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要旨 
 

悪性固形腫瘍には、酸素拡散が局所的に制限された低酸素領域が見られ、その大きさはがん患

者の予後不良と相関する。酸素依存的な抑制制御を受ける転写因子の低酸素誘導因子 hypoxia-

inducible factor 1 (HIF-1)が、低酸素下で抑制制御機構の破綻に伴って活性化し、がんの悪性形

質に関連する遺伝子群の発現を誘導して腫瘍悪性化を促進していると考えられている。加えて、

近年は HIF-1を活性化する様々な因子群も報告されており、所属研究室では Zinc finger and BTB 

domain-containing protein 2 (ZBTB2)を HIF-1 活性化因子として同定した。しかし、ZBTB2 による

HIF-1活性化経路を制御する機構や、ZBTB2によるHIF-1活性化が低酸素環境下で果たす役割

は完全には明らかでなかった。本研究では、第一に、ZBTB2によるHIF-1活性化経路の詳細な分

子機構解明を通じて、ZBTB7Aが ZBTB2による HIF-1活性化を抑制することを見出し、その分子

機構の解明に取り組んだ。さらに、ZBTB2による HIF-1活性化が、ゲノム DNA損傷時の DNA損
傷応答 (DNA damage response: DDR)を抑制し、低酸素環境下でがんの悪性形質であるゲノム不

安定性を亢進させる役割を持つことを見出した。 

まず本研究では、ZBTB2による HIF-1活性化分子機構の解明に取り組んだ。初めに、ZBTB2 と

複合体形成する因子を共免疫沈降実験と質量分析 (LC-MS/MS)を組み合わせて解析し、HIF-1

活性化能を持つ Poly ADP-ribose polymerase 1 (PARP1)を同定した。そこで、ZBTB2が PARP1 と

協調して HIF-1 を活性化すると考え、共免疫沈降実験や HIF-1 活性を解析するレポーターアッセ

イを行った。その結果、ZBTB2 が PARP1 と HIF-1α (HIF-1 の主要制御サブユニット)の複合体形

成を促進し、PARP1 を HIF-1 活性制御に動員して HIF-1 を活性化することを見出した。次に、

PARP1の寄与を足がかりに、ZBTB2によるHIF-1活性化を制御する内在性因子の同定を試みた。

具体的には、PARP1 や ZBTB2 と複合体を形成しうる因子を探索して ZBTB7A を同定した。共免

疫沈降実験を通じて ZBTB7Aが ZBTB2 と複合体を形成することが、またスプリットルシフェラーゼ

相補アッセイを通じて ZBTB7Aが HIF-1活性化に必要な ZBTB2ホモ二量体形成を阻害すること
が分かった。さらに、ZBTB7AがHIF-1活性に与える影響をHIF-1活性レポーターやZBTB2-HIF-

1 経路下流遺伝子の発現量、および低酸素下での細胞増殖を元に検証した結果、ZBTB7A が

ZBTB2 による HIF-1 活性化を抑制的に制御することを見出した。最後に、がんゲノム情報の公共

データベース The Cancer Genome Atlas (TCGA)を用いた解析により、ZBTB7Aの腫瘍内低発現

と生命予後不良の相関を見出した。以上から、ZBTB2 による HIF-1活性化の分子機構と、同機構

を抑制的に制御する因子として ZBTB7Aを同定した。 

次に、ZBTB2による HIF-1活性化が低酸素環境下で果たす役割を検討した。具体的には、HIF-

1活性化において ZBTB2 と協働する PARP1が古典的には DDRの中心的因子であることを踏ま

え、ZBTB2が PARP1 を HIF-1活性制御へ動員した時に PARP1の DDRへの寄与が変化するの

ではないかと考えた。そこで、ZBTB2が低酸素下で PARP1の DDR活性に与える影響を、PARP1

が駆動するポリ ADP リボシル修飾や下流因子 DNA damage-binding protein 2 (DDB2)の動態を元

に評価した。その結果、低酸素下で ZBTB2が PARP1をHIF-1活性制御へ動員すると、PARP1の
DDR 活性が低下することを見出した。さらに、DDR の活性低下は腫瘍のゲノム不安定性を引き起
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こすことから、TCGA解析を通じて定量できる腫瘍組織内の変異数をゲノム不安定性の指標と見な

し、ZBTB2の腫瘍内発現量とゲノム不安定性の関連性を評価した。その結果、in vitroの解析結果

と一貫して、低酸素誘導因子群の発現量が高く腫瘍内に低酸素画分が多いと考えられる腫瘍組

織において、ZBTB2 発現量とゲノム不安定性が正に相関することを認めた。以上の結果は、

ZBTB2が PARP1 を HIF-1依存的な低酸素応答機構へ動員した場合に、PARP1の DDR活性が

減弱し、がん細胞のゲノム不安定性が亢進することを示している。 

以上のように、本研究で私は、PARP1 と ZBTB7A による ZBTB2-HIF-1 経路の活性制御機構を

明らかにした。また、ZBTB2-HIF-1経路が腫瘍悪性化において果たす役割として、PARP1のDDR

活性を低下させることによる低酸素がん細胞のゲノム不安定化現象を明らかにした。 
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略語表 
 

BRCT  BRCA1 C-terminal domain 

BTB  broad-complex, tramtrack, and bric-a-brac 

CC  catalytic center 

CDS  coding sequence 

CMV  human cytomegalovirus 

DBD  DNA binding domain 

DDB2  DNA damage-binding protein 2 

DDR  DNA damage response 

DSB  double strand break 

EV  empty vector 

EF-1α  elongation factor 1α subunit 

GO  gene ontology 

HIF  hypoxia-inducible factor 

HRE  hypoxia responsive element 

IP  immuno-precipitation 

IQR  interquartile range 

KO  knock-out 

MCS  multiple cloning site 

NTD  N-terminal domain 

ODD  oxygen-dependent degradation 

PAR  poly-ADP ribose 

PARP1  poly-ADP ribose polymerase 1 

PAX8  paired box 8 

PHD  prolyl-4-hydoroxylase 

POZ  poxvirus and zinc finger 

PRKDC  protein kinase, DNA-activated, catalytic subunit 

shRNA  short hairpin RNA 

siRNA  small interfering RNA 

SNP  single nucleotide polymorphism 

SSB  single strand break 

STC1  stanniocalcin 1 

TAD  trans-activation domain 

TCGA  The cancer genome atlas 
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TK  thymidine kinase 

