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研究成果の概要（和文）：HOXB9導入によるβGalactosidase染色、PML染色、細胞周期の変化を計測すると、
HOXB9遺伝子増幅によりβGalactosidase染色、PML染色は陽性細胞が増加し、Western Blotでｐ21が増幅され、
細胞周期はG1期の細胞が増加していた。一方でｐ21やHOXB9をノックダウンすると、Cellular Senescenceも減弱
していた。その結果より、HOXB9はｐ21を経由してCellular Senescenceを誘導することが判明した。
また外科切除検体においては、HOXB9とｐ21には正の相関が認められ、HOXB9とｐ21には関連性のあることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Positive cells in b-Galactosidase and PML were up-regulated and p21 genes 
and G1 phase cells were amplified by induction of HOXB9. On the other hand, knocking down of p21 and
 HOXB9 also attenuated cellular senescence. The results showed that HOXB9 induces cellular 
senescence via p21 pathway.
In addition, in the surgically resected specimens, HOXB9 and p21 were positively correlated, 
suggesting that HOXB9 and p21 are related.

研究分野： Oncology

キーワード： HOXB9　Cellular Senescence

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Cellular Senescenceのメカニズムに関する報告は散見されるが、臨床応用に至っているものは少なく、既に乳
癌や肝細胞癌の予後因子として研究が進められているHOXB9と、これによるCellular Senescenceのメカニズム解
明を意図した研究は未だかつてない。老化関連遺伝子、癌遺伝子、癌抑制遺伝子は幹細胞機能維持、細胞老化
（Cellular Senescence）、細胞癌化という生物現象にそれぞれオーバーラップしながら関わっていると考えら
れ、以上の一連の研究成果から、HOXB9が癌治療の個別化バイオマーカーとなり、最終的には新たな分子標的治
療薬の開発の一端を担う可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  
細胞複製の正確な遂行は生命を維持する上での必須条件であり、その異常は癌などの疾患の原
因となっている。外的要因によりゲノムに異常が生じると細胞周期チェックポイント機構が働
き異常細胞の増殖を防ぐための安全装置が作動することが知られている。Cellular Senescence
とは発癌の危険性のある修復不可能な DNA 障害が生じることで起こる不可逆的な増殖停止状
態のことで，この現象はアポトーシスと同様重要な癌抑制機構であると考えられている。一方
でこの Cellular Senescenceは慢性炎症の惹起や癌の進展など生体に不利益をもたらす可能性
も示唆されている。 
我々の現在までの研究成果により HOXB9 遺伝子が Epitherial-Mesenchymal Tarnsition
（EMT）を通じて癌の転移や浸潤に関わる因子であり、さらには放射線照射による DNA修復
機構へ影響を与えていることが確認されている。この EMT という現象は癌の浸潤・転移に深
く関係する一方で、癌幹細胞理論や Cellular Senescenceとに関連した報告は認めるが詳細な
機序はいまだ不明である。そこで HOXB9 遺伝子による癌の悪性化のメカニズム解明と
Cellular Senescenceの関連性を解明するため本研究課題を申請した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 転写因子 HOXB9はヒトゲノム上に 39種存在する HOX遺伝子ファミリーの一つで、HOX
遺伝子群は胎生期における器官形成時の分化に重要な役割を演じているが、近年腫瘍の発生と
進展に深く関わっていることが多数報告されている。一方細胞老化（Cellular Senescence）現
象が癌抑制機構に働くと同時に発癌作用や癌の悪性度への影響を及ぼす作用を有する可能性が
報告されている。我々は HOXB9遺伝子に注目し、本遺伝子が Cellular Senescence誘導を中
心として癌の悪性化に寄与することを明らかにし、さらには癌細胞でこれらのメカニズムを利
用した新しい癌バイオマーカーの確立を目的とし本研究を立案した。 
 
