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研究成果の概要（和文）：本研究はWarburg効果を標的とした癌治療戦略を考える上で腫瘍血管新生因子CCN2の低酸素
下遺伝子発現機構における解糖系酵素GAPDHの分子背景（発現パターン，活性化機構）および病理学的意義の解明を目
的とした。本研究により、GAPDHは低酸素下でccn2 mRNAの3’側非翻訳領域に結合してRNAの安定性を制御していること
が判明した。このレドックス制御は低酸素下ccn2遺伝子発現制御に重要な役割を果たしている。

研究成果の概要（英文）：A novel GAPDH-mediated gene regulatory mechanism controlling the stability of 
ccn2 mRNA during hypoxia is uncovered. The precise regulatory mechanism of the degradation of ccn2 mRNA 
by the interaction among the ccn2 3'-UTR and GAPDH was identified. The observed redox regulation would 
supposedly be important for switching ccn2 gene expression upon the exposure to hypoxic or oxidative 
stress.
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍細胞の早い増殖により新規血管形成が追い
つかず、結果的に腫瘍組織内は乏血管、低酸素
状態を招来する。それゆえ、腫瘍細胞は低酸素
状態に耐性であることが知られており、それに
伴う代謝的変化はミトコンドリアに於けるエネ
ルギー産生を酸化的リン酸化から嫌気的解糖系
にシフトしている(Warburg 効果)。この代謝変
化経路においての鍵となる因子は、NAD 依存性
脱水素酵素などの解糖系酵素で有ることが知ら
れている。この現象が癌の悪性転化や転移に関
係していると言われており、実際の癌治療に結
びつけようとする試みがなされているが、この
戦略に関して代謝変化機構に関して不十分な理
解に起因する障壁も未だ多いのが現実である。
結合組織成長因子（CTGF/CCN2）は 90 年代初頭
に内皮細胞培養上清中に、その存在が確認され
た成長因子で、その働きは内皮細胞、上皮細胞、
神経細胞などいくつかの細胞種に作用し、血管
形成、動脈硬化、神経痂皮形成等にも関与する
多様な生物学的作用を持っている。われわれは
これまでにヒト軟骨肉腫細胞株を使用して
ccn2 mRNA の 3’側非翻訳領域(3’-UTR)に 84bp
の遺伝子発現抑制性 element を発見し、その当
該領域に細胞特定因子 GAPDH、これはとりもな
おさず解糖系酵素の１つ、が結合することで低
酸素下の ccn2 mRNA の安定性を増大させている
可能性を示唆した。 
 
２．研究の目的 
本研究は Warburg 効果を標的とした癌治療戦略
を考える上で腫瘍血管新生因子 CCN2 の低酸素
下遺伝子発現機構における解糖系酵素 GAPDH の
分子背景（発現パターン，活性化機構）および
病理学的意義の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
１） 癌腫(腺癌、軟骨肉腫)および血管内皮細胞
株におけるGAPDHの細胞内局在と低酸素下
発現変動の確認 

２） ヒト軟骨肉腫細胞株におけるGAPDH細胞内
局在および動態変動による CCN2 発現変化
の確認 

３） ヒト軟骨肉腫細胞株におけるGAPDH分子の
knockdownおよび腺癌でCCN2発現変化に伴
う GAPDH の発現確認と GAPDH 分子の
knockdown  

４） GAPDH 分子の knockdown 細胞株のにおける
ccn2 mRNA 安定性検証 

５） 癌腫における GAPDH 阻害剤あるいは siRNA
の抗癌剤としての可能性探索 

 
４．研究成果 
１） 腺癌 MDA231、軟骨肉腫 HCS-2/8、血管
内皮細胞 HUVEC を用いて、GAPDH の発現量を
遺伝子及びタンパク質レベルで確認した。代
謝経路に必須の酵素のため、通常酸素下で恒
常的に発現していた。低酸素下でイムノブロ
ット法によって検討したところ、細胞障害の
ない時間内では各細胞毎に明らかな発現量の

増大もしくは減少は確認出来なかった。
HCS-2/8 では低酸素暴露 24h で細胞障害が
大きく、以下の実験系に使用する事が難し
くなった。 
２） HCS-2/8 を低酸素暴露(最大 24h)行
なうと細胞死が多数確認され、以降の実験
タイムコースにも支障を生じたため、
HCS-2/8 と同じく CCN2 を高発現している
MDA231 を用いた。PCR 法及びイムノブロッ
ト法では、低酸素暴露 3h で発現上昇が認め
られ、12h 後も継続した。GAPDH の細胞内局
在変化は観察時間内では明らかに確認出来
ず、さらに増大や減少も確認出来なかった。 
３） GAPDH の siRNA に よる一過性
knockdown は Sigma 社 の siRNA 設 計
(MISSION siRNA)によって良好な結果が得ら
れた。GAPDH knockdown 下の通常酸素下 24h
後では CCN2 発現量に変化は無かった。しか
し、低酸素暴露 3h 後に低酸素誘導される
CCN2 は GAPDHsiRNA によってその誘導が抑
制された。 
４） GAPDH knockdown下のCCN2発現量に
変化がみられたため、このタイムコース中
に actinomycin D を添加し、RNA 分解速度を
Quantitative real-time PCR で計測したと
ころ、GAPDH knockdown した群で RNA 分解速
度が増大していた。RNA 安定性が減少したこ
とによる発現量の減少に合致する結果を得
た。 
５） GAPDHsiRNA による in vivo での
knockdown 効果および腫瘍縮小効果は条件
を振ってみても、有意な効果が見られなか
った。GAPDH 阻害剤コニンギン酸投与におい
ても、各種条件(投与方法，時期，量)を検
討したが、有意な結果を得られなかった。 
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