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研究成果の概要（和文）：炎症反応や免疫応答には局所の微少環境に存在するサイトカインなど多くの細胞外シグナル
によって調節されている。本研究は、様々な細胞外刺激がケモカインなど炎症性遺伝子の発現をどのようにして誘導す
るのかそのメカニズムの解明を目的としたものである。炎症性サイトカインであるTNFαと IFNγの共刺激によりケモ
カイン遺伝子 CXCL9 (Mig)、CXCL10 (IP-10) の発現は相乗的に誘導されたが、転写活性化因子と転写の律速酵素であ
るRNAポリメラーゼIIとを統合する働きを持つメディエーター複合体  (Mediator complex) CDK8はその発現を負に制御
していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Inflammatory reactions and immune responses are regulated by a diverse array of 
extracellular stimuli such as cytokines in the tissue microenvironment. The purpose of this study is to 
elucidate the mechanisms how the extracellular stimuli induce the inflammatory genes including 
chemokines. Inflammatory cytokines TNFα and IFNγ synergistically induced the expression of chemokine 
CXCL9, CXCL10 genes and the Mediator complex, which functions to integrate transcriptional activators and 
RNA polymerase II, negatively regulated the chemokine gene expressions.

研究分野： 転写制御
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１．研究開始当初の背景  
	 炎症性遺伝子の発現は、サイトカインなど
種々な異なる細胞外刺激のクロストークに
より正負に制御されている。ヘルパー1 型 T
細胞より産生される IFNγとマクロファージ
由来の TNFαは、多くの炎症性遺伝子の発現
調節において協調的に働くことが知られて
いる。IFNγにより誘導されるケモカイン
CXCL9(Mig)および CXCL10	 (IP-10)遺伝子の発
現は、IFNγと TNFαの共刺激により相乗的に
増強する。この相乗的な増強には IFNγによ
り誘導される転写因子 STAT1 と TNFαにより
誘導される転写因子NF-κBがコアクチベータ
ーCBP に結合することによりプロモータ―上
に RNA ポリメラーゼを含む転写活性化因子複
合体を形成することにより誘導される。 
	 CXCL9およびCXCL10は腫瘍組織での血管新
生を抑制し、CD８陽性 T 細胞や NKT 細胞を腫
瘍組織に動員し癌の増殖、浸潤を抑制するこ
とが報告されており、抗腫瘍性ケモカインと
して機能している。また腫瘍局所では腫瘍の
増殖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であることが報告され
ている。これらの知見をもとに我々は低酸素
状態におけるこれら IFNγ誘導性ケモカイン
の発現を検討した結果、CXCL9 および CXCL10
ケモカイン遺伝子の発現抑制が認められた。
この低酸素による遺伝子の発現抑制のメカ
ニズムについてクロマチン免疫沈降法を用
いて検討したところ上記ケモカイン遺伝子
のプロモーター上への RNA ポリメラーゼのリ
クルートが阻害されることによるものであ
った。 
 
２．研究の目的  
 これら一連の結果から複数の細胞外シグナ
ルによるケモカインなどの炎症性遺伝子の
発現制御は、異なる細胞外シグナルにより誘
導される転写活性化因子やクロマチン修飾
因子、コアクチベーター、さらにメディエー
ター複合体と呼ばれる介在因子が複雑な転
写制御システムを構築することにより制御
していると考えられる。これまでに CXCL9 お
よびCXCL10といったIFNγ誘導性ケモカイン
遺伝子の発現に転写活性化因子 STAT1 と
NF-κB さらにコアクチベーター等の複合体の
形成が必要であることを明らかにしたが、転
写活性化因子と RNA ポリメラーゼを統合する
メディエーター複合体	 (Fig.	 1)の役割に関
しては未だ解明されていない。	 	 

	 
そこで本研究は IFNγおよび TNFαにより誘
導されるケモカイン遺伝子 CXCL9、CXCL10 の
発現誘導ならびに低酸素による発現抑制に
おけるメディエーター複合体の役割を解明
することを目的として行った。	 
 
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
ヒトグリア芽細胞腫 T98G 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 RPMI1640 培地にて 24 時間前培養した。
細胞は通常酸素条件下（20%	 O2）ならびに低
酸素条件下（1%	 O2）にて 12 時間培養後、IFNγ
（10	 ng/ml	 GIBCO）と TNFα（10	 ng/ml,	 R&D	 
Systems）にて 8 時間刺激し、実験に供試し
た。	 
	 
