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研究成果の概要： 

【背景】腫瘍細胞の無秩序な増殖と代謝によって、固形腫瘍内部には血管から十分な酸素が
供給されない“低酸素領域”という微小環境が生じる。低酸素環境に曝されたがん細胞は
HIF-1 という転写因子を活性化し、環境への適応を図る。HIF-1 の活性化はがんの転移、
浸潤、血管新生、放射線治療抵抗性を誘導することが報告されていることから、「腫瘍増殖
過程や放射線治療期間中に HIF-1 活性が如何に変動するのか？」、「HIF-1 陽性細胞が如何
に挙動するのか？」が重要な研究課題となっている。 
【目的】本研究では、固形腫瘍内の HIF-1 活性をリアルタイムに可視化するシステムを確立
し、腫瘍増殖過程、および放射線治療後の HIF-1 陽性細胞の挙動をイメージングし、時空
間的に解析することを目指した。そして、次世代の高精度放射線照射技術（強度変調放射
線治療：IMRT）で線量を集中すべき治療標的の挙動を捉えることを目指した。 
【結果】1) 以前より我々が開発を進めてきた「HIF-1 依存的にルシフェラーゼを発現する
5HREp-luc レポーター遺伝子」に改良を加え、低酸素応答性を約 47000 倍にまで高め、
よりリアルタイムに HIF-1 活性の変動を感知するレポーター遺伝子 5HREp-ODD-luc を
構築することに成功した。 2) 当該レポーター遺伝子を安定に導入した移植腫瘍に対して
放射線（γ線）を照射し、その後の HIF-1 活性を光イメージングした。その結果、放射線
照射 6 時間後に腫瘍内 HIF-1 活性が VHL 依存的に一過的に減少し、逆に照射 24 時間後
には PI3K/Akt 系依存的に亢進することが明らかになった。これは、放射線の分割照射プ
ロトコールを確立する上で重要な知見である。 3) 有酸素環境下で緑色蛍光を発し、低酸
素環境下で赤色蛍光を発する遺伝子組み換え癌細胞を樹立した。当該細胞を免疫不全マウ
スに移植して腫瘍増殖過程における HIF-1 陽性領域のダイナミクスをミクロレベルでイ
メージングすることに成功した。HIF-1 陽性細胞は日ごとにその局在を変え、常に血管か
ら数 10～100 ミクロメートル程度離れた位置に存在していた。当該ミクロイメージングに
より、血管から HIF-1 陽性領域までの距離が当該血管の径に逆相関する事が明らかになり、
血管造影像を基に HIF-1 陽性領域の局在をシュミレーションするための予備データを取
得することに成功した。 以上の結果をもって、「腫瘍増殖過程、および放射線照射後の
HIF-1 活性のダイナミクスを解明する」という当初の計画を完遂することができた。 
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１．研究開始当初の背景 

腫瘍細胞の無秩序な増殖によって、固形腫
瘍内部には血管から十分な酸素が供給され
ない“低酸素領域”という腫瘍特異的な微小
環境が存在する（Figure 1）。低酸素微小環境
にあるがん細胞は放射線治療に抵抗性を示
し、治療後の腫瘍再増殖（再発）の主因であ
ることが報告されていた。また、低酸素微小
環境は がん細胞の転移･浸潤能を亢進する
環境因子であることも報告されていた。これ
らの理由から、腫瘍内の低酸素領域は、高精
度放射線照射技術（強度変調放射線治療：
IMRT）で線量を集中すべき治療標的である
と認識されていた。がんを征圧するためには
敵を理解することが肝要であり、低酸素微小
環境の量・局在・性質に関して詳細なデータ
を取得する事が求められていた。 
 

 
２．研究の目的 
本研究では、固形腫瘍内の HIF-1 活性を

リアルタイムに可視化するシステムを確立
して、腫瘍増殖過程、および放射線治療後
の HIF-1 陽性細胞の挙動をイメージング
し、時空間的に解析することを目指した。
そして、次世代の高精度放射線照射技術（強
度変調放射線治療：IMRT）で線量を集中す
べき治療標的の挙動を捉えることを目指し
た。 
 
３．研究方法と研究成果 
３－１．5HREp-ODD-luc レポーター遺伝子の構
築 

HIF-1 はαサブユニットとβサブユニット
からなるヘテロダイマーで、その活性は主に
αサブユニットの“安定性”と“修飾”に依
存している。この HIF-1αタンパク質の安定
性 は 、 HIF-1 α 上 の ポ リ ペ プ チ ド
Oxygen-dependent degradation domain (ODD 

domain)に強く依存していることが知られて
いる。低酸素環境下で安定化した HIF-1αタ
ンパク質は、βサブユニットと結合して、
hypoxia-responsive element (HRE)と呼ばれ
るエンハンサー配列に結合し、VEGF や GLUT1
をはじめとする様々な遺伝子の発現を誘導
する。我々は ODD domain と HRE を組み合わ
せることによって、「HIF-1 依存的にルシフェ
ラーゼを発現する新たなレポーター遺伝子
（5HREp-ODD-luc）を構築した（Figure 2）。 

 
 

そして当該レポーター遺伝子が低酸素環境
下で、有酸素環境下の 47000 倍ものルシフェ
ラーゼ活性を誘導することを確認した。本レ
ポーター遺伝子に由来するバックグラウン
ド（有酸素環境下での発現量）が無視出来る
程低い点は特筆すべきである。また、従来の
レポーター遺伝子（5HRE-luc 等）と比較して、
外界環境変化への即時応答性が向上した点
も特筆すべき手ある。（参考文献４-⑪：
Harada et al. BBRC 2007） 
 
