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研究成果の概要（和文）：低酸素応答の急性期と慢性期に働く遺伝子の発現を制御する分子機序を、それらの核
内のポジションに着目して解析した。急性期と慢性期の低酸素応答で発現が誘導される遺伝子約200個を、HIFの
標的遺伝子、および、CREBの標的遺伝子の中から選抜して、その核内ポジションを、共同研究者が開発した
HIPMap法を用いて決定した。その結果、低酸素下で発現変動する複数の遺伝子が、核内ポジションを変化させて
いることが明らかになった。このことから、低酸素環境は、遺伝子の核内での位置も変化させることで、ダイナ
ミックな遺伝子発現を調節していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the molecular machinery of gene expression during acute and 
prolonged phase of hypoxia by focusing on its nuclear position. We first picked up about 200 genes 
which is up-regulated during hypoxic response in a HIF- or CREB-dependent manner. Probes for these 
genes were synthesized and their nuclear positions were determined by HIPMap method. This analysis 
indicated that multiple genes which change expressions in hypoxia, also change their nuclear 
position. These results indicate that dynamic changes in the gene expression during hypoxia are also
 co-related with their nuclear positions.

研究分野： 分子医科学
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様 式 Ｆ－１９－２ 

１．研究開始当初の背景 
 生体は、低酸素環境下において、低酸素応
答を引き起こし、恒常性を維持する。低酸素
下ではエネルギー産生が制限されるため、低
酸素適応に必要な遺伝子を選択的に発現さ
せる機構が存在していると考えられる。しか
し、その実態は明らかになっていない。申請
者は、慢性的な低酸素環境で活性化される転
写因子 CREB に着目して、低酸素特異的な遺
伝子発現の分子機構の解析を行ってきた。こ
れまでの解析から、CREB の標的遺伝子は
PKA を介した典型的経路と低酸素経路では
異なり、低酸素特異的に発現制御を受けるも
のが存在することが明らかになってきた。こ
の低酸素特異性を決定する機構には、CREB
自身の制御の他に、CREB 標的遺伝子のクロ
マチン構造の変化なども重要な働きをする
ことが考えられる。しかしながら、その分子
機序はこれまでほとんど明らかにされてい
なかった。 
 
２．研究の目的 
基課題に該当する基盤研究 C において

CREB が低酸素下で選択的な転写を示す分子
機構として、以下の解析を計画した： (1) 
CREB の翻訳後修飾 (2)CREB の細胞内局在 
(3)CREB と 相 互 作 用 す る 分 子 の 同 定 
(4)CREB 標的遺伝子のクロマチン構造。とり
わけ、低酸素下におけるクロマチン構造には
未知の点が多いため、(4)に関しての詳細な解
析が必要とされている。クロマチン構造の解
析には従来からの 3C 法や FAIRE 法を用いる
ことを計画していたが、これらは標本中の全
細胞を一緒くたにして解析するために、特定
の細胞集団で引き起こされる微細な変化は
検出できないという問題が考えられた。この
問題点を克服するためには、一細胞レベルで
核内の遺伝子配置を決定しクロマチン構造
を明らかにする必要がある。このことを可能
にする最先端技法が、米国 NIH の共同研究者
らによって high-throughput imaging position 
mapping (HIPMap)法として開発された手法で
ある。そこで、本国際共同研究では HIPMap
法を実施して、高解像度のデータを得ること
で、上記の問題点を克服し、クロマチンの構
造変化が担う低酸素特異的な遺伝子発現の
分子機構を解明することを目的として実施
した。 
 
３．研究の方法 
(1) 低酸素応答性遺伝子の空間配置を決定す
る HIPMap 法プローブの作製 
 
① 代表的な低酸素応答性遺伝子の選抜 
 空間配置を決定する約 200 個の遺伝子を選
抜した。主たる解析対象である CREB 標的遺
伝子について、申請者がこれまでに行ったア
レイ解析と次世代シークエンス解析より同
定した低酸素応答性の遺伝子 100 個、ならび
に、文献ですでに報告されている典型的経路

で誘導される遺伝子 50 個の、計 150 個を選
抜した。また、CREB 標的遺伝子とは別に、
代表的な低酸素応答性遺伝子についても 50
個程度選抜した。 
 
② HIPMap 法プローブの設計と調製 

a.で選抜した 200 遺伝子の空間配置を決定
するために、多種の蛍光プローブを調製した。
既に共同研究先で確立されている高効率プ
ローブ作製法のアルゴリズムを利用して、プ
ローブを設計し、大規模な合成と精製を行っ
た。 

