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研究成果の概要（和文）：低酸素応答転写因子HIFは様々な生理機能を有している，経尾静脈転移モデルを用いて血管
内皮細胞におけるHIF機能解析を行った結果，宿主血管の低酸素応答性とりわけHIF-2alphaの活性が低いとき転移巣形
成が低下することを見いだした．また低酸素応答に対し抑制性に働くHIF-3alphaが肺血管内皮細胞においてVEカドヘリ
ンを抑制性に制御していることも明らかにした．またHIF-2alphaの活性をある一定水準以下に低下させるとHIF-1apha
が代償性に活性化される現象も見いだした．

研究成果の概要（英文）：Hypoxia inducible transcription factor (HIF) has various physiological functions. 
The results of the HIF functional analysis in vascular endothelial cells with tail vein injection metastas
is model, we found that metastasis foci was reduced when transplanted into HIF-2alpah knockdown host mice.
 HIF-2alpa knockdown mice have low activities in HIF-2alpha in endothelial cells. Furthemore, HIF-3alpha a
cting on inhibitory to the hypoxic response is controlling to the inhibitory VE-cadherin expression in pul
monary vascular endothelial cells. We found the phenomenon that HIF-1apha is activated in compensatory whe
n HIF-2alpha was reduced to a certain level below threshold.
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１．研究開始当初の背景 
 
心筋梗塞や脳梗塞と言った血管障害が原因
となる疾患は末梢組織の虚血を伴う．虚血部
位では供給される酸素が不足する低酸素ス
トレスを受けることとなる．生体には低酸素
に対する防御機構が備わっており，その中心
的役割を担っているのが低酸素応答転写因
子(HIF: hypoxia inducible factor)である．
HIF には３つのサブタイプが存在しており，
全身性に発現し，基礎代謝等を制御する
HIF-1 alpha，血管内皮細胞等に発現し血管
新生や赤血球造血に関与する HIF-2 alpha，
活性が弱く抑制性に働く HIF-3 alpha が確認
されている．HIF 因子群の標的は低酸素スト
レス応答に関係する物がよく知られていた
が，近年恒常性の維持にも関連していること
を指摘する報告がされてきている．当グルー
プの先行研究により HIF-2 alpha が赤血球造
血においてこれまで報告されていた腎臓で
の Erythropoietin 産生制御だけでなく，赤
血球分化を支持するストローマ細胞（脾臓血
管内皮細胞）において接着因子である VCAM-1
の発現制御を介して赤血球分化に関与して
いる事が分かった（Yamashita et al. 2008）．
このことは低酸素ストレスに対する応答だ
けではなく，通常の赤血球造血つまり恒常性
の維持にも関与している事を示している．ま
た HIF-3 alpha は抑制性に働くが抑制の機序
は弱い転写活性を有する HIF-3 alpha が
HIF-1 alpha あるいは HIF-2 alpha と競合す
る形で標的遺伝子を制御するため抑制能は
小さいが緻密な制御が可能となる．この因子
の欠損マウスはエンドセリン発現が亢進し，
発生期に一過的に肺高血圧様の症状を示し，
右心室の拡張という表現型を呈する
（Yamashita et al. 2008）．このように HIF
因子は発生においても重要な役割を担って
おり，非常に多彩な機能を有していることが
分かりつつある．そこで様々な疾患との関連
性が指摘されるようになってきた．しかし
HIF による標的遺伝子の特異性，制御様式の
詳細は未だに不明な点が多い． 
 
 
２．研究の目的 
低 酸 素 応 答 転 写 因 子 （ HIF: hypoxia 
inducible factor）が低酸素ストレスに対す
る応答だけでなく，様々な生理機能を有して
いることが明らかになりつつある．特に血管
内皮細胞における接着因子の制御に HIF が関
与している事が興味深い．血管形成に関与し
ている HIF-2 alpha, HIF-3 alpha が血管内
皮細胞で発現していること，また血管構造と
がん転移は高い相関性を示すことから考え
て HIF 因子ががん転移に関与している事が予