UAS  upstream activation sequence 

UV  ultra violet 

VHL  von Hippel-Lindau tumor suppressor 

WB  Western blotting 

WCL  whole cell lysate 

WGR  tryptophan (W), glycine (G), arginine (R) 

XRCC5  x-ray repair cross complementing 5 

XRCC6  x-ray repair cross complementing 6 

ZBTB2  zinc finger and BTB domain-containing protein 2 

ZBTB7A  zinc finger and BTB domain-containing protein 7A 

ZF  zinc finger 
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1-1. 低酸素誘導因子(Hypoxia-inducible factor 1)と低酸素生物学 
低酸素誘導因子 hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1)の主要制御サブユニット HIF-1αは、1992年

に G.L. Semenza氏により低酸素依存的に Erythropoietin (EPO)の発現を誘導する転写因子として

同定された 1。HIF-1αはHIF-1のもう一つの主要制御サブユニットであるHIF-1βとヘテロ二量体を

形成し、細胞の低酸素環境への適応応答に対して中心的な役割を果たすと考えられている 2,3。

HIF-1αの基本構造はN末端から、HIF-1βとのヘテロ二量体形成とDNA結合に関わるbasic helix-

loop-helix (bHLH)ドメイン、Per-Arnt-Sim (PAS)ドメイン、後述する翻訳後修飾に関わる Oxygen-

dependent-degradation (ODD)ドメイン、転写活性化に関わる N-terminal transcriptional activation 

domain (NTAD)・C-terminal transcriptional activation domain (CTAD)から構成される (Fig 1.1A)。

そして、二つの酸素要求性の水酸化酵素が関わる翻訳後修飾によってタンパク質安定性と転写活

性化能が制御されていることが知られている  (Fig 1.1B)。一つはプロリン水酸化酵素 Prolyl 

hydroxylase domain-containing protein 2 (PHD2)による ODD ドメイン中の 402位、564位のプロリン

残基の水酸化修飾である。この水酸化修飾はユビキチンリガーゼ von Hippel-Lindau tumor 

suppressor (VHL)によって HIF-1αの分解シグナルとして認識され、HIF-1αへのユビキチン化修飾

と 26Sプロテアソームでの分解に寄与する 4-6。もう一方の修飾は、アスパラギン水酸化酵素 Factor 

inhibiting HIF-1 (FIH-1)による CTAD中の 803位のアスパラギン残基の水酸化修飾である 7。803

位の水酸化修飾はHIF-1α とその活性化因子であるヒストン脱アセチル化酵素 p300/CBP との相互

作用を阻害し、HIF-1αの転写活性を抑制する。つまり、通常酸素環境下ではHIF-1αはタンパク質

の安定性レベルと活性レベルの二段階で抑制的制御を受け、活性を非常に低い状態に保たれて

いる。しかし、低酸素環境下ではこれらの酸素要求性の水酸化酵素活性が顕著に減少するため、

抑制的調節機構が解除される。この状況下で、HIF-1αは安定的に発現し、核内に移行すると恒常

的に発現する HIF-1β とヘテロ二量体を形成して 8低酸素応答領域 Hypoxia responsive element 

(HRE)をプロモーター領域に含むさまざまな遺伝子群の発現を亢進させ、細胞の低酸素環境への

適応応答に関わる 2,3。さらに低酸素誘導因子には上述した HIF-1α に加えて、HIF-2α、HIF-3α も

存在し、いずれも細胞の低酸素適応応答へ関与することが報告されている。そして、このような

HIF-1α を介した低酸素環境への適応応答は、血中の酸素濃度低下の検知による赤血球産生の

誘導や、骨髄中の幹細胞ニッチにおける造血幹細胞の形質維持など組織・個体レベルでの酸素

恒常性維持に関わる。特に 2020年に FDAにより HIF-1α活性化による EPO産生誘導を目的とし

た経口剤の PHDs 阻害薬 Roxadustat (Evrenzo®)が承認され 9、腎性貧血患者に対して臨床応用

に至った。これまで同疾患への治療は静注の EPO 製剤による赤血球産生誘導が標準療法であっ

たため、経口剤の開発は患者の QOL向上に寄与している。 

 

HIF-1 活性が亢進する低酸素環境は、生理的条件のみならず病理的な悪性固形腫瘍にも生じる
10,11。これは、腫瘍成長過程において腫瘍細胞増殖が血管新生を上回るため、酸素供給と酸素消

費の間に不均衡が生じるためである。およそ腫瘍血管から 70 μm程度離れた領域が低酸素環境と

なる 12 (Fig 1.2A)。そして、これまでの臨床研究から腫瘍内低酸素はがんの悪性形質や患者予後
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不良に相関することが報告されている 13,14。腫瘍内低酸素環境で安定化、そして活性化した HIF-

1α が、血管新生の亢進や代謝リプログラミング、がん細胞の転移・浸潤能の獲得、腫瘍免疫の抑

制的調節、がん幹細胞性の獲得、薬剤耐性の獲得等の悪性腫瘍のホールマークに関わるような

下流遺伝子群の発現を亢進させることが要因と考えられている 15-17。 

加えて近年では、酸素依存的な古典的 HIF-1α の活性制御機構に加え、多くの因子が HIF-1 活

性化因子として働いて腫瘍悪性化に関わることも報告されている。所属研究室で同定された HIF-1

活性化因子を例に挙げると、Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1 (UHHL1)は、HIF-1α と複合

体形成すると HIF-1α を脱ユビキチン化して HIF-1α を安定化させて、がん細胞の転移・浸潤能を

亢進させる機能を有する 18。UCHL1 の腫瘍組織における高発現ががん患者の予後不良と正に相

関することが明らかとなっている 18。また、Period circadian clock 2 (PER2)は HIF-1α と複合体形成

すると、HIF-1αのプロモーター領域への結合能を増強させてHIF-1活性化因子として働く 19。その

他にも、同様の作用機序を持つ因子や HIF-1α と物理的に相互作用して HIF-1α 結合プロモータ

ー領域のヒストンメチル化修飾 20、HIF-1α と RNA polymeraseⅡ複合体の RNAポリメラーゼ伸長反

応を増強させる 21,22HIF-1活性化因子がこれまでに多く報告されている (Fig 1.2B)。 

 

