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研究成果の概要（和文）：本研究では、NAD依存性脱アセチル化酵素であり癌化の促進因子であるSIRT7が、がん細胞の
低酸素・低グルコース適応応答に関連した遺伝子発現調節において、どのような役割を果たしているかを明らかにする
ために解析を行った。その結果、SIRT7は、低酸素応答性転写因子HIF-1と相互作用し、HIF-1依存的な遺伝子発現を促
進することを見出した。さらに、SIRT7は、HIF-1の正の制御因子でありがん遺伝子産物であるユビキチンリガーゼMDM2
とも直接的に結合し、MDM2タンパク質の安定性を増大させることを発見した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we investigated the physical and functional interactions between 
SIRT7 (sirtuin-7) deacetylase and HIF-1(hypoxia inducible factor-1). It was found that SIRT7 physically 
associates with HIF-1α and enhances the expression of HIF-1-target genes. Moreover, we also found that 
SIRT7 directly associates with E3-ubiquitin ligase MDM2 (murine double minute 2), which is known to 
enhance the transcriptional activity of HIF-1, and increases the protein stability of MDM2.

研究分野： 分子生物学・生物系薬学
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１．研究開始当初の背景 
固形癌の内部では血管からの隔離により

血液の供給不足が起こり、癌細胞は低酸素状

態に陥る。低酸素環境下の癌細胞では、転写

因子 hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1)が活

性化され、様々な標的遺伝子の発現を介して、

血管新生・アポトーシス耐性・運動浸潤性の

上昇など低酸素への適応応答反応を示す

(Majmundar AJ. et al.: Mol Cell, 2010)。

この適応応答反応が転移や抗癌剤・放射線治

療に対する抵抗性を付与し、癌細胞を悪性化

させる原因となっており (Bertout, JA.: 

Nature Rev Cancer, 2008)、その機序の解明

と解除する方法の開発は、癌治療の成績を向

上させる上で重要ある。 

しかしながら、in vivo における実際の腫瘍

環境においては、血流供給不足により、癌細

胞は低酸素状態であるだけでなく、同時に低

グルコース状態にも曝されている(Gatenby 

RA,Gillies RJ: Nature Rev Cancer, 2004)。

我々は、これまで、膵臓癌細胞を低酸素＋低

グルコース状態に暴露すると、血管新生因子

VEGF などの HIF-1 の標的遺伝子の一部の

発現が、低酸素状態のみに暴露した場合と比

較して、著しく上昇することを発見した

（Natsuizaka et al: Exp Cell Res, 2007）。こ

の結果から、低グルコース状態は癌細胞の低

酸素適応応答反応を増強させることが考え

られたが、その分子機構については不明であ

った。その後、我々は、DNA マイクロアレ

イ解析により膵臓癌細胞において低酸素+低

グルコース環境下で発現上昇する遺伝子と

して、SIRT7 を同定した。SIRT7 は、Sirtuin

ファミリーに属する NAD+依存性脱アセチ

ル化酵素であり、核小体に局在し、低グルコ

ース下における NAD+/NADH 比の上昇によ

り活性化される。研究開始当初の時点におい

て、SIRT7 ノックアウトマウスでは、心筋症

や炎症性心肥大が起こり野生型マウスと比

較して短命となること（Vakhrusheva et al.: 

Circ Res, 2008）のほか、種々の癌細胞で

SIRT7 遺伝子の発現が亢進していることや、

SIRT7 はヒストン H3K18 の脱アセチル化を

介して癌細胞の増殖を促進すること(Barber 

et al.: Nature, 2012)が報告されており、癌の

進展に対して促進的な役割を担っているこ

とが考えられたていた。これらの知見と、

我々が独自に見出した低酸素+低グルコース

環境下で SIRT7 遺伝子の発現が上昇すると

いう発見から、癌の悪性化をもたらす低酸

素・低グルコース適応応答の制御に SIRT7

が関与していることが考えられた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、低酸素・低グルコース適応応

