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研究成果の概要（和文）： 

腫瘍局所へのヘルパー1 型 T 細胞の動員は IFNγにより誘導されるケモカイン

Mig/CXCL9および IP-10/CXCL10が関与している。一方、腫瘍の増大に伴い酸素供給が

抑制された腫瘍細胞は低酸素状態に陥る。これまでに口腔扁平上皮癌細胞における低酸素

状態が CXCL9および CXCL10遺伝子の発現を抑制すること、またこの遺伝子発現の抑制

が IFNγにより活性化される転写因子 STAT1 シグナル伝達経路の抑制ではなく、コアク

チベーターや RNAポリメラーゼ IIを含むエンハンセオソームの形成阻害によることを明

らかにした。STAT1依存的転写活性は、STAT1のチロシン残基( Tyr 701)のリン酸化だけ

でなく、セリン残基(Ser727)のリン酸化も関与している。そこで本研究課題では低酸素に

よる IFNγ誘導性遺伝子発現抑制に STAT1 Ser 727リン酸化が関与しているかについて

検討した。その結果、低酸素による Ser727 のリン酸化の抑制は細胞特異的であること、

またSTAT1 のSer727をGluに変異させた細胞でも低酸素によるCXCL9およびCXCL10

の発現抑制は解除されないことが明らかとなった。これらの結果から、低酸素による IFN

γ誘導性遺伝子発現の抑制に STAT1 Ser 727リン酸化は関与しない可能性が示唆された。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

Interferon-γ (IFN-γ) is a pleiotropic cytokine that exerts anti-tumor activity to various cancer cells. 

IFNγ induces Mig/CXCL9 and IP10/CXCL10, members of the CXC chemokine family, have been 

shown to induce potent lymphocyte chemotaxis and play an important role in tumor rejection. In 

the tumor microenvironment, most solid tumors develop regions of low oxygen tension called 

hypoxia, which is due to an imbalance in oxygen supply and consumption.  We have previously 

shown that hypoxia inhibited the IFN-γ induced expression of chemokines CXCL9 and CXCL10 in 

human tumor cell lines. Although hypoxia (1% O2) markedly inhibited IFN-γ -induced expression 

of CXCL9 and CXCL10 mRNAs in human oral squamous carcinoma cell line, hypoxia had no 

effect on the levels of tyrosine-phosphorylated and nuclear-translocated STAT1.  Furthermore, 
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Chromatin immunoprecipitation assay demonstrated that although STAT1 was recruited to the 

promoter region of the CXCL9 and CXCL10 gene under hypoxia, recruitments of RNA polymerase 

II and coactivator SRC-1 was inhibited under hypoxia.  In the present study, we further 

investigated the mechanisms by which hypoxia down-regulates the IFN-γ-induced CXCL9 and 

CXCL10 gene expression.  IFNγ-induced phosphorylation of STAT1 (Ser727) was 

down-regulated under the hypoxia in HSC-2 cell. However, the inhibitory effect of hypoxia on the 

phosphorylation was not observed in HSC-3 and T98G cells, suggesting that the inhibition of 

STAT1 Ser727 by hypoxia is a cell-type specific phenomenon. Furthermore, U3A cells transfected 

with mutant STAT1 in which Ser727 had been mutated to Glu, which mimics the phosphorylated 

status of Ser727, were also inhibited by hypoxia for the IFN-γ-induced CXCL9 and CXCL10 gene 

expression.  Taken together these results suggest that the inhibition of STAT1 Ser727 does not 

involved in the inhibition of IFN-γ-induced gene expression.   
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１．研究開始当初の背景 