このように、HIF-1α について、酸素要求性の古典的 HIF-1α の抑制的制御機構を代表にその制

御機構が解明されているが、腫瘍内低酸素における HIF-1αの役割や非古典的 HIF-1α制御機構

は未だ研究段階で解明されていない点も多い。さらに HIF-1αを標的としたがん治療 23も未だ開発

段階であり、腫瘍内低酸素を介した腫瘍悪性化の理解や治療開発向けて更なるHIF-1α研究が求

められている。 
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Fig 1.1. HIF-1α古典的制御機構 
A) HIF-1αの基本構造図。B) 通常酸素下および低酸素下における酸素依存的な古典的 HIF-1α制御機構。通常
酸素下での PHDsによる HIF-1α水酸化修飾は HIF-1α タンパク質の分解を促進し、FIH-1による HIF-1α水酸化
修飾は HIF-1α と転写活性化因子 p300/CBP間の相互作用を阻害し、HIF-1活性を低レベルに保つ。低酸素下で
はこれらの抑制的調節機構が解除され、HIF-1αは HIF-1β とヘテロ二量体を形成したのちに、低酸素応答領域を
プロモーター領域に持つ HIF-1下流遺伝子群の発現を誘導する。 
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Fig 1.2. 腫瘍内低酸素および HIF-1α非古典的制御機構 
A) 腫瘍血管から離れた領域に生じる低酸素環境。B) 非古典的 HIF-1α制御機構の概念図。HIF-1αの脱ユビキ
チン化による HIF-1α タンパク質安定性亢進や HIF-1αの DNA結合能の亢進、低酸素応答領域周辺のヒストン修
飾、RNAポリメラーゼの伸長反応を正に制御する因子が HIF-1活性化因子として働くことが報告されている。 
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1-2. DNA損傷応答の生物学  
DNA損傷応答 （DNA damage response： DDR)とは、活性酸素や複製エラーなどの内因性ストレ

ス、放射線や紫外線・化学物質などの外因性のストレスによって細胞のゲノム DNA が損傷を受け

た際に、ゲノム恒常性を維持するための応答である。DNA損傷の検知から細胞周期の停止、損傷

修復などが DDR に含まれる。DNA の二本鎖切断や一本鎖切断、紫外線により生じるピリミジン二

量体等の核酸付加体などに代表されるそれぞれの DNA 損傷に応じて様々な因子が損傷の検知

や修復反応に寄与する 24。 

 

DDR の重要性は、多くのがんにおいて DDR の活性を低下させる DDR関連遺伝子への変異が

観察されることから明らかである 25。例えば、相同組み換え修復で働く Breast cancer susceptibility 

gene 1 (BRCA1)や BRCA2 の機能喪失変異は、乳癌や卵巣癌・前立腺癌・膵臓癌で高頻度に観

察され、BRCA1 に変異を有する女性の 72%が 80 歳までに乳癌を発症すると報告されている 26。

さらに、ミスマッチ修復で働くMutL homolog 1 (MLH1)・MutS homolog 2 (MSH2)・MSH6の機能喪

失変異や同遺伝子プロモーター領域の高メチル化は、主に大腸癌患者で観察され、リンチ症候群

として認識されている 25。このように、DDR によるゲノム恒常性の維持は生体恒常性維持に重要で

あり、DDR 活性の低下は、ゲノム不安定性としてがんのホールマークの一つとして追加された 27。

そして、これまではがん細胞における DDR活性の低下は、放射線治療や細胞障害性抗がん剤へ

のがん細胞の高感受性につながるものと考えられてきたが、近年では、DDR 活性の低下はゲノム

不安定性の亢進を伴って、腫瘍組織の細胞集団の不均一性を亢進させて環境への適応能や治

療抵抗性の高い細胞を生じさせるために腫瘍悪性化に繋がるとも考えられている 27。がんのゲノム

不安定性を促進する分子基盤の理解やゲノム不安定性が亢進したがんの克服が求められている。 

 

このような状況下、近年ではゲノム不安定性が亢進したいくつかのがんに対して特定の治療が奏

功することが報告されている。例えば、上述した BRCA 遺伝子を欠損するがんは、PARP1 の酵素

活性阻害剤に高感受性となり、PARP 阻害剤は現在までに乳癌や卵巣癌・前立腺癌・膵臓癌の治

療薬として承認されている 25,28。PARP阻害下での一本鎖DNA切断損傷修復不全が二本鎖DNA

切断損傷へと発展すると、BRCA 欠損細胞は二本鎖切断損傷を修復できないため、PARP阻害剤

に高感受性となると報告されている。さらに、ミスマッチ修復不全のがんの場合、免疫チェックポイ

ント阻害剤が劇的に奏功する可能性が見出され、同治療がミスマッチ修復不全をきたす進行性大

腸癌に承認されている 25,29。ミスマッチ修復不全が引き起こすがん変異の増大に伴ってネオ抗原

が増加し、免疫チェックポイント阻害剤下で腫瘍免疫応答が増強することが治療奏功につながって

いると考えられている。このように、DDR の理解は、新規がん治療法確立につながっており、さらな

る DDRの分子基盤解明が求められている。 

 

さらに、DDR と本研究で扱う低酸素応答の関わりも報告されている。近年の報告では例えば、

DDR 関連因子が HIF-1 活性化因子として働くことが報告され、DDR 関連因子 PARP1 や X-ray 
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repair cross complementing 5 (XRCC5) (別名:Ku80)や XRCC6 (別名:Ku70)、Protein kinase, DNA-