 
(2) 低酸素と典型的経路による活性化を比較
した CREB 標的遺伝子の核内空間配置の決
定 
 
① 低酸素培養細胞の調製 
 乳がん細胞株を 384 穴プレートに播き、通
常酸素、急性期低酸素(6 時間)、慢性期低酸素
(48 時間)条件で、低酸素ワークステーション
内で培養して、試料を調製した。 
 
② 低酸素と典型的経路のそれぞれの CREB
標的遺伝子の核内の位置の決定 

(1)で調製したプローブを用いて、低酸素経
路・典型的経路での CREB 標的遺伝子、なら
びに、低酸素応答性遺伝子の核内の位置決定
を行った。 

 
③ 遺伝子の空間的配置と遺伝子発現の相関
解析 
 核内の遺伝子の空間配置（座標を振り数値
化）、ならびに、遺伝子間の距離を、各条件
間で比較して、低酸素下でクロマチン構造の
変化を引き起こしたものを抽出した。次に、
それらの遺伝子の、空間配置と発現との相関
を解析した。また、同時に CREB の免疫染色
も実施して、クロマチン構造の変化領域に
CREB が共局在するかを検証した。 
 
４．研究成果 

(1) まず、急性期と慢性期の低酸素応答で
発現が誘導される遺伝子 186 個を、これまで
に報告されてきたHIFの標的遺伝子、および、
正常細胞と CREB-KD 細胞を比較したアレイ
解析、ならびに、RNA-seq 解析で同定した
CREB の標的遺伝子の中から、その発現量を
指標にして選抜した。 

 
(2) これらの遺伝子の核内配置決定に用い

るためのオリゴプローブを専用のソフトウ
ェアを用いて設計した。そのプローブを鋳型
として、PCR 法を用いてアダプター配列を付
加して、増幅し、カラムを用いて精製し、調
製した。ハイスループット解析のためには
384well のイメージングプレートを使用する
必要があったことから、このプラットフォー
ムが適切な条件で利用できるように、細胞の
密度、低酸素培養の条件、ならびに、プロー



ブの濃度の最適化を行った。 
 
(3) (1)で調製したプローブを、HIF 標的、

CREB 直接標的、CREB 間接標的１、CREB
間接標的２、および、ネガティブコントロー
ルの５群に分類して、各グループに含まれる
遺 伝 子 の 配 置 を high-throughput imaging 
position mapping (HIPMap)法を用いて決定し
た。 

 
(4) 得られた大量の画像データを自動で識

別して判定するソフトウェアの開発と条件
設定を、共同研究者らと行い、データ解析の
プラットフォームを構築した。 

 
(5) (4)で開発したソフトウェアを用いて、

大規模なイメージ画像データを解析した。得
られた数値情報から、標的遺伝子の核内での
相対位置（radial position）を計算したところ、
それぞれの遺伝子は核周辺から核の中央ま
で、さまざまな分布を示すことが明らかにな
った。この分布を通常酸素と低酸素で比較し
たところ、低酸素でその分布を変化させる遺
伝子を複数同定することができた（図１）。 
 

(6) さらに、核内の基準点となる遺伝子を
設定して、その遺伝子と各遺伝子の距離
(relative position)を計算したところ、その距離
は低酸素環境で接近するものと、離反するも
のが複数存在することが明らかになった。こ
のことから低酸素環境では染色体構造が変
化して、各遺伝子はダイナミックに移動して
いることが明らかになった。 

 
(7) 核内の遺伝子ポジションの変化が認め

られた低酸素条件において、CREB の細胞内
の局在を、蛍光免疫染色法を用いて検証した
ところ、CREB はこの条件下で核内に一様に
局在していることが明らかになった。今後は、
低酸素のより詳細な時間経過を追跡し、この
ような事象が低酸素応答のどのタイミング
で起きるのか、さらに、どのくらいの期間に
わたって持続するのかを明らかにしたい。ま
た、遺伝子のポジションが遺伝子発現とどの
ような関係があるのかについても明らかに
したい。さらに、遺伝子の移動に働く分子機
序も核内因子のノックダウン実験より解明
することをめざす。 
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図１ ヒト１番染色体上の遺伝子の解析 
 一番染色体に乗っている三種の遺伝子
の位置を通常酸素と低酸素条件で比較解
析した。 
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