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研究成果の概要（和文）：腫瘍局所で認められる低酸素環境が、癌細胞のIFNγ誘導性CXCL9, CXCL10遺伝子の発現を抑
制し、その発現抑制はコアクチベーターSRC-1、RNAポリメラーゼIIのプロモータ―上での複合体形成阻害により起こる
こと、一方HIF-1α、ヒストンのアセチル化修飾は関与していないことを明らかにした。今回、HIF-2α、メチル化転移
酵素、メディエーター複合体の関与について検討した結果、活性型HIF-2αの強制発現によりCXCL9遺伝子のプロモータ
ー活性が抑制された。またメチル化転移酵素、メディエーター複合体構成因子のmRNAの構成的な発現が認められ、低酸
素によりMED12の発現抑制が認められた。

研究成果の概要（英文）：We have previously shown that hypoxia down-regulated the IFN-induced expression of
 chemokine CXCL9 and CXCL10 genes in human tumor cell lines.  We have explored the mechanisms by which hyp
oxia down-regulates the IFN-induced gene expressions and found that although HIF-1 was not involved in the
 transcriptional repression of the IFN-induced genes, recruitments of Pol II, coactivator SRC-1 were inhib
ited under the hypoxia.  In this study, we investigated potential involvements of HIF-2, histone methylati
on at the promoter region of the CXCL9 genes, and mediator complex that participates in the recruitment of
 Pol II for the hypoxia-mediated transcriptional repression.  Over expression of an active form of HIF-2 i
n HEK293 cells inhibited the CXCL9 promoter activity, suggesting that HIF-2 negatively regulates CXCL9 exp
ression. Real-time  RT-PCR analysis showed that constitutive expressions of mRNAs for methyltransferase an
d members of mediator complex were observed in HSC-2 cells.  
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１．研究開始当初の背景 
IFNγ誘導性ケモカイン CXCL9 および

CXCL10 は活性化ヘルパー１型 T 細胞 

(Th1)、NK 細胞に対するケモカインであり、

また血管新生抑制作用も有している抗腫瘍

活性を持つケモカインである。腫瘍細胞が組

織内で増殖するためには、血液からの酸素、

栄養供給が必要であるが、腫瘍細胞の増殖ス

ピードに見合った血管新生が伴わないため、

腫瘍内部は低酸素状態となっている。我々は、

この低酸素環境が腫瘍局所での免疫担当細

胞の抗腫瘍活性や癌細胞のシグナル伝達、遺

伝子発現に影響を与えるのではないかとい

う仮説のもと、IFNγ誘導性ケモカインの発

現について検討を行ってきた。これまでに、

低酸素がケモカイン CXCL9、CXCL10 など

の IFNγ誘導性遺伝子の発現を抑制するこ

と、この遺伝子発現の抑制機構は IFNγ刺激

に よ っ て 誘 導 さ れ る STAT1 (signal 

transducer and activator of transcription 1)

のプロモータ―/エンハンサーへのリクルー

トの抑制ではなく、RNAポリメラーゼ II（Pol 

II）およびコアクチベーター CBP (CREB 

binding protein), SRC-1 (steroid receptor 

coactivator-1)のリクルートの抑制によるこ

とを明らかにしてきた。一方、低酸素により

誘導される転写因子 HIF-1α  (hypoxia 

inducible factor-1) およびヒストンのアセチ

ル化修飾は関与していないことなどを明ら

かにしてきた。 
 
２．研究の目的 
これまでの結果から、低酸素による IFNγ誘

導性遺伝子発現の抑制が、プロモーター上で

の Pol II やコアクチベーターを含む複合体形

成の阻害により起こる可能性が示唆された。

しかしながら低酸素がどのようなメカニズ

ムにより転写複合体形成を阻害するかにつ

いてその詳細は不明のままである。そこで、

本研究課題では、低酸素による IFNγ誘導性

遺伝子の発現抑制のメカニズムのさらなる

解明を目指し、低酸素により誘導される転写

因子 HIF-2αの関与、低酸素によるヒストン

のメチル化修飾および Pol II のリクルートや

転写開始複合体の安定化に関与しているメ

ディエーター複合体の低酸素による影響に

ついて検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 

HEK293 細胞は、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。また口腔扁平上

皮癌細胞HSC-2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。細胞は低

酸素（1 % O2）にて 12 時間培養後、IFN

γ（10 ng/ml）にて 8 時間刺激し、実験

に供試した。 

 

