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研究成果の概要（和文）：遺伝学的スクリーニングを通してIDH3、UCHL1、LY6Eを新規HIF-1活性化因子として同
定した。IDH3がHIF-1を活性化した場合、腫瘍血管新生が亢進した。UCHL1が過剰発現した場合には、HIF-1αの
脱ユビキチン化を介して、がんの遠隔転移能が誘導された。LY6Eが過剰発現するとHIF-1α遺伝子の転写が亢進
し、血管新生が誘導された。IDH3、UCHL1、LY6Eの腫瘍内発現量が高い場合、がん患者の生命予後が不良である
ことが確認された。UCHL1-HIF-1経路が活性化すると、ペントースリン酸回路依存的に細胞内GSHレベルが増加
し、がん細胞が放射線抵抗性を獲得することが分かった。

研究成果の概要（英文）：We identified IDH3, UCHL1, and LY6E as novel activators of HIF-1. IDH3 was 
found to induce tumor angiogenesis by stabilizing HIF-1A and upregulating HIF-1A TAD activity. UCHL1
 was confirmed to promote distant tumor metastasis by deubiquitinating and stabilizing HIF-1A 
protein. LY6E was revealed to induce tumor angiogenesis by facilitating the transcriptional 
initiation of HIF-1A gene. The UCHL1-HIF-1 axis was found to induce radioresistance of cancer cells 
by increasing intracellular levels of an antioxidant, GSH, in a glucose-6-phosphate 
dehydrogenase-dependent pentose phosphate pathway (PPP)-dependent manner.

研究分野： 放射線腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
がん細胞の無秩序な増殖速度 と 腫瘍血管

の形成速度 とのアンバランスに起因して、
悪性固形腫瘍の内部には、血管から十分な酸
素が供給されない『低酸素環境』が生じる。
低 酸 素環境 に 存在す る がん細 胞 は 、
hypoxia-inducible factor-1（HIF-1）という
転写因子を活性化し、『環境への適応』すな
わち『酸素恒常性（ホメオスタシス）の維持』
を図る。例えば、血管内皮細胞増殖因子
VEGF の発現を誘導して血管新生を亢進し、
自身への酸素供給量の改善に努める。また、
グルコース代謝経路を酸化的リン酸化から
解糖系へシフトする代謝リプログラミング
を通して、低酸素環境下における ATP 産生
の最適化を図る。 

HIF-1 の病態生理学的機能が解明されてき
た一方で、我々は近年、独自の光イメージン
グ法を駆使し、『放射線治療後のがんの再発
において、HIF-1 が重要な役割を担っている
こと』を明らかにした（Harada. Nature 
Communications. 2012）。すなわち『放射線
治療を生き延びたがん細胞の一部が、HIF-1
活性を獲得して酸素環境の変化に適応し、腫
瘍血管への遊走を介してがんの再発を導く』
というメカニズムである。また、この HIF-1
依存的な遊走を抑制することで、がんの再発
率を有意に低下させ得ることを見出し、治療
への足掛かりを示した（Harada. J Biol 
Chem. 2009; Harada. Oncogene. 2007; 
Harada. Cancer Res. 2002）。 

HIF-1 を治療標的として利用するためには、
その活性制御機構を明らかにすることが肝
要である。特に、HIF-1 の活性化機構を明ら
かにし、その阻害剤を開発することが求めら
れる。しかしながら、プロリン水酸化酵素
PHDs やフォン・ヒッペル・リンドウ遺伝子
VHL による HIF-1 活性の抑制機構が解明さ
れている一方で、HIF-1 の活性化機構は十分
に解明されておらず、故に有効な治療薬の開
発が遅れているのが現状である。 
この様な背景の中で私は、遺伝学的な研究

手法を用いて新規 HIF-1 活性化因子のスク
リーニング系を確立した。そして本研究プロ
ジェクトを開始するまでに実施した予備実
験で、既に 3 つの新規遺伝子 HPFs を同定し
ていた。これらの予備的な研究成果をもとに
本研究プロジェクトでは、(1) HPFs-HIF-1
経路ががん細胞特異的な酸素ホメオスタシ
ス制御機構を活性化し、最終的にがんの悪性
形質や放射線治療抵抗性を導くメカニズム
を解明することを目指した。また、 (2) 
HPFs-HIF-1経路を遮断する新規化合物をス
クリーニングし、新たな化学放射線療法の確
立に資する研究を実施することとした。 
 
２．研究の目的 
がん細胞が酸素ホメオスタシス制御機構を

活用して放射線抵抗性を獲得するメカニズ
ムを解明すべく、以下 3 つに大別される研究

を展開することを目的とした。また、がんの
再発率を抑える新たな化学放射線治療法を
確立することを目指して、以下の研究を展開
することを目的とした。 
(1) HIF-1 活性化因子のスクリーニング実験

