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研究成果の概要（和文）：低酸素により細胞の運動能・遊走能が著明に亢進する。従来から我々は低酸素によって細胞
接着分子に大きな変化が誘導されることを解析していたので、本研究においては低酸素によって誘導される接着分子の
うち、この細胞運動能・遊走能の著明な亢進をもたらしている主要な接着分子を同定しようと試みた。本研究で得られ
た成績から、CD44とヒアルロン酸との結合によって媒介される細胞接着系の低酸素による変化が、細胞運動能・遊走能
の著明な亢進の主な動因となっていることが判明した。とくに、ヒアルロン酸の合成と分解に関わる遺伝子の転写が低
酸素誘導因子(HIF)によって誘導されることが重要な役割を演じると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Cellular hypoxia remarkably enhances cellular mobility. In the previous project 
we had found alterations in the expression of various cell adhesion molecules. In the current project we 
intended to identify which adhesion molecule among them is mainly responsible for the enhancement of 
cellular mobility induced by hypoxia. Our results indicated that the changes occurred in the 
CD44-hyaluronan cell adhesion system, especially altered transcription levels of the genes involved in 
the synthesis and catabolism of hyaluronan induced by hypoxia-inducible factor (HIF), are mainly 
responsible for the enhanced cellular motility under hypoxia.

研究分野：医歯薬学
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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。従来から我々は低酸素によって細胞
接着分子に大きな変化が誘導されることを見い
だし、その分子生物学的背景を DNA マイクロア
レイなどによって調査解析してきた(PNAS 101: 
8132, 2004)。その結果これまでに、フィブロネク
チンへの接着に関与する遺伝子、 ITGA5 と
SDC4 が低酸素により強く誘導されることを見い
だした。また、低酸素によりフコース転移酵素
FUT7、シアル酸転移酵素 ST3O、UDP-ガラクト
ーストランスポーターUGT1、シアル酸トランスポ
ーターSialin などの遺伝子が強く誘導されること
を見いだした (Cancer Res. 66: 2937, 2006、
BBRC, 357: 537, 2007、FEBS Lett. 584: 1872, 
2010 など)。これらはセレクチンを介した細胞接
着においてセレクチンの特異的リガンドの合成
を誘導する。またごく最近我々は、低酸素による
ヒアルロン酸代謝酵素の強い誘導を見いだし
た。 
 細胞接着分子の多くは膜蛋白質であり、その
一部は特定の脂質ラフトに局在することが判明
している。ラフトの変化は間接的に細胞接着分
子の機能に影響を与えると考えられる。
HPLC-ESI-MS/MS 解析を用いた我々の以前の
研究の結果、細胞膜の脂質組成も低酸素によっ
て大きく変化することが判明している(FEBS Lett. 
584: 1872, 2010 など)。とくに、細胞膜の主成分
であるグリセロ脂質のみならず、ラフトの主成分
であるスフィンゴ脂質の組成にも大きな変化が
見られている。脂質合成系にはとくに酸素を基
質として要求する酵素が少なからず存在するた
めと考えられる。グリセロ脂質からはプロスタグラ
ンジン／ロイコトリエン／LPA など、またスフィン
ゴ脂質からはセラミド／スフィンゴシン-1-リン酸な
どの生理活性物質が産生されることから、低酸
素による細胞膜脂質の変化も低酸素に伴う細胞
運動能・遊走能の亢進において重要な役割を
演じる可能性があると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、低酸素による細胞の運動
能・遊走能の著明な亢進のメカニズムを解析す
ることである。上記の如く我々はこれまでに、三
大細胞接着分子系、すなわちセレクチン/糖鎖リ
ガンド系、CD44/ヒアルロン酸系、フィブロネクチ
ン/シンデカン-インテグリン接着系のすべてにわ
たって、転写因子 hypoxia inducible factor (HIF)
による細胞接着分子遺伝子の転写誘導の結果、
大きな変化が起こることを解析してきた。これら
のうちどの接着分子システムが特に低酸素に伴
う細胞運動能・遊走能の著明な亢進に関与する
かを同定する事が本研究の目的である。あわせ
て、低酸素に伴う細胞膜脂質の変化を解析し、
これら脂質が低酸素に伴う細胞運動能・遊走能
の亢進に寄与する可能性を検索する。 
 