答における SIRT7 を介した遺伝子発現制御

のメカニズムを分子生物学的に解析するこ

とにより、SIRT7 の癌細胞悪性化における役

割を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) SIRT7 と HIF-1 の相互作用の解析 
SIRT7 と低酸素応答の中心的な制御因子で

ある転写因子 HIF-1 との物理的および機能

的相互作用について以下解析を行った。 

①293 細胞に、FLAG-tag を付加した HIF-1α

と S-tag を付加した SIRT7 を transfection

し、免疫沈降および western blot 解析により

HIF-1αと SIRT7 の物理的相互作用を解析し

た。 

②293 細胞に、HIF-1α に応答する hypoxia 

response element (HRE)を有するレポータ

ー遺伝子 pHRE-SV-Luc を、HIF-1αおよび

SIRT7の発現ベクターと共に transfectionし、

HIF-1α依存的な転写活性に対する SIRT7 の

効果をルシフェラーゼアッセイにより解析

した。 

③293 細胞に、SIRT7 に対する siRNA を導

入し、低酸素下(1%O2、16 時間)で培養した

後、RNA を抽出した。HIF-1 標的遺伝子の

発現を qRT-PCR 法により解析した。 



(2) SIRT7 と MDM2 の相互作用の解析 

癌遺伝子産物である MDM2 (murine double 

minute 2)は、RING finger 型ユビキチンリ

ガーゼであり、癌抑制遺伝子産物 p53 の分解

を促進することが広く知られているが、p53

非依存的な機能として、HIF-1α と結合し、

HIF-1を介した遺伝子発現を正に制御してい

ることが報告されている（Nieminen et al.: J 

Cell Physiol, 2005 および LaRusch et al.: 