IFNγはヘルパーI 型 T 細胞、NK 細胞に

より産生される抗腫瘍性サイトカインであ

る。この IFNγによる抗腫瘍性は、IFNγ

により活性化される転写因子 STAT1 によ

り誘導される STAT1 依存性遺伝子産物に

より担われている。一方、腫瘍細胞が増大

すると、その増大スピードに見合った血管

新生がなされないために、腫瘍細胞は低酸

素状態に陥る。これまでに低酸素により

IFNγ誘導性遺伝子発現が抑制することを

明らかにしたが、その分子機構の詳細は不

明であった。 

 
２．研究の目的 

これまで IFNγ誘導性ケモカイン CXCL9

および CXCL10 遺伝子における低酸素に

よる遺伝子発現の抑制メカニズムについて

検討を行ってきた。その結果、IFNγによ

り活性化される転写因子 STAT1 のシグナ

ル伝達経路を抑制しないが、コアクチベー

ターや RNAポリメラーゼ IIを含むエンハ

ンセオソーム形成阻害により起こることを

明らかにした。本研究課題では、低酸素に

よる IFNγ誘導性遺伝子の転写抑制に関



与するメカニズムをさらに詳細に検討する

ことを目的とし、STAT1の転写活性にとっ

て必須である Ser727 のリン酸化が低酸素

による抑制に関与しているか否か検討を行

った。 

 
３．研究の方法 

(1) 細胞培養 

 口腔扁平上皮癌細胞 HSC-2、HSC-3 お

よびヒ ト 神 経 膠 芽 腫 細 胞 株 T98G は

10%FBS および 1%ペニシリン／ストレプ

トマイシンを含む RPMI1640 培地にて培

養した。また、STAT1欠損細胞株 U3Aは、

10%FBS および 1%ペニシリン／ストレプ

トマイシンを含む DMEM 培地で培養した。

細胞は、低酸素(1%O2)にて 12時間培養後、

IFNγ(10 ng/ml)にて 8 時間刺激し実験に

供試した。 

 

(2) レンチウィルスベクターの作製 

STAT1 Ser727をアラニンに置換した発現

ベクター(S727A)ならびにセリン残基のリ

ン酸化を模倣するためグルタミン酸に置換

した発現ベクター(S727E)を作製した。 

 

(3) STAT1 Ser727リン酸化の検討 

細胞を所定時間刺激後、Whole cell lysate

を抽出し、抗 STAT1 抗体、抗 STAT1 

Ser727 リン酸化抗体を用いてウェスタン

ブロット法にて検討した。 

 

(4) 遺伝子発現解析 

STAT1欠損細胞株U3A細胞に上記STAT1

野生型および変異型発現ベクターを遺伝子

導入し、48時間後に低酸素および IFNγに

て所定の時間刺激を行い、Total RNAを調

製した。抽出した RNAから cDNAを合成

し、TaqMan Probe を用いて real time 

PCR を行い、mRNA の発現を検討した。

また、低酸素による IFNγ誘導性遺伝子発

現抑制にヒストンアセチル化が関与してい

るか否かを検討するために、トリコスタチ

ン A(1μM)にて 1時間前処理後、低酸素お

よび IFNγにて所定の時間刺激を行ない、

同様の方法で検討した。 

 
４．研究成果 
 

(1) 低酸素による IFNγ誘導性遺伝子発現

抑制に STAT1 Ser727 リン酸化が関与

するかを検討するために、 STAT1 

Ser727 のリン酸化が低酸素により抑

制されるか否かをウェスタンブロット

法により検討した。HSC-2 細胞では低

酸素による STAT1 Ser 727リン酸化の

抑制が認められた。しかしながら、低酸

素による IFNγ誘導性遺伝子の発現抑

制が認められる他の癌細胞株(HSC-3お

よび T98G)では低酸素による STAT1 

Ser 727 のリン酸化抑制が認められな

かった。この結果は、低酸素による

STAT1 Ser 727リン酸化の抑制が細胞

特異的に影響している可能性が考えら

れた。 

 

(2) 次に STAT1 Ser727のリン酸化が IFN

γ誘導性遺伝子発現に影響するか否か

について検討を行なった。すなわち、

STAT1 野生型、STAT1 Ser727Glu お

よび STAT1 Ser727Ala 変異体を有す

るウィルスベクターを作製し、U3A 細

胞に感染させリアルタイム PCR法を行

なった。その結果、Ser727を Gluに変

異させリン酸化状態を模倣した変異体

STAT1 (Ser727Glu)を過剰発現させた

細胞でも、低酸素により IFNγ誘導性

遺伝子発現の抑制が認められた。 

上記(1)および(2)の結果から、低酸素による



IFNγ誘導性遺伝子発現抑制に STAT1 

Ser727 リン酸化の抑制は関与していない

可能性が示唆された。 そこで次に低酸素に

よるCXCL9およびCXCL10遺伝子発現抑

制に関与するメカニズムとしてアセチル化、

脱アセチル化の関与およびメチル化修飾な

どの関与が考えられたのでまずアセチル化

について検討を行った。 

 

(3) 低酸素による IFNγ誘導性遺伝子発現

抑制にアセチル化、脱アセチル化が関与

するか否かを検討するために、ヒストン

脱アセチル化酵素(HDAC)抑制剤であ

るトリコスタチン A (TSA)を用いてリ

アルタイム PCR法により検討した。そ

の結果、TSA 処理により IFNγ誘導性

CXCL9、CXCL10遺伝子発現は抑制さ

れた。 しかしながら低酸素によるこれ

ら IFNγ誘導性遺伝子発現の抑制は回

復しなかった。この結果は、低酸素によ

る IFNγ誘導性 CXCL9、CXCL10遺伝

子発現の抑制に HDACの関与はない可

能性が示唆された。現在は低酸素による

メチル化修飾の関与について検討を行

っている。 
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