３－２．腫瘍内 HIF-1 活性のリアルタイム光イメ
ージング 
上述の 5HREp-ODD-lucレポーター遺伝子を

ヒト子宮頸癌由来細胞株 HeLa に安定に導入
し、HIF-1 依存的にルシフェラーゼを発現す
る細胞株を樹立した。これを免疫不全マウス
（BALB/c nu/nu）の右下肢大腿部皮下に移植
し、固形腫瘍を形成させた。当該担癌マウス
にルシフェリン（ルシフェラーゼの基質）を
投与した後、In vivo 発光イメージング装置
（IVIS-200 および IVIS-SPECTRUM）に供する
ことによって、移植腫瘍内 HIF-1 活性をルシ
フェラーゼ発光としてイメージングする系
を確立した。移植腫瘍への血流を物理的に欠
如させたところ、移植腫瘍が発する光が強く
なった（次頁 Figure 3 左）。逆に、移植腫瘍
への血流量を増加させた場合に、わずか数分
の間に発光量が劇的に減少した（次頁 Figure 
3 右）。5HREp-ODD-luc レポーター遺伝子を利

Figure 2 



用することで、非特異的なバックグラウンド 
を大幅に減少させ、さらに即時応答性を向上
させることが出来る点を in vivo においても
確認することが出来た。（参考文献４-⑪：
Harada et al. BBRC 2007） 

３－３．放射線照射後の腫瘍内 HIF-1 活性の変
動とそのメカニズム 

新たに確立した腫瘍内 HIF-1活性のイメー
ジング系を利用して、放射線照射後の腫瘍内
HIF-1 活性の変動をリアルタイムにイメージ
ングした。その結果、γ線照射（5Gy）の 6
時間後に腫瘍内 HIF-1 活性が一過的に減
少し、逆に照射 24 時間後には劇的に亢進
することが明らかになった。（参考文献４-
②：Harada et al. Br J Cancer 2009） 

 
VHL 遺伝子欠損細胞株を用いて同様の実
験を実施した場合には、放射線照射 6 時間
後の HIF-1 活性の減少が見られなくなっ
た。一方、Akt 遺伝子をノックダウンした
場合や、PI3K 抑制剤投与、さらには mTOR

抑制剤を投与した場合に、照射 24 時間後
の HIF-1 活性化が見られなくなった。これ
らの結果から、放射線照射後の HIF-1 活性
の減少、および亢進機構として、それぞれ
PHD-VHL系によるHIF-1αタンパク質の
分解と、PI3K-Akt-mTOR 系による HIF-1
αタンパク質の翻訳効率向上が重要な役割
を果たしていることを明らかにした
（Figure 5）。（参考文献４-②：Harada et al. 
Br J Cancer 2009、参考文献４-④：Harada et 
al. J Biol Chem 2009） 

 
３－４．HIF-1 陽性細胞の局在をシュミレーショ
ンするための基礎研究 

5HREp-ODD-luc レポーター遺伝子のル
シフェラーゼを赤色蛍光タンパク質
（DsRede2）に変え、さらに Tet リプレッ
サーによる遺伝子発現抑制機構を活用する
ことで、有酸素環境下で緑色蛍光を発し、
低酸素環境下で赤色蛍光を発する遺伝子組
み換え癌細胞を樹立した（Figure 6）。（参
考文献４-⑦：Harada et al. BBRC 2008） 

 
当該細胞を免疫不全マウスに移植して腫瘍
増殖過程における HIF-1 陽性領域のダイ

血流減少 再酸素化 

Figure 3 

Figure 4 

Figure 5 

Figure 6 



ナミクスをミクロレベルでイメージングす
ることに成功した。HIF-1 陽性細胞は日ご
とにその局在を変え、常に血管から数 10
～100 ミクロメートル程度離れた位置に存
在していた（Figure 7）。（参考文献４-⑦：
Harada et al. BBRC 2008） 
 

 
当該ミクロイメージングにより、“血管から
HIF-1 陽性領域までの距離”が“当該血管
の径”に相関する事が明らかになった（y = 
1.38x + 19.4, R = 0.801）（Figure 7）。（参
考文献４-⑦：Harada et al. BBRC 2008） 
血管造影像を基に HIF-1 陽性領域の局在
をシュミレーションするための予備データ
を取得することに成功した。 
 
３－５．HIF-1 陽性細胞を治療標的とする有効
性の検証 

我々は以前より「HIF-1 発現細胞のアポト
ーシスを誘導するタンパク質製剤（TOP3 と命
名）」の開発を進めてきた。TOP3 を利用して、
がんの放射線治療抵抗性に HIF-1が如何に寄
与しているのかを解析した。そして、HIF-1
は放射線治療後の腫瘍血管新生に必須であ
り、これを抑制することによって放射線治療
後長期にわたって腫瘍血管密度を低く抑え、
結果として腫瘍増殖を大幅に遅延させるこ
とが可能であることが明らかになった。本研
究で構築した低酸素応答遺伝子発現システ
ムを利用し、HIF-1 陽性細胞を標的とする遺
伝子治療用ベクター（Ad/5HREp-BCD）を開発
した。これが低酸素環境下で自殺遺伝子 BCD
（バクテリア・シトシンデアミナーゼ遺伝
子）を発現することを確認した。本遺伝子治
療ベクターと放射線治療とを併用すること
によって、相乗的な腫瘍増殖抑制効果が見ら
れることを明らかにし、HIF-1 を治療標的と
する意義を改めて確認することが出来た。 
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