Cancer Res, 2007）。SIRT7 による HIF-1 依

存的な遺伝子発現の促進に MDM2 が介在し

ている可能性が考えられたため、SIRT7 と

MDM2 の物理的および機能的相互作用につ

いて以下解析を行った。 

①293 細胞に、FLAG-tag を付加した MDM2

と S-tag を付加した SIRT ファミリータンパ

ク質（SIRT1,2,6,7）を transfection し、免

疫沈降および western blot 解析により

MDM2 と SIRT7 の物理的相互作用を解析し

た。 

②大腸菌を用いてGST-MDM2およびSIRT7

の組換えタンパク質を発現させ、精製した後、

両者の直接的相互作用を GST pull down ア

ッセイにより解析した。 

③293 細胞に、FLAG-MDM2 と GFP-SIRT7

を transfection し、免疫蛍光染色法により両

者の細胞内局在を解析した。 

④293 細胞、A549 細胞および H1299 細胞に、

SIRT7 の siRNA を導入し、 SIRT7 を

knockdownした場合のMDM2タンパク質の

発現への影響を Western blot 解析により検

討した。 

⑤293 細胞に、FLAG-MDM2 をと S-SIRT７

を transfection し、タンパク質合成阻害剤シ

クロヘキシミドを用いたチェイスアッセイ

を行い、MDM2 の安定性に対する SIRT7 共

発現の効果を Western blot 解析により検討

した。 

(3) SIRT7 新規結合タンパク質の探索  

SIRT7 による遺伝子発現制御機構をさらに

解析する目的で、yeast two-hybrid 法により、

SIRT7 新規結合タンパク質の探索を行った。

さらに単離した遺伝子のうち、CHMP5 につ

いて、動物細胞内における SIRT7 との結合

性の検討を行った。 

 
４．研究成果 

(1) SIRT7 と HIF-1 の相互作用の解析 

①293 細胞における免疫沈降および western 

blot 解析の結果から、HIF-1αと SIRT7 に共

沈降が観察され、両者は細胞内において複合

体を形成しうることが判明した。 

②293 細胞におけるルシフェラーゼアッセイ

の結果から、SIRT7 の共発現は、HIF-1α 依

存的な転写活性を用量依存的に増強させた。 

③293 細胞における qRT-PCR 解析の結果か

ら、SIRT7 mRNA の knockdown は、低酸素

下において、Adrenomedullin など一部の

HIF-1 標的遺伝子の発現を低下させた。 

 これらの結果から、SIRT7 は、HIF-1 を介

した遺伝子発現の促進因子であることが示

唆された。しかし、一方、本研究の実施中に

Semenza らのグループにより、SIRT7 は

HIF-1αのタンパク質発現量を低下させ、

HIF 依存的な遺伝子発現を負に制御してい

ることが報告された(Hubbi et al.: J Bio 

Chem, 2013)。この報告は、我々の得た実験

結果とは逆に SIRT7 は、HIF の負の制御因

子であることを主張しているが、我々の解析

からは、この論文で示されているような結果

は得られていない。実験条件や、用いている

細胞株の条件の差異などが影響している可

能性も考えられることから、今後さらなる解

析が必要であると考えられる。 

(2) SIRT7 と MDM2 の相互作用の解析 

①293 細胞を用いた免疫沈降実験から、

MDM2 は、細胞内において SIRT1,2,6,7 の

うち、SIRT7 とのみ特異的に複合体を形成す

ることが判明した。また、MDM2 と SIRT7

の複合体形成は、高グルコース（2000 mg/L）



培養下に比較して、低グルコース（500 mg/L）

培養下で増強していることが判明した。 

②精製した組換えタンパク質による GST 

pull down アッセイの結果から、MDM2 と

SIRT7 は直接的に結合していることが分っ

た。 

③293 細胞を用いた免疫蛍光染解析から、

MDM2 と SIRT7 は、それぞれ核に局在し、

また、その一部は核小体において共局在が観

察された。 

④293 細胞、A549 細胞および H1299 細胞に

おいて、Western blot解析の結果から、SIRT7 

siRNA の導入は、Scramble siRNA を導入し

た場合と比較して、MDM2 タンパク質の発

現量を減少させた。また、293 細胞および

A549 細胞において、p53 タンパク質の発現

の増加が観察された。 

⑤チェイスアッセイの結果から、SIRT7 の共

発現は、MDM2 タンパク質の安定性を増加

させた。また、MDM2 の安定性は、高グル

コース（2000 mg/L）培養下に比較して、低

グルコース（500 mg/L）培養下で増加してい

ることが判明した。 

これらの結果から、SIRT7 は、細胞核内に

おいて MDM2 と直接的に結合することで、

MDM2 の安定化させることが明らかとなっ

た（現在、投稿準備中）。MDM2 は、癌抑制

遺伝子産物 p53 の負の制御因子であり、また

低酸素応答性転写因子 HIF-1 の正の制御因

子であることが知られている。これらの報告

と本研究の結果から、SIRT7 は、MDM2 の

安定化を介して、p53 依存的な癌抑制経路を

負に制御し、さらに HIF-1 依存的な低酸素・

低グルコース応答反応を正に制御すること

で、発癌や癌細胞の悪性化を促進することが

予想される。今後、発癌や癌細胞の悪性化に

おける SIRT7 の役割を細胞生物学的・腫瘍

学的に明らかにする必要があると考えられ

る。 

(3) SIRT7 新規結合タンパク質の探索  

ヒト平均化 cDNA ライブラリーをスクリー

ニングした結果、複数の SIRT7 結合タンパ

ク質の候補を同定した。そのうち、メンブレ

ントラフィックの制御に関与することが報

告 さ れ て い る CHMP5 （ charged 

multivesicular body protein）については、

293T 細胞を用いた免疫沈降実験から、動物

細胞内において SIRT7 と結合することが確

認された。今後、細胞機能制御における

SIRT7-CHMP5 相互作用の生物学的意義を

明らかにしていきたい。 
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