３．研究の方法 
 低酸素による細胞接着分子の発現変化は特
異抗体を用いたフローサイトメトリーおよび接着

分子遺伝子の RT-PCR により解析した。転写調
節機構の解析にはリポーターアッセイおよび
ChIP 法を用いた。低酸素による細胞膜の脂質
組成の変化の解析は TLC および質量分析法に
より行った。細胞運動能の測定は Boyden チェン
バー法および創傷治癒アッセイにより行った。 
 
４．研究成果 
 低酸素により誘導される接着分子をコードする
遺伝子の shRNA を培養細胞に導入して、低酸
素における細胞の運動能の変化を測定すること
により、特に CD44 とその特異的リガンドであるヒ
アルロン酸糖鎖との結合を介した細胞接着に関
与する分子が重要な役割を演じることが明らか
になった。 
 我々の用いた細胞では、CD44 遺伝子の転写
は低酸素によって変化しなかった。これに対して、
ヒアルロン酸糖鎖の合成と分解を行う酵素の遺
伝子の一部には低酸素による転写誘導が観察
された。この結果に基づき、ヒアルロン酸糖鎖の
合成と分解を行う酵素の遺伝子について、その
転写調節機構をさらに解析した。 
 調節領域のシクエンスの解析から、これらヒア
ルロン酸合成酵素およびヒアルロン酸分解酵素
の遺伝子については、5'調節域にそれぞれ複数
の HIF-1α結合可能領域が存在していた。調節
領域をクローニングしてこれらの部位を欠失ある
いは変異したコンストラクトを作成してレポーター
アッセイを行ったところ、それぞれについて各一
個の主要な低酸素反応エレメント、hypoxia 
responsive element （HRE）を同定することが出
来た。両遺伝子とも、低酸素下の培養によって
HIF-1αが 5'調節領域に結合することが ChIP ア
ッセイによって確認された。以上から、これらの
遺伝子が HIF によって転写誘導されることが確
認された。 
 従来から我々は低酸素の細胞運動能・遊走能
に対する影響の測定には Boyden チェンバー法
を用いた方法を用いてきたが、本研究では感度
および定量性の向上を目指して創傷治癒アッセ
イ（Wound Healing Assay、スクラッチアッセイ）に
よる測定をも合わせて試みた。この測定法にお
いても低酸素によって細胞運動能・遊走能の亢
進が観察され、ヒアルロン酸糖鎖の合成と分解
を行う酵素の遺伝子に対する shRNA 導入細胞
では抑制される傾向が観察された。この方法で
は顕微鏡観察が可能であるので、遊走の過程を
ビデオ撮影することに成功した。しかし両方法に
よるアッセイの感度と定量性を比較すると、低酸
素に関わる実験の場合は Boyden チェンバー法
のほうが創傷治癒アッセイよりも優れていた。こ
の理由は、おそらく低酸素によって産生された
遊走物質の濃度勾配が、細胞遊走能の亢進に
おいて重要な因子となっているためであると考え
られた。また、ヒトのヒアルロン酸分解酵素には
基質特異性がヒアルロン酸の鎖長に依存する数
種のアイソザイムが存在する。異なる鎖長の蛍
光標識ヒアルロン酸基質を用い、それぞれのア
イソザイムのリコンビナント酵素を標準物質として、
アイソザイム別に酵素活性を測定するための活



性測定系の樹立を試みた。 
 あわせて低酸素に伴う細胞膜脂質の変化を解
析し、グリセロ脂質およびスフィンゴ脂質の組成
に興味深い変化を見いだした。これらの変化の
細胞運動能の亢進に対する貢献についての検
討は今後の研究課題である。 
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