activated, catalytic subunit (PRKDC) (別名:DNA-PKcs) が注目されている 30-33。PARP1は、一本

鎖切断をはじめとする DNA 損傷時に DNA 損傷部位へ集積すると、同様に損傷部位に集積する

様々な損傷修復エフェクター因子をポリ ADP リボシル化修飾して損傷修復を促進させる因子であ

る 34。この様なDDRにおける機能に加えて、PARP1はHIF-1α と複合体を形成するとHIF-1αの下

流遺伝子プロモーター領域への結合を促進し、HIF-1活性化因子として特定の遺伝子発現を増強

する機能を有することも明らかにされている 30,31 (Fig 1.3A)。また、XRCC5・XRCC6・PRKDC も、二

本鎖 DNA 損傷時に DNA 損傷部位へ集積する因子であり、その機能として DNA 切断損傷末端

の保護や切断損傷末端の平滑化を担う Artemis ヌクレアーゼの活性化を介して非相同末端結合

修復 Non-homologous end joining (NHEJ)を促進することが報告されている 35。PARP１と同様に

XRCC5・XRCC6・PRKDCの三者の複合体も HIF-1α と複合体を形成し、その結果として RNAポリ

メラーゼの伸長反応を促進させて HIF-1αの転写活性化能を活性化することが報告されている 32,33 

(Fig 1.3B)。さらにこの様な DDR 関連因子が低酸素応答に及ぼす影響とは逆に、低酸素刺激が

DDR 活性に及ぼす影響に関して、低酸素刺激によってゲノム不安定性が誘導され、ゲノム DNA

に変異が蓄積する現象が古くから報告されてきた 36。その機序として、低酸素下で起こる複製ストレ

スや再酸素化による活性酸素産生を通じた DNA 損傷ストレスの増加や、相同組み換え修復経路

を代表としたDDR関連因子群の発現低下によるDDR活性の低下が指摘されている 37-38。しかし、

DDRと低酸素応答の関わりは未だ研究段階である。例えば、低酸素下におけるゲノム不安定性亢

進に関して、未だその分子機序の全容や、低酸素環境への適応応答を担うHIF-1がゲノム不安定

性亢進へどのように関わるかは未だ完全には明らかではない。 

 

このように、DDR 研究においては DDR に関わる因子群の機能研究から、発がんや腫瘍悪性化

への関連性に着目した様々な研究が行われている。そして近年は、DDR 研究を活用したがん治

療への応用も進み、さらなる DDRの理解が求められている。 
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Fig 1.3. DDR と低酸素応答のクロストーク 
A) DDR関連因子 PARP1は一本鎖 DNA損傷修復に働くと共に HIF-1αの転写活性を制御する。B) DDR関連
因子 XRCC5・XRCC6・PRKDCは二本鎖 DNA損傷修復に働くと共に HIF-1αの転写活性を制御する。 
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1-3. Zinc finger and BTB domain-containing protein 2 (ZBTB2)  
 ZBTB2 は、N 末端側にタンパク質間相互作用を担う BTB/POZ ドメインと C 末端側に 4 つの

C2H2 型 Zinc finger (ZF)ドメインを有し、49の因子から構成される BTB-Zinc finger (BTB-ZF)ファ

ミリーに属するタンパク質である (Fig 1.4A)。一般に BTB-ZFファミリーは、BTB ドメインを介して転

写抑制因子や活性化因子と相互作用し、転写を調節する働きを有する 41。ZBTB2 は、これまでに

p53経路の抑制的調節 42に加え、DNA非メチル化領域やクロマチンリモデリング因子・ヒストンシャ

ペロン因子との結合能を以て多能性幹細胞の分化に関わる 43-45 ことが報告されていた。さらに、

ZBTB2は HIV-1ウィルス複製を抑制的に制御すると共に、HIV-1ウィルスの Vprによって DDR関

連キナーゼATRが活性化するとZBTB2局在が核から細胞質へ変化することが報告されている 46。

このように、ZBTB2 が持つ転写制御での役割や、幹細胞分化での役割、DDR との関わりがこれま

でに示されていた。 

この現状のなか、所属研究室では上述した非古典的 HIF-1制御機構解明研究の中で ZBTB2を

HIF-1 活性化因子として同定した。具体的には、HIF-1 の制御下に薬剤耐性遺伝子 (Blasticidin 

resistant gene)を発現するスクリーニング系を樹立し、通常酸素環境下で抑制制御を受ける HIF-1

が、cDNA ライブラリの導入によって HIF-1 活性化因子が発現したときに初めて活性化して、細胞

が薬剤耐性となって生存するようなスクリーニング系を用いて ZBTB2 を見出した。当研究室に所

属した子安氏と Chow氏が行った in vitro、in vivo解析及びヒト腫瘍組織を用いた臨床研究によっ

て以下のことが明らかになっている 47,48。 

 

これまでに明らかになっている知見 

• ZBTB2は HIF-1αの転写活性化能を活性化する 47 (Fig 1.4B)。 

• ZBTB2による HIF-1活性化はがん抑制遺伝子 p53により抑制制御を受ける 47。 

• ZBTB2は in vitro低酸素環境下での細胞増殖や、in vivoマウスモデルにおいての腫瘍増殖お

よび腫瘍転移を促進する 47 (Fig 1.4B)。 

• 患者腫瘍組織における ZBTB2高発現は患者の生命予後不良に相関する 47。 

• ZBTB2は N末端 (特に 8位-11位、51位-54位の疎水性残基)を介してホモ二量体を形成し、

8 位から 11 位の疎水性残基をアラニンへ置換した変異型 ZBTB2 (4A)はホモ二量体形成能を

持たない 47 (Fig 1.4A,B)。 

• ホモ二量体を形成しない ZBTB2 は HIF-1 転写活性化能および in vivo マウスモデルにおける

腫瘍増殖促進能を持たない 47 (Fig 1.4C)。 

• ZBTB2 の N末端ポリペプチド (1位 ~ 113位)発現プラスミドを一過性に導入することで、当該

ポリペプチドをデコイとして、ZBTB2ホモ二量体形成を抑制し HIF-1活性化を抑制できる 47 (Fig 

1.4C)。 

• ZBTB2 は HIF-1 を活性化すると、特定のサブセットの HIF-1 下流遺伝子群の発現を誘導する
48  (Fig 1.4B)。 
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Fig 1.4. ZBTB2は HIF-1活性化因子として働く 
A) ZBTB2の基本構造図。B) ZBTB2はホモ二量体を形成して HIF-1αの転写活性化能を増強し、特定のサブセ
ットの HIF-1下流遺伝子発現や低酸素環境下での細胞増殖、in vivoマウスモデルでの腫瘍増殖能や転移能を亢
進させる。C) ZBTB2の N末端 [1 aa ~ 113 aa]を模したポリペプチドは、ZBTB2のホモ二量体形成を阻害して
HIF-1活性化以降の経路を阻害する。 
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1-4. 本研究の目的と要約 
上述の通り、これまでの研究によって ZBTB2 が HIF-1 を活性化して腫瘍の悪性進展を促進する