(2)遺伝子発現解析	 
	 細胞を所定の時間低酸素条件下で培養し
た後、IFNγ（10	 ng/ml）と TNFα（10	 ng/ml）
で８時間刺激後、total	 RNA を NucleoSpin	 
RNA(Takara)を用いて調製した。抽出した RNA
から cDNA を合成し(SuperScript®	 VILO	 
cDNA	 Synthesis	 Kit,	 Invitrogen) 、
Universal	 Probe(Roche)を用いてリアルタイ
ム定量 RT-PCR を行ない、18S	 rRNA を内在性
コントロールとして mRNA の発現量を検討し
た。	 
	 
(3)タンパク質発現解析	 
	 細胞を IFNγ（10	 ng/ml）と TNFα（10	 ng/ml）
にて所定時間培養後、Whole	 cell	 lysate を
抽出し、SDS-PAGE にて分離、PDVF 膜にトラ
ンスファー後、抗 Med1 抗体,	 抗 Med12 抗体,	 
抗 Med26 抗体、抗 CDK8 抗体（Santa	 Cruz）
を用いてウェスタンブロット法にて検討し
た。	 
	 
(4)siRNA によるノックダウン	 
	 細胞を 6	 well	 plate に播種し、24 時間前
培養後、コントロール	 siRNA	 (scramble	 RNA)
あるいは	 CDK8	 siRNA をトランスフェクショ
ン試薬	 (Dharmacon)と共に混和し、HSC-2 細
胞に導入した。	 siRNAを導入して30時間後、
低酸環境下	 (1%	 O2)あるいは通常酸素環境下
(20%	 O2)で 12 時間培養行い、IFNγ（10	 ng/ml）
と TNFα（10	 ng/ml）で刺激後、total	 RNA あ
るいは Whole	 cell	 lysate を調整した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 メディエーター複合体は構成サブユニ
ットの違いにより、コアメディエーター複合
体とコアメディエーター複合体に CDK8 モジ
ュールが結合したホロメディエーター複合
体が存在する	 (Fig.	 2)。コアメディエータ
ー複合体にはユニークなサブユニットとし
て MED26 が存在しているが、CDK8 モジュール
には CDK8、Cyclin	 C、MED12、MED13 が構成
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Fig. 1  メディエーター複合体と転写制御因子



因子として含まれている。	 
	 

まず始めに、口腔扁平上皮癌細胞株 HSC-2 に
おいてどのようなメディエーター複合体の
サブユニットの発現が認められるか、またそ
の発現がサイトカイン刺激や低酸素などの
影響を受けるのか検討するために、細胞を通
常酸素条件下ならびに低酸素環境下	 (1%	 O2)
で前処理後、IFNγ および TNFα にて刺激し、
Total	 RNA を調製し、Real	 TimePCR 法にて検
討した。その結果、HSC-2 では検討したメデ
ィエーター複合体すべてのサブユニットの
恒常的な発現が認められた。低酸素環境では
Med12 の発現が抑制され(Fig.3A)、逆に Med26
の発現は増強した(Fig.3B)。またIFNγとTNFα
の刺激では Med26 の発現が抑制された。	 (Fig.	 
3B)	 

	 次に、これらメディエーター複合体のサブ
ユニットのタンパク質が実際に細胞内で発
現しているか否かを検討するために、細胞を
mRNA 発現解析と同様に通常酸素条件下なら
びに低酸素環境下	 (1%	 O2)で前処理後、IFNγ
および TNFα にて刺激し 8 時間後に核抽出液
を調製し、ウェスタンブロット法にて検討し
た。その結果、検討したすべてのメディエー
ター複合体のタンパク質発現が認められ、
mRNA レベルと同様の発現動態を示した。	 
	 
(2)	 本研究を実施中にCDK8がIFNγにより誘
導される転写因子 STAT1 の転写活性に必要な
セリン残基	 (Ser727)をリン酸化することが
報告された。そこで CDK8 の IFNγ誘導性ケモ
カイン CXCL9、CXCL10 の発現における役割に
ついて検討を行なった。CDK8 の機能解析を行
なうために、まず CDK8	 siRNA を用いて CDK8
の mRNA レベルでの発現が抑制されるかにつ
いて検討した。CDK8	 siRNA を HSC-2 細胞に遺
伝子導入後、低酸素で 12時間培養を行ない、
CDK8 の発現を Real	 time	 PCR 法にて解析した
結果、コントロール siRNA を遺伝子導入した
場合と比べ、80%以上の抑制が認められた。
次に、タンパク質レベルで発現が抑制される
か否かを上記実験条件と同様の方法にて細
胞に siRNA を導入し、ウェスタンブロット法
にて確認した	 (Fig.4	 )。その結果、CDK8	 
siRNA を遺伝子導入することにより、CDK8 の
発現がタンパク質レベルでも顕著に抑制さ
れていたことから、この条件にて以下の実験
を行なった。	 
	 