想される．そこで本申請課題では血管におけ
る HIF とがん転移の関連を，遺伝子改変マウ
スを用いて in vivo, in vitroの両面から明
らかにすることを目的とする．これまでの報
告より初期転移巣形成に関与する接着因子
の一部が VCAM-1, VE-cadherin であること，
また血管内皮細胞では HIF-2 alpha, HIF-3 
alpha が発現しており VCAM-1, VE-cadherin
が HIF-2 alpha の標的であることが明らかに
なっている．また HIF-3 alpha 欠損血管内皮
細胞は HIF-2 alpha の活性が高くなっている
にも関わらず，リモデリング能力の低下を示
すこともわれわれの解析より明らかとなっ
ている．HIF の研究分野においては，低酸素
応答と腫瘍血管新生や腫瘍の増殖に関連す
る研究が主であり報告が多数あるが，転移と
宿主細胞における HIF の関連性を詳細に解析
している報告は無い．そこで本申請課題では
血管内皮細胞における HIF-2 alpha および
HIF-3 alpha の転移臓器における機能だけで
なく，原発腫瘍において腫瘍細胞が転移性を
有するに至る過程にどのような関わりがあ
るのかまで解析する．具体的には以下の点を
明らかにする． 
１）転移巣形成における血管内皮細胞で発現
している HIF の作用点を明らかにする 
２）転移巣形成に関与する標的遺伝子および
その制御機構を明らかにする 
３）転移性獲得における血管内皮細胞の役割
を明らかにする 
４）HIF 遺伝子の関与および標的を動物モデ
ルで明確に示す． 
これらの解析により転移巣形成における宿
主側の HIF 機能，特に腫瘍細胞と相互作用し
ている血管内皮細胞での HIF の機能およびそ
の標的遺伝子を明らかにし，原発腫瘍が転移
性の獲得すなわち血管を透過し血流に入る
時点，また標的臓器での初期転移巣の形成す
なわち血管内壁への接着において HIF-2 
alpha，HIF-3 alpha がどのような因子をどの
ように制御しているのかを明らかにする．こ
の研究結果はこれまで不明確であったがん
転移という生命現象の解明に大きな影響を
与えると考えられる．これにより新しい因子
を標的とした治療法や薬の開発へと応用が
大いに期待される． 
 
 
３．研究の方法 
宿主血管内皮細胞における HIF 転写因子群が，
がんの転移能獲得および転移巣形成にどの
ように関与しているのかを明らかにするた
めに， 
１）血管内皮細胞における接着因子の制御へ
の関与を明確にする． 
２）転移能獲得における血管内皮細胞の役割



を明らかにする． 
これらの２点に関して遺伝子改変マウスを
用いた解析，並びに細胞レベルにまで材料を
持って行き，分子機構の解明を行う． 
（１）接着因子の制御機構解析 
経尾静脈モデルにおいて初期転移巣形成に
おける血管内皮細胞の機能を明確に示す，特
に血行性に移動してきた腫瘍細胞が標的臓
器の血管内壁に接着する際に重要である接
着因子の発現制御機構を詳細に解析する． 
（２）転移能獲得における腫瘍細胞と血管内
皮細胞の相互作用を明確に示す 
 皮下腫瘍担がんマウスモデルを用いて，原
発腫瘍が転移性を獲得する上で最も特徴的
な現象である血管内への浸潤を解析する．腫
瘍細胞が血管壁から浸潤し血行性の転移能
を獲得する上で，血管内皮細胞と腫瘍細胞が
どのような相互作用をしているのかを明ら
かにする．また血管内皮細胞において発現し
ている HIF-2 alpha，HIF-3 alpha はどのよ
うな因子を標的として，どのように制御して
いるのかを解析し，転移メカニズムの解明に
挑む（実験概要は下図参照） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
具体的な実験内容は以下の通りである． 
研究期間前半においては 
HIF 遺伝子機能を的確に解析できる遺伝子改
変動物実験モデルの確立および解析を実施
する 
 １）血行性転移モデルを作製し HIF-2 alpha，
HIF-3 alpha がどのように作用するか明らか
にする 
  ⅰ）初期転移巣数，大きさ，形状を比較
し HIF の作用点を解析する 
  ⅱ）時系列を追って解析し，HIF による
制御メカニズムとの関連性を明確にする 
  ⅲ）血管内皮細胞と腫瘍細胞の相互作用
との関連を解析する 
 ２）形態学的解析より得られた知見から，
標的遺伝子を特定し HIF との関連性を明らか
にする 
  ⅰ）RT-PCR 法による既知遺伝子の発現解
析を行う 

  ⅱ）未知遺伝子の関与を網羅的解析によ
って明らかにする 
  ⅲ）標的遺伝子の制御機構を明らかにす
る 
さらに後半期間においてはより生体に近い
モデルを用いてそのメカニズムを解明する． 
原発腫瘍からの転移形成モデル実験系を用
いて血管内皮細胞と転移性獲得との関連を
探る 
 １）HIF-2 alpha，HIF-3 alpha の各遺伝子
改変マウスに原発腫瘍を作製，さらに切除・
転移させるモデルを作製 
  ⅰ）転移結節数・血中腫瘍細胞数を解析
し，HIF 因子が転移形成に与える影響を明ら
かにする 
  ⅱ）原発巣の病理解析により腫瘍細胞の
血管透過性と HIF の関連を解析する 
  ⅲ）関連する標的遺伝子を同定し制御機
構および生理作用を解析する 
 ２）今回得られた HIF 機能の普遍性につい
て検証する 
  ⅰ）HIF-2 alpha :: HIF-3 alpha 複合遺
伝子変異マウスを用いて制御機構を in vivo
で証明する 
  ⅱ）異なる腫瘍および部位への播種によ
る解析を行い，特異性・普遍性を明らかにす
る 
  ⅲ）転移抑制を評価できるモデルを作製
し，得られた知見を評価する 
 