ことが明らかとなっていたが、ZBTB2 による HIF-1 活性化を制御する機構や、低酸素環境下にお

いて ZBTB2による HIF-1活性化がどのような役割を果たして腫瘍の悪性進展を促進しているかは

完全には明らかでない。そこで、本研究では改めて ZBTB2の相互作用タンパク質の探索を行い、

これを足がかりに上述の課題の解決を試みた。 

 

第三章に、ZBTB2による HIF-1活性化機構と同機構を抑制的に制御する因子に関して、私が本

研究で新たに発見した知見を示す。この章では、初めに共免疫沈降実験と質量分析  (LC-

MS/MS)を組み合わせてZBTB2とHIF-1活性化能を持つPARP1の複合体形成を見出し、ZBTB2

が PARP1と協調してHIF-1を活性化することを見出した。次に、共免疫沈降実験と質量分析 (LC-

MS/MS)を組み合わせた解析から得た ZBTB2 が PARP1・Ku70・Ku80 と複合体を形成しうるという

結果や、N末端に相同性を有する BTB-ZF ファミリーの因子が ZBTB2 とヘテロ二量体を形成して

ZBTB2ホモ二量体形成を抑制する阻害因子となりうるという着想から、ZBTB2と機能的・構造的に

類似する因子をZBTB2阻害因子の候補として網羅的に探索した。その結果、ZBTB7Aを同定し、

ZBTB7A が ZBTB2 とヘテロ二量体を形成して ZBTB2 ホモ二量体形成を阻害し、ZBTB2 による

HIF-1 活性化を抑制的に制御することを見出した。さらに、低酸素環境下での細胞増殖定量実験

と TCGA データベースを用いたがん患者の予後解析によってがん抑制的に ZBTB7A が寄与しう

ることまでを示した。この様に、ZBTB2による HIF-1活性化機構と同機構を抑制する制御因子を同

定した。 

 

第四章からは、PARP1 が古典的には DNA 損傷時に DDR で働くことを踏まえて行った検討から

見出した、ZBTB2 による HIF-1 活性化が DDR 活性の抑制を通じて低酸素環境下で果たす役割

に関して、私が本研究で新たに発見した知見を示す。この章では初めに、低酸素下で ZBTB2 が

PARP1 を HIF-1 活性化へ動員すると PARP1 の DDR における活性が変化するのではないか、そ

してこれが ZBTB2の役割なのではないかと考えて本仮説を検証した。PARP1の DDRにおける活

性評価実験を行い、その結果、ZBTB2 が PARP1 を HIF-1 活性化へ動員すると PARP1 の DDR

における活性が減弱することを見出した。さらに、DNA 損傷後の HIF-1 活性を HIF-1 レポーター

を用いて検証した結果から、DNA損傷後に PARP1が DDRで機能すると ZBTB2による HIF-1の

活性化が減弱することを見出した。以上の結果から、PARP1 は HIF-1 活性化と DDR の双方に寄

与するが、どちらかの応答に参加するときにはもう一方の応答への寄与が低下するモデルを見出

した。そして最後に、DDR 活性の低下が引き起こすゲノム不安定性を検証した。TCGA 解析を用

いて、腫瘍組織で蓄積した変異量を定量し、ZBTB2 が引き起こす PARP1 の DDR における活性

低下と腫瘍のゲノム不安定性亢進の関連を見出した。ZBTB2 による HIF-1 活性化が低酸素環境

下でゲノム不安定性を亢進させる役割を果たすことを見出した。 
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2-1. プラスミド 
2-1-1. 当研究室子安氏より譲渡を受けた ZBTB2発現プラスミドリスト 

本論文では子安氏が構築した以下の ZBTB2 野生型・変異型発現プラスミドを使用した。本プラ

スミドにより期待される効果については、実験結果の項で後述する。 

リスト：pEF6B_ZBTB2 (stop)・pEF6B_ZBTB2-myc-6His・pEF6B_ZBTB2 (4A)-myc-6His・ 

pEF6B_ZBTB2 [1-113]-myc-6His、pEF6B_ZBTB2 [118-514]-myc-6His・ 

pcDNA4B_LgBit・pcDNA4B_SmBit・pcDNA4B_ZBTB2-LgBit・pcDNA4B_ZBTB2-SmBit 

 

2-1-2. HIF-1αの転写活性化能の評価へ用いたプラスミドリストと実験原理 

リスト：pG5E1bluc・pcDNA6B_Gal4DBD-HIF1aTAD (P564A)・pTK-Rluc 

原理：HIF-1α の活性評価には上記のプラスミドを用いて、HIF-1α の転写活性化能の測定を目的

とした HIF-1αTADルシフェラーゼアッセイを行なった。本実験では 5つの連続した Gal4結合領域

upstream activation sequence (UAS)を E1b プロモーター及び luc2 構造遺伝子の上流に含む

pG5E1blucプラスミドと、HIF-1αの Trans-activation domain (TAD) (531 aa ~ 826 aa)と Gal4 DNA 

binding domain (DBD)の融合タンパク質を発現する pcDNA6B_Gal4DBD-HIF-1aTAD (P564A)プ

ラスミドを細胞に導入する。Gal4 の DNA 結合領域を介して HIF-1αTAD 融合タンパク質が

pG5E1blucプラスミド上へ結合すると、HIF-1αの転写活性化能依存的に E1bプロモーターが駆動

する luc2 構造遺伝子の転写が活性化され、以て HIF-1α の転写活性化能の測定を可能にしてい

る。また本実験では、HIF-1αTAD 融合タンパク質中に存在する PHD1-3から水酸化を受けるプロリ

ン残基をアラニンに置換しており、酸素依存的HIF-1α分解機構からの影響を排除した上でのHIF-

1α転写活性化能の測定を可能にしている 49。アッセイの原理について以下の Fig 2.1に示す。 

 

 

 

 

 

 

Fig 2.1. HIF-1αTADルシフェラーゼアッセイの基本原理 

 

