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研究成果の概要：細胞接着に関与する遺伝子のうちに、低酸素誘導因子（ＨＩＦ）により誘導されるもの

を検索し、多数の遺伝子を見いだした。これらの遺伝子のＨＩＦによる誘導機構を解析し、一部の遺伝

子群は調節領域に複数の低酸素反応エレメント(HRE, hypoxia-responsive-element)を持ち、ＨＩＦ単独

で有意な転写誘導が見られること、他の一群の遺伝子は単一のＨＲＥを持ち、ＨＩＦ以外の転写因子と

協同して転写を誘導することを明らかにした。後者については共役転写因子の同定を行った。 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞接着は多くの疾患の病態生理に深く関連

している。最近我々は低酸素(hypoxia)によって

細胞接着が強く促進されることを見いだした。細

胞-細胞外マトリックス間の接着としては、とくに

細胞外マトリックス中のフィブロネクチンへの接

着が低酸素により強く誘導される。また、細胞-

細胞間の接着としては、セレクチンを介した細胞

接着が低酸素により強く誘導される。 

 こうした低酸素によるフィブロネクチンやセレク

チンを介した細胞接着の亢進は、心疾患や脳神

経系の虚血性疾患をはじめとする多くの疾患の

病態生理を考える上で重要であると思われた。 

 

２．研究の目的 
 こうした細胞接着の亢進の分子生物学的メカ

ニズムを知るために低酸素および正常酸素下で

の遺伝子発現の変化を DNA マイクロアレイによ

って検索したところ、低酸素によってα5-インテ

グリン (ITGA5)およびシンデカン-4 (SDC4)遺伝

子の転写誘導が観察された。これらはいずれも、

フィブロネクチンへの接着を媒介する分子である。

また、低酸素によってフコース転移酵素 FUT7、

シアル酸転移酵素 ST3O、UDP-ガラクトーストラ
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ンスポーターUGT1、シアル酸トランスポーター

SIALIN の転写の誘導が観察された。これらはセ

レクチンの特異的リガンド合成に関与する遺伝

子である。 

 これらの低酸素による誘導の背景には、転写

因子 hypoxia inducible factor (HIF) の働きがあ

ると考えられる。これら一連の遺伝子の HIF によ

る転写誘導機構を予備的に解析したところ、こ

れらの遺伝子はおもに次の二つの転写クラスタ

ーに分かれることを示す成績が得られた。一つ

のグループは、調節領域に複数の HIF 結合部

位(hypoxia responsive element, HRE)と考えられ

るシクエンスを持ち、低酸素によって強く誘導さ

れる。もう一つのグループは、調節領域に HRE

が一つだけ存在するものからなるクラスターであ

る。この場合は、条件によって、また用いる細胞

によって、低酸素によってきわめて強く誘導され

る場合もあり、条件や細胞を変えると軽度～中

等度の転写誘導にとどまる。この場合には、HIF

は当該遺伝子の調節領域に結合部位を持つ他

の転写因子と共同して転写を誘導していると考

えられ、HIF のパートナーとなる転写因子の存在

とその活性が、低酸素による誘導の程度を規定

していると考えられる。 

 そこで本研究では、以上のようなこれまでの基

盤の上に立ち、転写因子 HIF による細胞接着誘

導の分子生物学的メカニズムの解明をさらに進

めることを目的とした。具体的には、低酸素によ

って誘導される細胞接着分子に関連した遺伝子

についてこれまでの検索より広範なスクリーニ

ングを行ってさらに多数の遺伝子を見いだし、

またそれぞれの遺伝子について、HIF による転

写誘導のメカニズムを明らかにする。HIF が他の

転写因子と共同して転写を誘導している遺伝子

の場合には、HIF と共役してはたらく転写因子の

同定を進める。 

 

３．研究の方法 
 低酸素によって誘導される細胞接着に関連し

た遺伝子は我々がこれまでに明らかにしたもの

以外にもいくつかあることが判明しつつある。こ

れまでの検索より細胞の種類を広げ、DNA マイ

クロアレイおよび RT-PCR を用いてより広範なス

クリーニングを行い、さらに多くの低酸素で誘導

される細胞接着関連遺伝子をあらたに見いだし

た。低酸素によって誘導されることが明らかにな

った遺伝子については、調節領域を解析し、ク

ロマチン免疫沈降法(ChIP 法)、ルシフェラーゼ

を用いたリポーターアッセイなどによって転写誘

導の機構を解析した。これらの遺伝子を、調節

領域に HRE を複数持ち、低酸素によって強く誘

導されるクラスターに属するか、HIF が他の転写

因子と共同作用する遺伝子のクラスターに属す

るかを検討した。後者に属する遺伝子について

は、HIF のパートナーとなる転写因子の候補に

ついて、HIF と実際に結合能があるかどうかを免

疫沈降法(IP 法)などにより解析した。低酸素によ

るこれら遺伝子発現の結果、細胞レベルでの変

化が実際に生起するかどうかを、接着実験など

の細胞生物学的実験により調査した。 

 