３．研究の方法 
 
1)HOXB9 による細胞周期チェックポイント機構の詳細な検討 
HOXB9 導入によりどのような経路で細胞周期が停止しているのか検討するため、HOXB9 導入細胞
において p21、p16、PML 以外の細胞周期チェックポイント機構のパラメータ（p53、Cyclin D、
Cyclin E、Rb など）の変化を検証する。 
 
2)p21 ノックアウトによる HOXB9 導入細胞における Cellular Senescence と細胞周期の変化 
現在の研究成果から重要なメカニズムは p21/p53 経路であると推定されており、p21 をノック
アウトするため、我々はすでに sh p21 のプラスミドを作製済みである。その sh p21 を用いて
p21 をノックアウトし、HOXB9 導入細胞における Cellular Senescence と細胞周期の変化を検討
する。 
 
3)HOXB9 ノックアウトによる上記結果の Reverse の検証 
以上の結果を踏まえて、HOXB9 高発現細胞（MB231 など）において shHOXB9 により HOXB9 をノッ
クダウンし上記結果の逆効果を検証する。 
 
4)in vivo における HOXB9 導入後の p21 ノックダウンの効果の検証 
我々はすでに Ras 誘導 MCF10A に HOXB9 を導入し、その細胞を免疫不全マウスに異種移植した
in vivo モデルにおいて HOXB9 導入により腫瘍径の増大や転移の亢進を確認している。そこで
さらに sh p21 をあらかじめ導入した Ras 誘導 MCF10A 細胞に HOXB9 を導入し，腫瘍の継時的変
化や転移の有無などを検討する。 
 
5)臨床検体における HOXB9 と細胞周期チェックポイント機構との相関関係の検討 
外科手術において得られた検体を処理し RNA を抽出し、その組織中の HOXB9 と p21、Cyclin D、
Rb などの細胞周期パラメータの変化を PCR 法にて検討する。さらには臨床検体と予後とを照会
し HOXB9 と腫瘍悪性度との関連性につき検討する。 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
 
1)HOXB9 による細胞周期チェックポイント機構の詳細な検討 
HOXB9 導入により、p21 経路や PML 蛋白の増幅が確認された一方で、p16 経路では変化を認めな
かった（図 1）。FACS による細胞周期分析では G1 期の細胞が増加し、S 期の細胞が減少してい
た（図 2）。 

 
2)p21 ノックアウトによる HOXB9 導入細胞における Cellular Senescence と細胞周期の変化 
現在の研究成果から重要なメカニズムはp21/p53経路であると推定された。そこでp21を shRNA
によってノックアウトすることにより、βGalactosidase 染色陽性細胞が減少し、細胞周期分
析では G1期の細胞が減少し、S期の細胞が増加しており、HoxB9 によって増幅された Cellular 
Senescence が抑制されていた（図 3、4）。 

 
3)HOXB9 ノックアウトによる上記結果の Reverse の検証 
HOXB9 高発現細胞である MB231 において shHOXB9 により HOXB9 をノックダウンすると、β
Galactosidase 染色陽性細胞は減少し、p21 や PML も減少していた（図 5）。細胞周期分析では、
G1 期の細胞が減少し、S期の細胞は増加していた（図 6）。つまり、上記 Cellular Senescence
に関して、Reverse effect が再現された。 

 
4)in vivo における HOXB9 導入後の p21 ノックダウンの効果の検証 



現在、sh p21 をあらかじめ導入した Ras 誘導 MCF10A 細胞に HOXB9 を導入し，腫瘍の継時的変
化や転移の有無などを検討する予定で実験を検討中である。 
 
5)臨床検体における HOXB9 と細胞周期チェックポイント機構との相関関係の検討 
外科手術において得られた検体を処理し RNA を抽出し、その組織中の HOXB9 と p21 の変化を検
証すると、HOXB9 と p21 には有意な相関関係を認めた。今後さらに、臨床検体と予後とを照会
し HOXB9 と腫瘍悪性度との関連性につき検討する予定である。 
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