を繰り返して、酸素ホメオスタシス制御因
子を探索することを目指した。また、得ら
れた遺伝子群 HPFs の作用機序、すなわ
ち如何にして HIF-1 を活性化するのかを
解明することにより、腫瘍内酸素ホメオス
タシス制御機構の全様と、それががんの悪
性形質と放射線抵抗性を導くメカニズム
を解明することを目的とした。 

(2) HPFs のほか、本研究で新たに同定する新
規の酸素ホメオスタシス制御因子をがん
治療における有効な治療標的として利用
し、その活性を抑制する低分子化合物をス
クリーニングすることを目指した。 

(3) in vitro のコロニー形成試験や、in vivo
の腫瘍増殖抑制試験、さらには我々が得意
とする in vivo 光イメージング実験を実施
し、(2)で得た低分子化合物の放射線増感
効果を評価することを目指した。 

 
３．研究の方法 
(1) 酸素ホメオスタシスを担う遺伝子ネット

ワークの解明 
『①HIF-1 依存性プロモーターの制御下で

ブラストシジン耐性遺伝子を発現する人工
遺伝子を構築し、②これをゲノム DNA 中に
安定に組み込んだ細胞株を樹立、そして③当
該細胞株に cDNA ライブラリーを導入して、
④通常酸素条件下でブラストシジン耐性を
示すコロニーを選択する』という新規 HIF-1
活性化因子をスクリーニングする系を確立
する。このスクリーニング実験を繰り返すこ
とによって、HIF-1 の活性化に関わる因子を
洗い出すこととした。 
洗い出した全ての遺伝子を対象に、各々が

HIF-1を中心とするがん細胞の酸素ホメオス
タシスを制御する分子機構に迫った。本研究
に着手するまでの研究で我々は、HIF-1 活性
(A)、HIF-1α プロモーター活性(B)、HIF-1α
遺伝子の翻訳開始効率(C)、HIF-1α 蛋白質の
安定性(D)、HIF-1α の trans-activation 活性
のそれぞれをルシフェラーゼ発光強度とし
て定量するレポーター遺伝子を構築してき
た。これらを用いて、各新規遺伝子が、いか
なる作用点で HIF-1 を活性化するのかを同
定した。そして、各遺伝子の作用点に応じて、
Western blotting や quantitative RT-PCR、
免疫沈降法等の実験を適宜組み合わせて、作
用機序解析を行った。 
(2) 新規 HIF-1 活性化因子の治療標的として

の有用性の確認 
公開されているマイクロアレイのデータベ

ースを利用することによって、“HPF-1~3 の
発現量”と“がん患者の生命予後不良”とが相
関する可能性を検証した。また、ヒト肺がん
や乳癌由来の臨床検体を対象に免疫組織染



色を実施し、“HPFs の発現量”と“治療後の予
後不良”との相関を解析した。そして各遺伝子
を治療標的とする臨床的意義や予後予測マ
ーカーとしての有用性を解析した。 

HPFs の作用機序に基づき、各活性を阻害
する薬剤の放射線増感効果を、in vitro のコ
ロニー形成試験や、in vivo の腫瘍増殖抑制試
験で評価した。 

 
４．研究成果 

HIF-1 活性化因子を網羅的に探索する遺伝
学的スクリーニングを通して、 IDH3、
UCHL1、LY6E を同定した。IDH3 が過剰発
現したがん細胞の内部では、α-ケトグルタル
酸レベルの低下に伴って HIF-1α P402・
P564・N803 の水酸化修飾が滞ること、そし
て結果敵に HIF-1α 蛋白質が安定化し、さら
に転写活性化能が亢進することが明らかに
なった。UCHL1 が過剰発現した場合には、
HIF-1α が脱ユビキチン化されて安定化し、
HIF-1活性が亢進することが明らかになった。
LY6E が過剰発現したがん細胞の内部では、
PI3K-Akt 経路依存的に HIF-1α 遺伝子の転
写が亢進することが明らかになった。
IDH3-HIF-1 経路、および LY6E-HIF-1 経路
が活性化した場合には、腫瘍血管新生が惹起
され、逆に同経路の阻害によって腫瘍増殖を
遅延させることが出来ることが分かった。
UCHL1-HIF-1 経路が活性化した場合には、
がん細胞の転移能が亢進することが分かっ
た。IDH3、UCHL1、LY6E 各蛋白質の腫瘍
内発現量が高い場合には、がん患者の生命予
後が不良であることが確認された。最後に、
UCHL1-HIF-1 経路が活性化した場合に、解
糖系とペントースリン酸回路の活性化を介
して抗酸化物質（還元型グルタチオン GSH）
の細胞内レベルが増加し、がん細胞が放射線
抵抗性を獲得することが分かった。ペントー
スリン酸回路の律速酵素であるグルコース
-6-リン酸脱水素酵素（G6PDX）の阻害剤で
がん細胞を処理した場合、UCHL1 による放
射線抵抗性を抑制できることが明らかにな
り、新たな治療法確立への道筋を示すことが
できた。 
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