(3)	 CDK8 が IFNγおよび TNFαの共刺激によ
り誘導される IFNγ誘導性遺伝子の発現に関
与しているか否かについて検討するために、
上記実験条件にて siRNA を遺伝子導入した細
胞を所定時間 IFNγおよび TNFαにて刺激後
RNA を抽出し，Real	 Time	 PCR 法にて解析し
た。その結果、IFNγ単独刺激で誘導される
CXCL9、CXCL10 遺伝子発現は CDK8 のノックダ
ウンでは抑制されず、逆に増強傾向が認めら
れた	 (Fig.	 5、Fig.	 6)。	 この結果は、CXCL9、
CXCL10遺伝子はSTAT1依存性であるが転写活
性化領域の Ser727 のリン酸化に CDK8 は関与
していない、あるいは CXCL9、CXCL10 遺伝子
の発現に STAT1 の Ser727 のリン酸化は必要
ない可能性が考えられた。	 
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	 次に IFNγ単独刺激による CXCL9、CXCL10
の発現は低酸素で抑制されたが、その発現抑
制は CDK８のノックダウンで回復傾向が認め
られた。さらに IFNγと TNFαの共刺激で誘
導される CXCL9 遺伝子の発現は、CDK8 のノッ
クダウンで増強した。そしてこの相乗的な
CXCL9、CXCL10 遺伝子発現も低酸素により有
意に抑制されたが、この発現抑制は CDK8 を
ノックダウンすることによりほぼ完全に回
復した。	 
	 	 	 これら結果は、IFNγ、TNFαの共刺激に
より誘導される転写因子 STAT1 と NF-κB を介
した CXCL9、CXCL10 遺伝子発現ならびに低酸
素による抑制に CDK8 が負に制御しているこ
とを示唆している。CDK８を介した IFNγと
TNFαの共刺激で誘導される CXCL9 遺伝子の
発現抑制メカニズムとして、CDK8 が RNA ポリ
メラーゼの CTD をリン酸化する事により RNA
ポリメラーゼの転写開始前複合体へのリク
ルートを阻害すること、あるいは CDK8 が転
写制御因子やヒストンをリン酸化する事に
より転写を抑制する可能性が考えられる。今
後これらの可能性について CXCL9、CXCL10 遺
伝子のプロモーター上に CDK8	 がリクルート
されているのか、また RNA	 ポリメラーゼ	 の
CTD のリン酸化状態やメディーエーター複合
体の他のサブユニットのリクルート、ヒスト

ンの修飾に関してもクロマチン免疫沈降法
にて検討する必要がある。	 
	 
(4)	 この CDK8 による負の制御が CXCL9、
CXCL10 以外の IFNγ誘導性遺伝子の発現にも
認められるのか検討するために、CDK8	 siRNA
にてノックダウン後、所定時間 IFNγおよび
TNFαの共刺激を行ない、Real	 time	 PCR 法に
て検討した。その結果、CXCL9、CXCL10 遺伝
子と同様に CDK8 の関与が認められる遺伝子
と CDK8 の関与のない遺伝子群が存在してい
た。これらの遺伝子群はいずれも STAT1 依存
性である事から、その発現制御にはプロモー
タ―/エンハンサー領域における CDK8 以外の
メディエーター複合体サブユニットや他の
転写制御因子が深く関与している可能性が
考えられた。	 
	 
	 今後の予定としては CDK8 が関与するケモ
カイン遺伝子 CXCL9、CXCL10 遺伝子発現にお
ける制御メカニズムを解析してゆくだけで
なく、CDK8 の転写制御に細胞特異性が認めら
れるかなどについても解析を進めて行く。本
研究では口腔癌扁平上皮癌細胞における
CDK8 の役割を検討したが他の固形腫瘍由来
の細胞株においても負の制御に関与してい
るのか、また正常上皮細胞においても腫瘍細
胞と同様の CDK8 による制御機構が存在する
のかなど検討する必要がある。	 
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