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研究成果の概要（和文）：iPS細胞誘導において，新たな細胞初期化因子として証明されたGLIS1ですが，その制
御・機能は全く明らかにされていません。そこで，GLIS1の詳細な制御機構，分子機能について検討することを
本研究の目的としました。
GLIS1を強制発現する乳がん細胞やsiRNAを用いた抑制実験の結果，GLIS1は，がん細胞の増殖能に対しては抑制
的であるが，遊走能やSphere形成能（または幹細胞形質）に対しては促進的に機能していることが明らかとなっ
た。一方，多くのがん細胞において，DNAメチル化により発現抑制されていることも示され，その機能ががん細
胞において精密に制御されていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：GLI-similar 1 (GLIS1) is important for the reprogramming of fibroblasts into
 induced pluripotent stem cells (iPSCs). However, the molecular mechanisms of regulation of GLIS1 
expression and its function remain unclear. We previously demonstrated that GLIS1 expression was 
dramatically increased under hypoxic conditions by HIF-2α cooperating with AP-1 family members in 
cancer cells. We thus conducted this study to analyze GLIS1 functions in cancer cells. As results of
 functional analyses by using GLIS1-overexpressing cells or inhibition with siRNA, GLIS1 was found 
to inhibit cell proliferation, but increase cell migration and sphere formation capacity in cancer 
cells. Comprehensive gene expression analyses indicated that GLIS1 regulated tissue remodeling, EMT,
 adipogenesis, glycolysis, and so on. Further inhibitor of DNA methylation (5-azaC) treatment 
increased expressions of GLIS1 in various cancer cell lines, suggesting epigenetic regulation in 
cancer cells.

研究分野：分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 

 ストレス応答機構のひとつである低酸素
応答機構の活性化は，がんの増殖，転移，治
療抵抗性獲得に関与している事が明らかに
されています。最近では，がん幹細胞様形質
の獲得・維持や転移機構としての上皮間葉
移行（脱分化）に低酸素応答機構が重要な役
割を果たしていることが示されており，低
酸素がん細胞の分子機構を解明し，克服す
ることが予後改善の重要課題であると考え
られています。 

 これまでに，申請者は，低酸素がん細胞を
克服するための新規分子標的治療法開発を
めざし，癌細胞における hypoxia-inducible 

factor-1（HIF-1）を介した低酸素応答の分子
機構解明，および，同機構の様々ながん腫に
おける HIF-1 経路の役割について継続して
検討をおこなってきました。 

 一方，Krüppel-like protein，Gli-similar 1

（GLIS1）は，いわゆる山中因子であるがん
遺伝子産物 MYC の代わりに OCT3/4 

(POU5F1)，SOX2 や KLF4 と強制発現するこ
とにより，induced pluripotent stem cell（iPSC）
誘導，すなわち細胞初期化を効率的に，しか
も発がんする事無く，促進する事が報告さ
れています（Maekawa et al Nature 2011）。申
請者は，口腔がんなど様々な臓器由来のヒ
トがん細胞株を用いた研究において，GLIS1

遺伝子発現は低酸素下で転写因子 HIF-2α
および AP1 の協調機構により亢進すること
を見いだし報告しました（Khalesi et al BBRC 

2013）。しかしながら，その分子機構につい
て，明らかになっていませんでした。 

 

２．研究の目的 

正常細胞とがん細胞，または原発組織間に
おける発現制御の相違，がん細胞における機
能的意義，それらの詳細な分子機構の解明，
さらには将来的な臨床研究に向けた制御機構
の検出法の開発をめざして，本申請研究を立
案しました。 

 

３．研究の方法 

1. 口腔がん細胞株HSC-2細胞由来 cDNAを
鋳型として，PCR により GLIS1 遺伝子
coding 領域を増幅し，p3xFLAG-CMV10

プラスミドベクターにサブクローニング
した（3xFLAG-GLIS1）。 

2. 口腔がん細胞株 HSC2，肺がん細胞 A549，
乳がん細胞 MDA-MB-231 に 3xFLAG ま
たは 3xFLAG-GLIS1 発現プラスミドベク
ターを遺伝子安定導入した。 

3. GLIS1 特異的 siRNA（QIAGEN）を用いて
BT-474細胞のGLIS1遺伝子発現を抑制し
た。 

4. 上記細胞株を用いて，増殖能（MTT 法），
郵送能(Wound Healing 実験)，スフェア形
成能(ノンコートディッシュによる培養)，
遺伝子発現（RNAseq，real-time RT-PCR）
への影響を評価した。 

 
４．研究成果 
1. コントロール FLAG遺伝子または FLAG-

GLIS1 遺伝子発現ベクター導入細胞株の
作製を試み，まずは MDM-MB-231 細胞
にて 3 クローンずつ確立した。すなわち，
限界希釈法にて複数の候補クローンを拾
い，それぞれのクローンにおける GLIS1

遺伝子およびタンパク発現量を real-time 

RT-PCR または Immunoblotting 法にて測
定し，その結果発現量の高いクローンを
選別し（図１），これらを用いて，下記実
験を行なった。 

2. 細胞増殖能を MTT 法にて測定し，比較し
たところ，GLIS1 強発現細胞株の増殖能
はコントロール細胞株に比べて，明らか
に低下していた（図２）。 

3. 細胞遊走能を Wound Healing 実験にて比
較したところ，GLIS1 強発現細胞株の遊
走能はコントロール細胞株に比べて，明
らかに亢進していた（図３）。 



4. 非コーティングディッシュによる培養に
よる，Sphere 形成能を比較したところ，
GLIS1強発現細胞株の Sphere形成能はコ
ントロール細胞株に比べて，明らかに亢
進していた（図４）。 

5. BT-474細胞株のGLIS1遺伝子発現を特異
的 siRNA にて抑制し，細胞増殖能を比較
したところ，GLSI1 抑制細胞はコントロ
ール細胞（非特異的 siNS 導入細胞）に比
べて，増殖亢進していた（図５）。 

6. これらの条件下で調製した total RNA を
用いて，マイクロアレイ解析による網羅
的遺伝子発現変化を観察した結果，組織
のリモデリング，上皮間葉移行（EMT），
脂質や糖質などの代謝，p53 経路などに
関わる遺伝子の発現変動が観察された。 

7. 様々な細胞株を DNA メチル化阻害剤 5-

azaC にて処理したところ，多くの乳がん
細胞株や口腔がん細胞株において，
GLIS1 遺伝子発現の増加が観察された
（図６）。 

8. これまでのところ，GLIS1 は，がん細胞
の増殖能に対しては抑制的であるが，遊
走能やSphere形成能（または幹細胞形質）
に対しては促進的に機能していることが
明らかとなった。一方，多くのがん細胞
において，DNA メチル化により発現抑制
されている可能性も示されており，その
機能ががん細胞において精密に制御され
ている可能性が考えられた。 

9. 現在，上記再現性評価，放射線との関連
性，上流および下流シグナルを検討中で
ある。 
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