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研究成果の概要：酵母の Two Hybrid 系を用いて、低酸素反応因子 HIF2alpha/EPAS1 に関して

新規結合因子 Int6/eIF3e を同定し、解析の中で、Int6 は HIF2alpha に特異的に結合し、

HIF1alphaとは異なった蛋白分解機序であることを判明した。また、Int6に特異的な siRNAは

HIF2alpha の発現を安定化した為、各種増殖因子、血管新生因子の分泌されたことから、

Int6siRNA をマウスの皮下に発現させたところに、非常に顕著な正常な動脈、静脈を誘導され

たことが認められた。このことから、Int6は HIF2alphaを介した血管新生のマスタースイッチ

の一つであることが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）低酸素ストレス応答に関与する遺伝子
の中に転写因子 HIF（ hypoxia-inducible 
factor；低酸素反応性因子）が報告されてい
る。この因子は、腫瘍の血管新生に必須であ
る VEGF（血管内皮細胞増殖因子）を作り出し、
さらには、ミトコンドリアでのエネルギー代
謝に関わる多くの解糖系酵素の転写制御を
行うことが知られている。固形腫瘍（例えば
癌）では、血流が豊富にあるにも関わらず、
腫瘍内部ではかなり低酸素状態となってお
り、この状態が更に血管新生を促す結果とな
っている。血管新生のほかにも、HIF は細胞
内においてさまざまな役割を担っており、例
えば低酸素時の赤血球増殖にはエリスロポ
エチン遺伝子の発現亢進が必要であり、血管

新生には VEGF 遺伝子の発現増加が重要であ
るうえ、HIF の転写活性の上昇との関係が認
められている。 
（２）HIF自体は HIF1α、HIF2α、HIF3αの
３種に大きく分かれ、HIF1αのユビキタスに
発現するのと異なり、HIF2αは血管内皮、脳
のグリア、線維芽細胞、骨格筋や心筋に、HIF3
αは脳神経系に特異的に発現する。HIF1αは
脳梗塞あるいは心筋梗塞等の虚血疾患に関
連することが明らかとなっている。一方、
HIF2αは、低酸素ストレスが関連する疾患の
中でも癌の血管新生、またはマウスの胚細胞
の正常な血管形成に両方とも関与すると報
告されている。またそのメカニズムとして
は：HIF1αは、通常の酸素濃度(21%)ではユ
ビキチン・プロテアソームによって分解され
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ているが、低酸素状態ではこの分解から免れ
て核内に移行することにより転写因子とし
てさまざまな因子の誘導を惹起することが
明らかにされたに対し、HIF2αに関しては結
合する因子が幾つか報告されているものの、
その機能を制御する因子に関しては全く明
らかにされていない。 
（３）従って、HIF2αは血管新生に深く関与
することから、その細胞内挙動を制御するこ
とにより、新たな血管新生の誘導が可能とな
ることが予想されたため、この HIF2αに関し
て新たな制御因子の解析を行った。 
（４）酵母 Two Hybrid 法を用いて、ヒトの
心筋ライブラリーから、HIF2αと相互作用を
示す因子として新たに６因子の同定に成功
した。この中で Int6 はマウス及びヒトにて
乳がんの癌抑制因子として報告されてきた
が、作用機序は全く不明のままであった。し
かしながら、これまでの検討より、HIF との
関連が血管新生や癌化に強く関連する可能
性があると判断し、Int6に関して解析を進め
る必要があった。 
（５）これまで培養細胞での初歩的な検討の
結果では、MMTVで変異した際に作られる C末
端の欠損した Int6 恒常不活化型（dominant 
negative）変異体は、Int6野生型とは正反対
に、HIF2αの発現と転写活性を上昇させた。
一方、Int6 野生型は HIF2a を強く分解する
機能があった。HIF2aの制御は主として Int6
により行われていると考えられた。また、そ
の制御は HIF１a で報告されている pVHL、
proline hydroxylase を介した分解系との同
異点について解析しなければならぬと示唆
されていた。 
 
２．研究の目的 
新たな制御因子（Int6）が HIF2αの長期間

にわたる活性上昇による細胞増殖、血管新生
を誘導し、癌化に至るという新たな癌化の機
序を明らかにするものと目的にした。 
具体的には、 

（１）Int6 を介する HIF2αの分解機序の解
明（pVHL、proline hydroxylase を介さない
新たな機序） 
（２）乳がんにおける Int6の役割解明 
動物モデルを用いて、Int6-siRNAによる正常
動脈新生の機序と作用因子の同定、および治
療薬や細胞移植療法としての開発に焦点を
当て、本研究を推進する。 
 

３．研究の方法 
酵母 Two Hybrid 系、細胞レベルの分子生

物学、生化学の手法。そして、動物モデル、
病理学的観察、解析方法を用いて、 
（１）Int6 の HIF2α分解に関する基礎的な

解析 
Int6 および HIF2αの各変異体作製を行っ

ており、この変異体を用いてそれぞれの結合
サイトを詳細に検討するとともに、その結合
に関わる調節機序を解析する。Int6は C- 末
端に PINT ドメインと呼ばれる signalosome
結合ドメインを持っている。この結合ドメイ
ンは、プロテアゾームの Lidの部分に結合す
ることが報告されており、Int6はこの結合を
介してユビキチン・プロテアゾーム系と密接
に関わっていることが予想される。そのため、
Int6 による HIF2αのユビキチン化や分解の
機序を In vitroにて解析する。 
（２）Int6-siRNAによって誘導される血管新

