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研究成果の概要（和文）：近年、低酸素環境等癌を取り巻く微細な環境の重要性が明らかにされ、これを標的とした治
療法が開発されているが副作用の問題等克服すべき課題は多い。申請者らは、血液凝固第７因子遺伝子が低酸素環境下
で活性化を受け、そのメカニズムこれまでに知られる一般的なメカニズムとは異なり、HIF2タンパク質がSp1タンパク
質と作用することにより間接的に遺伝子を活性化する新しいメカニズムであることを見出した。本研究においてこの遺
伝子活性化の詳細なメカニズム解明と同じメカニズムで活性化される遺伝子を探索し、その癌における役割を検討した
。その結果、ICAM-1タンパク質が卵巣明細胞癌細胞の進展に寄与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Accumulating evidences have suggested that tumor microenvironment is an attractive
 target of cancer therapy. However, there are few effective strategies to accomplish it. We previously sho
wed that FVII gene is synergistically induced under serum staved hypoxia in ovarian cancer cells. Mechnism
 of this transcriptional upregulation is associates with HIF2-Sp1 interaction and distinct from that of au
thentic hypoxia responsive genes such as VEGF. In this study, we investigated detailed mechanism of this n
ovel transcriptional regulation. Genes regulated by similar Sp1 dependent mechanism and their function wer
e further explored by various experiments. We found that ICAM-1 protein is robustly induced by this mechan
ism and contributes to growth accerelation of ovarian clear cell carcinoma cells.
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１． 研究開始当初の背景 
近年、低酸素等癌の微小環境の重要性が明ら
かにされ、これを標的とした治療法が開発さ
れているが副作用の問題等克服すべき課題
は多い。ゆえに今後さらに詳細な癌の低酸素
適応の分子機構の解明とそれに基づく癌組
織と正常組織のより明確な差別化が重要に
なると考えられた。 
 
２．研究の目的 
血液凝固第７因子（fVII）遺伝子が低酸素環
境下発現誘導を受け、そのメカニズムは転写
因子 HIF1 および HIF2 による一般的な転写誘
導メカニズムとは異なり、HIF2 が既知の低酸
素応答配列(HRE)非依存的に転写因子 Sp1 と
の相互作用を介して間接的にプロモータ領
域 DNA に結合し、転写を活性化する新規メカ
ニズムであることを見出した。本計画ではこ
の転写誘導の詳細なメカニズム解明と同様
の機序で発現調節を受ける遺伝子群の網羅
的な探索と生物学的意義付け、さらには、こ
の新しい低酸素応答反応の癌治療標的とし
ての有用性を検討する。 
 
３．研究の方法 
主に明細胞型卵巣癌細胞 OVSAYO を用いて
HIF2-Sp1 相互作用により誘導される遺伝子
群（以下標的遺伝子）を同定すると共に、そ
のメカニズムをクロマチン免疫沈降（ChIP）
法、レポーターアッセイ、RNA 干渉法（RNAi）
などを用い解析した。具体的には cDNA マイ
クロアレイ解析を行ない低酸素環境下Sp1発
現に依存して転写誘導される遺伝子群を同
定し、解析の対象とした。続いて臨床検体（外
科切除癌組織）を用いて標的遺伝子産物につ
いてRT-PCRや免疫組織化学染色等を行ない、
本メカニズムの生体内における重要性につ
いて検討した。さらに標的遺伝子産物を RNAi
などによりノックダウンすることにより癌
細胞をアポトーシスに誘導可能かなど治療
標的としての有用性について検討した。 
 
４．研究成果 
低酸素環境に暴露された癌細胞中において
異所的 fVII 遺伝子発現が従来知られている
低酸素誘導性転写因子 HIF1 および HIF2
（HIFs）によるメカニズムとは異なり、HIF2
の転写因子Sp1との相互作用が関与するメカ
ニズムにより誘導されることを明らかにし
た。加えて本転写メカニズムは一般的な転写
活性化メカニズムと異なり、ヒストンの脱ア
セチル化により活性化されること、低酸素に
加え、細胞を低血清環境で培養すると遺伝子
発現が相乗的に増強される等の特徴を備え
た新規メカニズムであることを見出した。ま
た、cDNA マイクロアレイ解析により類似の
Sp1 依存性メカニズムで発現誘導を受ける遺
伝子群を見出した。これら遺伝子群から選択
した複数の遺伝子についてリアルタイム PCR,
ウエスタンブロットを行なったところ、これ

ら遺伝子は fVII と同様に細胞が低酸素に加
え、低血清環境に同時に暴露されることによ
り、発現が相乗的に増加する性質があること
等を見出した。特に inter cellular adhesion 
molecule (ICAM1)をコードする ICAM1遺伝子
は、細胞を低酸素と低血清環境が共存する虚
血性環境で培養すると高度に相乗的に転写
活性化されることが分かった。ICAM1 発現が
癌細胞のどのような悪性形質発現に関与す
るか解析するために、shRNA を安定発現させ、
ICAM1 をノックダウンさせた卵巣癌細胞株を
樹立した。これらの細胞を用いて細胞の生存
能、侵潤能等について in vitro 実験により
検討したところ、ICAM1 は虚血性環境におけ
る卵巣癌細胞の生存、浸潤性を増強すること
が明らかとなった。一方、ICAM1 の発現がほ
とんど検出されない正常酸素環境下ではこ
のような効果は観察されなかった。さらに、
in vivo における ICAM1 の発現、腫瘍増殖に
おける効果を検討するために卵巣癌細胞を
NOD-SCID マウスに移植した。その結果、ICAM1
は腫瘍内の低酸素領域において強度に発現
し、腫瘍の増殖を著しく増強させることが明
らかになった。これらの結果は ICAM1 が卵巣
癌の進展に重要な役割を担うことを示唆し
ている。 
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