2-1-3. STC1プロモーターの活性評価に際して構築したプラスミド 

STC1 プロモーター活性の評価実験実施に際しては、pGL4.23 [luc2 minP] vector (Promega, 

Cat#E841A)をバックボーンとして用いて、独自のレポータープラスミドを構築した。HCT116 p53-/-細

胞から MagExtractorTM-Genome- (TOYOBO, Cat#NPK-101)を用いて抽出した gDNA から以下

Table 2.1 の 1・2 のプライマーを用いて STC1 プロモーター領域を PCR増幅し、制限酵素 SacⅠ及

び BglⅡを用いてプロモーター領域 (+ 560 ~ + 1645)を切り出し (転写開始点を+ 1 とする)、同制

限酵素で処理した空プラスミドベクターへ挿入した (Fig 2.2)。当該プロモーター領域内の低酸素

LuciferaseE1b promoter5×UAS

Gal4
DBD

HIF-1α
TAD 転写活性化
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応答領域 Hypoxia responsible element (HRE)へ変異導入する際は、以下 Table 2.1の 3・4のプラ

イマーを用いて site-directed mutagenesis法で変異導入 (HRE:ACGT→AAAA)を行なった。 

 

Table 2.1. プラスミド構築に用いたプライマー配列 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 2.2. pGL4.23 [luc2 minP]空ベクターへの STC1プロモーター配列の挿入図 

構築したプラスミド 

pGL4.23_STC1promoter-luc・pGL4.23_STC1promoter (HREmut)-luc 

 

2-1-4. 本論文で新たに構築したタンパク質発現プラスミド  

本論文で新たに CMV プロモーターもしくは EF-1α プロモーターの下流で ZBTB7A、PARP1（野

生型および以下に示す変異体）、および DDB2 を発現する発現プラスミドを構築した。バックボー

ンに、pcDNA6/V5-His B (Thermo Fisher)または pEF6/myc-His B (Thermo Fisher)を用いた。構築

に際しては、まず HCT116 p53-/-細胞から抽出した total RNA を元に Takara RNA LA PCR Kit 

(AMV) Ver1.1 (Takara, Cat#RR012A)を用いて cDNAへの逆転写反応を行なった。次に同 cDNA

を用いて以下 Table 2.2に示すプライマーを用いて、各遺伝子 CDSの 5’側にコザック配列を付与

pGL4.23 [luc2 minP]

4288bp 

luc2

minimal promoter

Ac
c6

5I
Kp

nI
Ec

oI
C

R
I

Sa
cI

N
he

I
Bm

tI
Xh

oI
Ec

oR
V

Bg
lII

H
in

dI
II

MCS

STC1 promoter sequence
(+560 ~ +1645)

pEF6/Myc-His B

5802bp 

EF1a promoter

Asp718I
KpnI
BamHI
SpeI
BstXI
EcoRI
EcoRV
BstXI
NotI
XbaI
BstEII
BstBI

MCS
myc
His

ZBTB7A
coding 

sequence
stop codon (-)

名称 配列(5’-3’)

STC1_+543_fwd AATAGCCTTAGGCAGTGGAGC

STC1_+1698_rev AGACTGGAAGAAAACCGCAA

HRE_del_fwd GATTGCCTGAAATCTGGCAAAAACCCTC

HRE_del_rev CTCCCCCTCCAAGAGGGTTTTTGCCAGA

名称 配列(5’-3’)

ZBTB7A_fwd_EcoRⅠ TATGAATTCGCCACCATGGCCGGCGGCGTGGACGG

ZBTB7A_rev_XbaⅠ TATTCTAGACTGGCGAGTCCGGCTGTGAAGTTACC

PARP1_fwd_NheⅠ TATGCTAGCGGGAGGATGGCGGAGTCTTCGGATAA

PARP1_rev_XhoⅠ TATCTCGAGTTACCACAGGGAGGTCTTAAA

DDB2_fwd_BamHⅠ TATGGATCCGACGCGATGGCTCCCAAGAAA

DDB2_rev_XhoⅠ TATCTCGAGCGCTTCCGTGTCCTGGCTTCC

名称 配列(5’-3’)

PARP1_E988K_fwd CTACTATATAACAAGTACATTGTCTATGAT

PARP1_E988K_rev ATAGACAATGTACTTGTTATATAGTAGAGA
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すると共にCDSを増幅した。最後に、プライマー名に記載の制限酵素で PCR産物を処理し、同制

限酵素で処理した空プラスミドベクターへの挿入を行なった。なお、ZBTB7A発現プラスミドについ

ては、ZBTB7Aの CDS中の終止コドンを除き、それぞれのプラスミドで C末端に V5-Hisタグもしく

は myc-His タグを付加させた融合タンパク質として構築した。さらに、PARP1および DDB2発現プ

ラスミドについては、N末端に 3×FLAG タグ (DYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK)を直接付加さ

せた融合タンパク質として pcDNA6/V5-His Bプラスミドに構築した (Fig 2.3)。 

 

Table 2.2. プラスミド構築に用いたプライマー配列 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

名称 配列(5’-3’)

STC1_+543_fwd AATAGCCTTAGGCAGTGGAGC

STC1_+1698_rev AGACTGGAAGAAAACCGCAA

HRE_del_fwd GATTGCCTGAAATCTGGCAAAAACCCTC

HRE_del_rev CTCCCCCTCCAAGAGGGTTTTTGCCAGA

名称 配列(5’-3’)

ZBTB7A_fwd_EcoRⅠ TATGAATTCGCCACCATGGCCGGCGGCGTGGACGG

ZBTB7A_rev_XbaⅠ TATTCTAGACTGGCGAGTCCGGCTGTGAAGTTACC

PARP1_fwd_NheⅠ TATGCTAGCGGGAGGATGGCGGAGTCTTCGGATAA

PARP1_rev_XhoⅠ TATCTCGAGTTACCACAGGGAGGTCTTAAA

DDB2_fwd_BamHⅠ TATGGATCCGACGCGATGGCTCCCAAGAAA

DDB2_rev_XhoⅠ TATCTCGAGCGCTTCCGTGTCCTGGCTTCC

名称 配列(5’-3’)

PARP1_E988K_fwd CTACTATATAACAAGTACATTGTCTATGAT

PARP1_E988K_rev ATAGACAATGTACTTGTTATATAGTAGAGA
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pcDNA6/V5-His B

5148bp 
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Fig 2.3. pEF6/Myc-His Bおよび pcDNA6/V5-His B 空ベクターへの各遺伝子 CDSの挿入図 

 

