を探索できた。 
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