生因子群の DNAアレイによる同定。 
Int6-siRNA は内因性の Int6 を効率的に

Knockdownし、この際内因性の HIF2αの発現
安定化に続き、HIF2αにより誘導される血管
新生因子群が正常動脈の新生に関与してい
ることが予想される。ただ、HIF2αのみの過
剰発現系では Int6-siRNA よりも２０％程度
の効果しかなく、HIF2α以外の機序も考えら
れる。このため、線維芽細胞を用いて、siRNA
により誘導される因子群を DNAアレイを用い
て解析する。 
（３）Int6-siRNA導入による血管新生誘導の

検討 
これまで、HGFや VEGF、bFGFなどの血管新

生因子による血管新生の報告があるが、持続
的な投与が必要でありが、頻回になりすぎる
と血中への漏れが起き、副作用の問題も指摘
されている。このような問題に対して、
int6-siRNAの導入では、局所の細胞から血管
新生因子群が継続的に分泌され、正常血管が
新生されることが判明している。この結果か
ら、ラットやマウスの下肢閉塞モデルや心筋
梗塞モデル、脳卒中モデルなど、血管の閉塞
モデルを用いてさらに詳細に検討する。 

さらに Int6-siRNA導入した線維芽細胞は、
細胞自身が産生する血管新生因子群が持続
的に誘導され、この線維芽細胞を局所に導入
することにより、これまでにない効率的な正
常動脈血管誘導が可能と予想される。いわば
Int6-siRNA 処理線維芽細胞の自家移植によ
る効果的な血管バイパス療法が可能になる。 

本研究では臨床応用に向けた基礎的な評
価を行う。 
 
４．研究成果 

本研究では、Int6の新たな標的として、癌
化や血管新生と直接結びつく HIF2αがその
標的として同定された。これは世界でも初め
てであり、さらに大きな発見は Int6の siRNA
による著明な正常動脈新生を惹起すること
であり、これまで不明であった動脈新生の機
序が明らかになるとともに、siRNA を用いた
血管新生により、閉塞性動脈疾患、脳梗塞、
心筋梗塞などの疾患の治療に応用が可能と
なる。この方法が確立されると、新たな siRNA



 

 

 

薬の開発につながり、今後の新薬開発にも大
きな影響を与えると確信している。 
具体的には 
（１）HIF2αの新規結合因子 Int6/eIF3e を

同定した。 
酵母 Two Hybrid System方法を用いて、HIF2

αの 571-582aaを餌として、Human heart cDNA 
libraryから Int6/eIF3eを同定した。 

 
 

（２）Int6 が HIF2αの蛋白を分解する機序
は非低酸素依存、非 VHL依存である。 

 これまで培養細胞での詳細な検討の結果
では、MMTVで変異した際に作られる C末端の
欠損した恒常不活化型（dominant negative）
変異体は、野生型とは正反対に、HIF2αの発
現と転写活性を約２倍に上昇させた。一方、
Int6野生型はHIF2αの発現と転写活性を70%
以上抑制した。その分解作用は Von Hippel 
Lindau 遺伝子産物でユビキチンリガーゼで
ある pVHL の非発現細胞(786－O)にて認めら
れたため、HIF2αの Int6による分解機序は：
HIF1αで報告されている pVHL、proline 
hydroxylase を介した分解系とは異なる（下
図）。 

（３）Int6 のプロモータの活性化は HIF2α
に依存することを判明した。 

 Int6-siRNA は内因性の Int6 を効率的に
Knockdownし、この際内因性の HIF2αの発現
安定化に続き、HIF2αにより誘導される血管
新生因子群が正常な静、動脈の新生に関与し
ていることが判明された。ただ、HIF2αのみ
の過剰発現系では Int6-siRNA よりも２０％
程度の効果しかなかったことから、In vitro
または In vivoの解析により：過剰発現した
HIF2αは、HIF2αのプロモーターの活性を上
昇したと同時に、Int6のプロモーターの活性
も上昇させたため、Int6が強く発現されによ

り HIF2αの過剰発現を分解し、予想した HIF2
α過剰発現が減尐され、HIF2αにより誘導さ
れる血管新生因子群が尐なくなると考えら
れる。 
（４）動物モデルを用いて、Int6-siRNA導入

による血管新生誘導の検討 
 Int6による血管新生の抑制作用について
in vivo解析を進めるために、Int6-siRNAの
発現ベクターをマウスの皮下に GenomOne 
(HVJ-エンベロープ遺伝子導入試薬）を用い

て導入した。導入後 5日には、血管面積、長
さとも７－10倍の有為な増加を示す血管新
生効果が認められた。これらの結果は導入し
たベクターの量に比例し、siRNAの効果依存
性が明確に観察された。 

更に、病理学的解析では、新生された血管
は、内皮、弾力繊維を持つ正常な動静脈であ
り、腫瘍性血管新生で見られるような出血斑
は皆無であった（上図）。また、Int6-siRNA は
主として血管内皮の線維芽細胞に導入され、
この線維芽細胞から血管新生因子群が分泌
されていることが示唆された（下図）。さら
に、マウスの線維芽細胞を ex vivoにて siRNA
発現ベクターを導入し、別のマウスの皮下に
移植したところ、同様に強い血管新生が認め
られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

上記の結果から、Int6は HIF2αを介する
正常血管新生のマスタースイッチの一つで
あり、血管新生因子群の発現を抑制し、血管
形成を調節している作用があると考えられ
た。 
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