４．研究成果 

 低酸素で誘導される細胞接着関連遺伝子に

ついて、これまでより広範なスクリーニングを行っ

たところ、さらに多くの低酸素で誘導される細胞

接着関連遺伝子をあらたに見いだした。そのな

かには、細胞接着分子 CD44 の特異的リガンド

であるヒアルロン酸の合成酵素遺伝子、ガラクト

ースおよび硫酸基の転移に関わる遺伝子などが

含まれていた。ガングリオシドの脂質部分を構成

するセラミド部分の修飾にかかわる遺伝子であ

る FA2H, DES1 なども低酸素で誘導されることが

明らかになった。また、低酸素に伴いシアル酸

の分子種が変化し、KDN が増量することが判明

した。従来から KDN はシアル酸トランスポーター

(Sialin)によっては輸送されないとされているので、

このことは低酸素により、Sialin 以外のシアル酸

関連遺伝子が変動していることを示す。背景因

子としてシアル酸の de novo の生合成に関わる

N-acetylneuraminic acid 9-phosphate syn- 

thetase (NPS) お よ び  phosphomannoisomer- 

ase (PMI)の低酸素による誘導が考えられた。こ

れら遺伝子のうち一部のものについては調節領

域を解析し、Luciferase を用いたリポーターアッ

セイや ChIP 法により HIF 結合部位を同定するこ

とが出来た。 

 低酸素によるこれら遺伝子の転写誘導機構の

解析から、UGT1 や ST3O に加え、ヒアルロン酸

の合成酵素遺伝子の調節領域も複数の HRE を

持ち、HIF 単独で充分な転写誘導がもたらされ

ることが明らかになった。一方、HIF と他の転写

因子の協調作用によってはじめて有意の転写が

誘導される遺伝子については、FUT7 について

解析を進め、共役する他の転写因子の解析を

進展させ、当該転写因子の HIF との結合を IP 法

により確認した。 

 また、低酸素によるこれらの遺伝子の転写誘

導が、実際に細胞表面での当該分子の発現の
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亢進につながり、細胞接着能の変化を引き起こ

しているかどうかについて、細胞生物学的レベ

ルの実験で確認を試み、フローサイトメトリーで

実際の細胞表面での発現誘導を検出し、細胞

接着実験で有意の接着亢進の結果を得た。低

酸素状態では、これらの遺伝子の変化により細

胞表層の糖鎖のうち接着能を持つものに大きな

変動が起こるものと考えられた。 

 今回得られた実験結果で興味深いと考えられ

たのは、低酸素で CD44 分子の持つ糖鎖のうち

にセレクチンのリガンドであるシアリルルイスａや

シアリルルイスＸが増加することである(図)。これ

により、CD44 分子は一方でセレクチンのリガンド

としても機能し、しかもそのリガンド活性は低酸

素で亢進することが明らかとなった。他方、CD44

はそれ自体が細胞接着分子であり、ヒアルロン

酸糖鎖と結合するが、低酸素によりヒアルロン酸

合成酵素が誘導され、リガンドの増量により

CD44/ヒアルロン酸系の細胞接着も亢進するこ

とが観察された。このように、CD44 は一方では

セレクチン/糖鎖リガンドの結合を介した細胞接

着を媒介し、他方で CD44/ヒアルロン酸の結合

を介した細胞接着も媒介する、一個で二重の細

胞接着活性を持つ分子であるが、その両方の接

着活性が、低酸素でともに亢進し、その結果細

胞接着が相乗的に亢進することは、興味深い現

象であると考えられた。我々が見いだした低酸

素で誘導される細胞接着関連遺伝子は、その

遺伝子産物のレベルでも緊密に連関しているこ

とが示唆される。複数の細胞接着関連遺伝子が

低酸素によって同期して転写誘導されることによ

って細胞接着分子に相乗的な機能変化を起こ

す現象は、これまでほとんど着目されることのな

かったものであり、今後さらに深く研究する必要

があると考えられた。 
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