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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮がん細胞HSC-2を用いた網羅的遺伝子発現解析により，24時間低酸素刺激によ
り発現低下した22のDNA修復遺伝子のうち，BRCA1，RAD51，MBD4，MRE11A，MLH1，MSH2の低酸素下での転写調節機構を
解析した。結果，HIF-1下流で働く転写因子DECはこれら遺伝子プロモーター活性を抑制した。さらに，低酸素前処理を
行ったがん細胞の損傷応答および修復は，DEC2依存的に遅れた。一方，低酸素前処理を行ったがん細胞のガンマ線感受
性は，siRNAによるDEC2抑制により増加し，低酸素前処理による放射線感受性低下機構にHIF-1-DECを介した機構が関与
していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed expression changes of numerous DNA repair-related genes
 under hypoxia, further noted that the effect of the changes to radiation sensitivities. Comprehensive gen
e expression analyses showed that 50 of 130 DNA repair-related genes were included in down-regulated genes
 under hypoxia. Among these genes we selected 6 genes and confirmed quantitative decreased expressions. Co
-transfection reporter assay elucidated that DEC1 or DEC2 repressed those DNA repair-related genes promote
r activities. In addition, knockdown of HIF1A or DEC2 attenuated hypoxic suppression of DNA repair-related
 gene expressions. Interestingly, detection and repair of DNA double-strand breaks by irradiations were in
hibited in hypoxic pre-incubated cells. Moreover, knockdown of DEC2 increased radiation sensitivities in t
hose cells. These data suggested that HIF-1-DEC pathway especially DEC2 play a pivotal role in radiation s
ensitivity via suppression of DNA repair gene expressions.
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１．研究開始当初の背景 
 
 口腔がんなどの固形がん治療において，よ
り効果的な放射線療法や新しい分子標的治療
薬を含む化学療法の開発は，治療後の機能温
存という観点から患者の生活の質向上に大き
く寄与すると期待されている。現在の抗がん
治療では，効果を示す症例がある一方で，全
く効果を示さない，もしくは再発・転移をき
たし悲惨な結末を迎える症例も多く，治療法
選択基準も曖昧な部分があり，治療抵抗性の
分子機構の解明，それらを克服する画期的な
治療法開発は急務である。 
これまでに，固形がんの治療抵抗性に低酸素
などの微小環境が大きな役割を果たしている
事が明らかにされてきた（Harris AL., Nat Rev 
Cancer, 2002; Semenza GL., Nature Rev Cancer, 
2003）。例えば，放射線の細胞障害作用が酸素
分子により増強されること，逆に酸素分子が
無いまたは少ない（低酸素）と放射線が効か
ないということは古くから知られており，腫
瘍内酸素分圧と局所制御率，無病生存や全生
存期間などの放射線治療予後との関連性が証
明されている（Vaupel, P. et al., Cancer 
Metastasis Rev., 2007）。また，放射線治療抵抗
性には物理的な酸素分子不足のみならず，
HIF-1 経路を介したがん細胞や腫瘍内血管内
皮細胞自体の放射線障害に対する抵抗性獲得
が明らかとなってきた（Moeller BJ. et al. 
Cancer Cell, 2005）。一方，低酸素は，以前よ
り遺伝子不安定性誘発の要因として考えられ
ており，幾つかの DNA 修復酵素遺伝子が低酸
素下で発現抑制される機構が報告された
（Mihaylova et al, Mol Cell Biol., 2003; Bindra 
et al, Mol Cell Biol., 2004; Bindra et al, Cancer 
Res., 2005; Koshiji et al, Mol Cell, 2005; Bindra 
et al, Oncogene, 2006）。申請者も，低酸素下で
の転写因子 HIF-1 やその下流の転写抑制因子
DECによるMLH1発現制御の分子機構を解明
し報告した（Nakamura H. et al., Oncogene, 
2008）。しかしながら，これら HIF-1 および
DEC による DNA 修復関連遺伝子発現制御機
構の詳細，DNA 損傷応答における意義，さら
には治療効果にどのような影響を与えるのか，
新規治療法開発へ向けた分子標的としての可
能性の有無など不明であり，その解明をめざ
して本申請研究が着想された。 
 
２．研究の目的 
 
 本申請では，低酸素下がん細胞における放
射線や抗がん剤による DNA 損傷応答機構に
おける転写因子 HIF-1 およびその下流の転写
抑制因子 DEC の意義解明をめざした。 
１）低酸素下での DNA 修復関連遺伝子発現制
御機構の詳細を明らかにする。特に，HIF-1

や DEC の関与についての解明。 
２）様々な低酸素環境下口腔がんをはじめと
する複数種のがん細胞株の放射線や各種抗が
ん剤感受性の変化と HIF-1-DEC 経路の活性の
比較。 
３）低酸素環境の DNA 損傷応答への影響を，
DNA 損傷認識やアポトーシス誘導へのシグ
ナルの変化に注目して比較。 
４） HIF 機能レポーター実験系を構築。 
 
３．研究の方法 
 
 DNA 損傷応答機構にかかわる，および低酸
素応答（誘導）遺伝子・因子の発現変動につ
いて，様々な細胞株を用いて，正常酸素分圧
下（21% pO2）と低酸素分圧下（1-5% pO2）に
て比較検討した。また，それらの条件下での
放射線（X 線，線）や DNA 障害性薬剤に対
する感受性やそれらによる DNA 損傷認識や
アポトーシス誘導へのシグナルにおける
HIF-1 や DEC の重要性を遺伝子ノックダウン
や阻害剤などを用いて検討し，その意義を考
察した。 
 
４．研究成果 
 
 口腔扁平上皮がん細胞 HSC-2 を用いた網羅
的遺伝子発現解析により，24 時間低酸素刺激に
より通常酸素分圧下の 2/3 以下に発現低下した
遺伝子群には多くの DNA 損傷応答・修復遺伝
子が含まれていた。それらのDNA 修復遺伝子の
うち，BRCA1，RAD51，MBD4，MRE11A，MLH1，
MSH2 の低酸素下での転写調節機構を，さらに
解析した。その結果，HIF-1 下流で働く転写因子
DEC はこれら DNA 修復遺伝子のプロモーター
活性を抑制し，そのプロモーター抑制機構は，
HDAC 活性依存的，DNA 結合能依存的，およ
び蛋白間相互作用依存的な幾つかの様式が存
在する複雑な機構であることが明らかとなった。 
 低酸素の化学的影響を受けないように損傷刺
激時には通常酸素環境下に戻す様にして低酸
素前処理を行ったがん細胞の損傷応答を，
H2AX を指標に観察すると，低酸素前処理は
DNA 損傷応答および修復を DEC2 依存的に遅
らせることが明らかとなった。一方，低酸素前処
理を行ったがん細胞のガンマ線各 1，5，10Gy の
感受性を測定，比較した。細低酸素前処理によ
り放射線感受性は概ね有意に低下したが，5Gy
照射でもっとも大きな差異が生じていた。siRNA
による DEC2 抑制によりその感受性が増加し，低
酸素前処理による放射線感受性低下機構に
DECを介した機構が関与していることが示唆され
た。 
 HIF-1-DEC を介した DNA 損傷・応答機構の詳
細を明らかにし，放射線治療効果の増強のみな
らず，新しい防護法の開発への応用が期待され



た（論文準備中）。 
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