 
４．研究成果 
 血管と腫瘍転移との関連性を証明する為
に血行性転移モデルにて検証を行ったとこ
ろ，肺においては接着因子の関与よりも物理
的な影響が強く正確な評価が出来なかった．
そこで同じ実験モデルではあるが，解析臓器
を肝臓に変更し，計測をおこなったところ野
生型と HIF-2 alpha ノックダウンマウス間で
有意な差が見られた．さらにこのマウスは全
身性のノックダウンマウスであるために，血
管内皮細胞でのみ HIF-2 alpha の発現を回復
させた HIF-2 alpha kd :: Tie1-Cre コンパ
ウンドマウスを用いて肝臓における転移結
節数を評価したところ，血管内皮細胞におけ
る HIF-2 alpha が肝臓転移巣形成に重要であ
ることが明らかとなった．（下図参照） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 血管内皮細胞における HIF-2alpha が血
管新生およびがん転移巣形成に重要である
事はこれまでに証明された．そこでさらに
機能解析を動物モデルで解析する為に，
FLAP モ デ ル を 用 い て 虚 血 改 善 と
HIF-2alpha の関連を検証した．これまでの
HIF-2alpha の機能解析の結果から，
HIF-2alpha の発現を低下させたマウスで
は虚血改善能の著しい低下が予想されたが，
野生型よりも有意に虚血部位の改善効果が
見られた．（下図参照） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 この結果が意味するところは何であるか
を探るべく，分子生物学的，病理学的解析を
時系列を追って調べたところ，HIF-2alpha ノ
ックダウンマウスでは HIF-2alpha が低下し
たことによって低酸素に対する対応力が低
下し，一過的に野生型よりもシビアな低酸素
状態に陥り，HIF-2alpha のファミリー遺伝子
である HIF-1alpha が活性化し代償性に作用
し，低酸素応答を補填している事を示唆する
結果が得られた．この時の局所における遺伝
子発現を RT-PCR にて解析したところ SDF-1
の発現が亢進していることが明らかとなっ
た．SDF-1 はこれまでの報告では HIF-1alpha
の特異的な標的遺伝子とされていることか
ら，確認のために連続切片を用いた免疫組織
染色を行った結果，HIF-2alpha ノックダウン
の FLAP アッセイ個体の虚血部位において
SDF-1 の発現を認めさらにそのシグナルは
HIF-1alpha と CD31（血管内皮細胞のマーカ
ー）と一致していることが明らかとなった．
（下図参照） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 その他の細胞種や一般の血管と性質が異
なる腫瘍血管内皮細胞ではまだ確認が出来
ていないが，少なくとも今回解析に用いた血
管内皮細胞においては HIF-2alpha を一定水
準以上低下させると，HIF-1alpha による代償
性機構が働き，その時活性化される
HIF-1alpha 特異的な標的遺伝子の種類によ
っては野生型と逆転した結果になることが
示された．先の結果に戻って考察すると，が
ん転移に HIF-2alpha が関与している事は，
われわれの in vivo モデルにて証明されたが，
今後これを応用して転移を抑制しようと分
子標的治療を目指す場合，単純に HIF-2alpha
の活性を抑制するだけでは効果が無いこと
を示唆している．つまり HIF の転写制御を総
合的に解析する必要があり，現在部分的に発
現を抑えた物や HIF-2alpha の発現を段階的
に低下させて，HIF-2alpha の発現量と代償機
構の関連性，および代償性に HIF-1alpha が
活性化される分子機構を明らかにするべく
初代培養細胞を用いて解析中である．さらに
抑制性に働く HIF-3alpha も同時に解析を進
めてきており，HIF-3alpha 欠損肺血管内皮細
胞では HIF-1alpha, HIF-2alpha が抑制解除
により活性化され VE カドヘリンを活性化し
増殖や血管形成に影響を与えていることを
証明した．HIF-3alpha もこのように HIF を活
性化する能力を有しており．この因子の関連
性をあわせて解析を進める．本課題において
はがん転移における血管内皮細胞における
HIF 機能を明らかにする計画であったが，が
ん転移と HIF-2alpha の関連はクリアに証明
出来たと考えている．その解析の中で
HIF-2alpha と HIF-1alpha に代償機構が存在
しており，それが虚血改善能に大きく関係し
ていることを見いだせたことは予想外の大
きな結果であると考えている．HIF を標的と
したがん治療薬は多くの製薬メーカーにお
いて開発中であり，このわれわれのモデルを
用いて代償機構が明らかとなればより効率
の良い治療薬の開発が期待できる． 
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