また、構築した PARP1発現プラスミドについて、PARP1変異体の構築に際しては、以下 Table 2.3

のプライマーを用いて site-directed mutagenesis 法で変異導入した。酵素活性中心の 988 位のグ

ルタミン酸残基 50 (コドン:GAG)をリジン残基 (コドン:AAG)へ置換した。 

 

Table 2.3. プラスミド構築に用いたプライマー配列 

 

 

 

 

さらに、PARP1の部分欠損体発現プラスミドの構築に際しては、それぞれ以下 Fig 2.4に示す通り

NTD (1-213)・p89 (214-1014)・ΔNTD/Catalytic (214-660)・Catalytic (661-1014)・ΔZF1-3 (366-1014)

の 5 種の欠損体に相当する CDS領域を PCRで増幅した後に、N末端に FLAG タグを融合して、
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HRE_del_fwd GATTGCCTGAAATCTGGCAAAAACCCTC

HRE_del_rev CTCCCCCTCCAAGAGGGTTTTTGCCAGA

名称 配列(5’-3’)

ZBTB7A_fwd_EcoRⅠ TATGAATTCGCCACCATGGCCGGCGGCGTGGACGG

ZBTB7A_rev_XbaⅠ TATTCTAGACTGGCGAGTCCGGCTGTGAAGTTACC

PARP1_fwd_NheⅠ TATGCTAGCGGGAGGATGGCGGAGTCTTCGGATAA

PARP1_rev_XhoⅠ TATCTCGAGTTACCACAGGGAGGTCTTAAA

DDB2_fwd_BamHⅠ TATGGATCCGACGCGATGGCTCCCAAGAAA

DDB2_rev_XhoⅠ TATCTCGAGCGCTTCCGTGTCCTGGCTTCC
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pcDNA6/V5-His Bプラスミドに構築した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 2.4. 本論文で新たに構築した PARP1 部分欠損体発現プラスミド 

 

構築したプラスミド 

pcDNA6B_ZBTB7A-V5・pEF6B_ZBTB7A-myc・pcDNA6B_3×FLAG-PARP1・pcDNA6B_3×FLA

G-PARP1 (E988K)・pcDNA6B_3×FLAG-PARP1 (ZF1-2)・pcDNA6B_3×FLAG-PARP1 (ZF3-C

C)・pcDNA6B_3×FLAG-PARP1(ZF3-WGR)・pcDNA6B_3×FLAG-PARP1 (CC)・pcDNA6B_3×FL

AG-PARP1 (BRCT-CC)・pcDNA6B_3×FLAG-DDB2 

 

2-2. 細胞培養・トランスフェクション・薬剤 
本論文では HCT116 p53 (-/-)・293TN・HeLa・HeLa HIF-1β (-/-)・U2OS の培養細胞を用いた。 

HCT116 細胞は Bert Vogelstein 教授 (Johns Hopkins 大学)からの譲渡、293TN・HeLa・U2OS 細

胞は American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA)からの購入、HeLa HIF-1β (-/-)細胞

は当研究室・城地氏により樹立されたものである 48。培養に際しては DMEM high glucose (ナカラ

イテスク, Cat#08458-16)に補体不活性化したFBS (EQUITECH-BIO, Cat#268-1)を10%、penicillin-

streptomycin (ナカライテスク, Cat#26253-84)を 1%添加して使用した。通常酸素培養は 37 ℃、

5%CO2、95%AirのCO2インキュベーターを、低酸素培養 (< 0.1% O2)は 37 ℃、5%CO2、< 0.1%O2、

4%H2、91%N2の低酸素チャンバー (RUSKINN INVIVO2 500)を、低酸素培養 (1% O2)は 37 ℃、

5%CO2、1%O2、94%N2の低酸素チャンバー (RUSKINN INVIVO2 400)を使用した。 

培養細胞へのプラスミド導入に際しては、FBS 及び抗生物質不含の DMEM に DNA 溶液を加

え、DNA1 μgに対し 3 μlの PEI-MAX 溶液 (Polysciences, Cat#24765-100) (1 mg/ml)を加えて激

しく攪拌後 15分間室温で静置したものを細胞に加えることで行なった。 

培養細胞への siRNA導入に際しては、FBS 及び抗生物質不含の DMEM に siRNA (20 μM)を

混合したものと、FBS 及び抗生物質不含の DMEM に Lipofectamine RNAiMAX Transfection 

Reagent (Thermo, Cat#13778-030)を混合したものを用意した。siRNA (20 μM)2 μLに対し 2 μlの

RNAiMAX 溶液の比となるように DMEM 溶液を穏やかに混合した。混合後、10 分間室温で静置

した溶液を細胞へトランスフェクトした。以下の siRNAを用いた。HIF-1α (HSS104775, HSS179231 
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(前者を#1、後者を#2 として使用)), PARP1 (HSS100245, HSS100244 (前者を#1、後者を#2 として

使用)), StealthTM RNAi Negative Control Medium GC Duplexes (Invitrogen, Cat#452001) 

 本論文では以下の、Nutlin-3a (Sigma, Cat#SML0580-5MG)、PARG inhibitor PDD00017273 

(Selleck, Cat#S8862)、PARP inhibitor Olaparib (AZD2281) (Selleck, Cat#S1060)をそれぞれ DMSO

に融解させて、各実験結果に記載の濃度で用いた。 

 