(2) ルシフェラーゼアッセイ 

HEK293 細胞に HIF-2α発現ベクターお

よび CXCL9 プロモーター領域を含むル

シフェラーゼコンストラクトを遺伝子導

入し、24 時間後に低酸素で 12 時間培養

し IFNγにて刺激した。8 時間後に細胞抽

出液を作製し、ルシフェラーゼアッセイ

を行なった。 

 

(3) HIF-2α発現ベクターおよび HIF-2α 

miRNA レンチウィルスベクターの作製 

活性型 HIF-2α発現ベクターおよび 

HIF-2αのノックダウンを目的とした

HIF-2αsiRNA レンチウィルスベクター

を作製した。 

 

(4) 遺伝子発現解析 

細胞を所定時間刺激後、total RNA を調製

した。抽出した RNA から cDNA を合成

し、TaqMan Probe を用いてリアルタイ

ム定量 RT-PCR を行ない、mRNA の発現

を検討した。 



 
４．研究成果 

(1) 低酸素により誘導される転写因子 HIF-2

αの関与を検討するために、HEK293 細

胞に活性型 HIF-2α発現ベクターおよび

CXCL9 プロモータ―領域を含むルシフ

ェラーゼレポーターコンストラクトを遺

伝子導入し、ルシフェラーゼアッセイを

行なった。その結果、HIF-2αの強制発現

により IFN γによって誘導された

CXCL9 のプロモータ―活性が低下した。 

一方、活性型 HIF-1αの強制発現では抑

制作用は認められなかった。この結果か

ら、HIF-2αが CXCL9 遺伝子の発現を負

に制御している可能性が示唆された。そ

こで口腔扁平上皮癌細胞株HSC-2細胞を

用いて同様の実験を行なったが、遺伝子

導入効率が悪いことから安定した結果が

得られなかった。そのためレンチウィル

スベクターによる遺伝子導入系を用いる

実験計画に変更し、現在、解析を行って

いる。 

 

(2) HSC-2 細胞において CXCL9 遺伝子の発

現抑制に HIF-2αが関与しているかをさ

らに検討するため、miRNA によるノック

ダウンにより検討する目的で、HIF-2α 

miRNA な ら び に negative control 

miRNA 発現レンチウィルスベクターを

作製した。選択した 3 種類の miRNA の

配列の抑制効率を検討するためリアルタ

イム PCR 法にて HIF-2α mRNA の発現

を検討したところ、抑制率はいずれも

30%程度であり、期待した抑制が得られな

かった。作製した HIF-2α miRNA を

HSC-2 細胞にトランスフェクションし、

低酸素による IFNγ誘導性 CXCL9 の抑

制効果に及ぼす影響を検討したところ、

ノックダウン効率が悪いことから低酸素

による抑制作用に対する有意な影響は認

められなかった。現在、他の miRNA の

配列の検討ならびに複数の siRNA を用い

たノックダウン実験を検討している。 

 

(3) メチル化転移酵素およびメディエーター

複合体が IFNγ誘導性遺伝子の発現抑制

に関与するか否かを検討するために、ま

ずHSC-2細胞におけるメチル化転移酵素

（PRMT-1 および CARM1）およびメデ

ィエーター（CDK8, MED12, MED13, 

MED26, Cyclin C）の発現をリアルタイ

ム RT-PCR 法にて解析を行なった。その

結果、これらメチル化転移酵素およびメ

ディエーター  複合体の構成的な mRNA

発現が認められ、低酸素により MED12 

mRNA の発現抑制が認められた。現在、

メチル化転移酵素およびこれらメディエ

ーター複合体構成因子の CXCL9 遺伝子

のプロモーターへのリクルートに対する

低酸素の影響、ならびにこれら諸因子の

機能解析を行っている。 
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