2-3. ルシフェラーゼアッセイ 
 一過性過剰発現のみを行う場合は、24-well細胞培養ディッシュに 1 wellあたり 2.0 × 104個の細

胞を播種し、終夜培養後にプラスミドトランスフェクションを行った。siRNA と一過性過剰発現を併

用する場合は、10 cm細胞培養ディッシュに 1 wellあたり 1.0 × 106個の細胞を 8 μLの siRNA (20 

μM)を用いた siRNA トランスフェクション溶液と共に播種し、終夜培養後に 24-well細胞培養ディッ

シュに 1 well あたり 2.0 × 104個の細胞を再播種した後、さらに終夜培養してプラスミドトランスフェ

クションを行った。HIF-1αTAD ルシフェラーゼアッセイにおいては、1 well あたり pG5E1bluc 150 

ng・pcDNA6B_Gal4DBD-HIF-1aTAD (P564A) 150 ng・pTK-Rluc 20 ngおよび一過性過剰発現プ

ラスミドまたはそのコントロールを各 150 ngを用いた。STC1プロモータールシフェラーゼアッセイに

おいては、1 wellあたり pGL4.23_STC1promoter-luc 200 ng・pTK-Rluc 20 ng・および一過性過剰

発現プラスミドまたはそのコントロールを各 150 ng 用いた。その後 24 時間後に低酸素処理を行う

場合は低酸素培養を開始し、さらに 24時間培養した。細胞はまず PBS (-)で 1回洗浄後、Passive 

Lysis buffer 100 μLを以て溶出させた。その後凍結融解を経て、Dual-Luciferase® Reporter Assay 

System (Promega, Cat#E1980)を用いて、ルシフェラーゼ発光測定を行った。具体的には、10 μL細

胞抽出液と 20 μLの Luciferase Assay Buffer Ⅱ を混合しホタルルシフェラーゼからの化学発光を

測定、続いて Stop & Glo® Reagentを 20 μL加えホタルルシフェラーゼからの発光を消光させ、内

部標準であるウミシイタケルシフェラーゼからの化学発光を測定した。 

 

2-4. 共免疫沈降実験 
6 cm細胞培養ディッシュに 1 wellあたり 7.0 × 105個 (HCT116 p53-/-細胞)、4.0 × 105個 (U2OS

細胞)の細胞を播種し、終夜培養後にプラスミドトランスフェクションした。1 well あたり一過性過剰

発現プラスミドまたはそのコントロールを全量 3 μg、実験に資するプラスミド数に応じて均等分配し

て加えた。その後 24時間後に低酸素処理を行う場合は低酸素培養を開始し、さらに 24時間培養

した。細胞を PBS (-)で 2 回洗浄し、1 × ProteoGuardTM EDTA-Free Protease Inhibitor cocktail 

(Takara, Cat#635673)及びMG132 50 μM (Merck, Cat#474791-1MG)を加えた 500 μLの Cell lysis 

buffer (20 mM Tris-HCl pH = 7.5, 250 mM NaCl, 0.5% NP-40)で細胞を溶解させた。PAR修飾量の

定量実験においては、Cell lysis bufferにさらに PARG阻害剤を 10 μM加えた。その後 Bioruptor 

UCW-310で出力 5、15サイクル (1サイクルは 30 秒 on→30 秒 off)で超音波破砕処理し、16,000 

g で 5 分間遠心分離して不溶性画分を除いた上清をタンパク質サンプルとした。この段階で、サン

プルの 10%を全細胞溶液 (Whole-cell-lysate (WCL))として SDS sample buffer と混合して回収し
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た。免疫沈降は、Dynabeads Immunoprecipitation kit Protein G (Thermo Fisher, Cat#10007D)を用

いた。室温で 1 μgの抗体と 25 μLのビーズを 1時間穏やかに攪拌して抗体とビーズの架橋を行っ

た後、タンパク質サンプルを加え 4℃で終夜穏やかに (1 回転あたり 15 s)攪拌した。攪拌後 Cell 

lysis buffer 300 μLを用いて 4回十分に洗浄した後、SDS sample buffer 45 μLを加え 95℃で 10分

間加熱してタンパク質を溶出させ、免疫沈降サンプルとした。抗 myc-tag 抗体 (CST, Cat#9B11)、

抗 FLAG-M2 抗体 (Sigma, F3165-.2MG)を用いた。 

共免疫沈降後に質量分析を行う実験においては、10 cm細胞培養ディッシュに 1 well あたり 2.0 

× 106個の HCT116 p53-/-細胞を播種し、終夜培養後にプラスミドトランスフェクションした。1 wellあ

たり ZBTB2-myc過剰発現プラスミド 4 μg と HIF-1α (3A)過剰発現プラスミド 2 μgを一過性に導入

し、通常酸素下で 48時間培養した。その後、上述の通りに 1 mLの Cell lysis bufferを用いて細胞

溶解処理、超音波破砕処理、および不溶性画分の除去を行った。免疫沈降においては、同様に

Dynabeads Immunoprecipitation kit Protein Gを用い、室温で 3 μgの抗 myc-tag 抗体と 50 μLのビ

ーズを 1時間穏やかに攪拌して抗体とビーズの架橋を行った後、タンパク質サンプルを加え 4℃で

終夜穏やかに (1回転あたり 15 s)攪拌した。攪拌後は Cell lysis buffer 500 μLを用いて 4回十分

に洗浄した後、SDS sample buffer 45 μL を加え 95℃で 10分間加熱してタンパク質を溶出させ免

疫沈降サンプルとした。質量分析実験は京都大学大学院生命科学研究科生命動態共用研究施

設蛋白質解析室へ受託し、質量分析計 Q Exactive Plus (Thermo Fisher)と蛋白質同定ソフト 

Mascot Server (Matrix Science)を用いたデータベース検索により解析を行った。 

 

2-5. WB(ウェスタンブロッティング) 
WBに用いるサンプルは、6-well細胞培養ディッシュに 1 wellあたり 2.0 × 105個の細胞を播種し、

プラスミドトランスフェクション及び低酸素培養を行なった細胞もしくは免疫沈降実験の実験サンプ

ルを用いた。具体的には、細胞を PBS (-)で 1回洗浄後 SDS sample buffer (62.5 mM Tris-HCl pH 

= 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 5% 2-Mercaptoethanol)、若しくは CellyticM(Sigma)で溶出させ、溶

出液を超音波破砕処理 Bioruptor UCW-310(Cosmo Bio)で清純化し、16,000 gで 5分間遠心分離

して不溶性画分を除いた。CellyticM 使用時はこの時点で細胞抽出液のタンパク質濃度を測定し、

SDS sample buffer と混合して実験群間のタンパク質濃度を均一化させた。最後に、これらの処理

を経た溶出液を 95 ℃で 10分間煮沸した。WB実験実施に際しては、アクリルアミドゲルで電気泳

動後、PVDF メンブレン AmershamTM HybondTM P 0.45 PVDF (Cytiva, Cat#10600029)にセミドライ

式トランスファー装置  (BioRad)を用いて転写し、TBST で希釈した 5%スキムミルク  (Wako, 

Cat#190-12865)を用いてブロッキングした。メンブレンはその後適切な位置で切断し、Can Get 

Signal Solution Ⅰ (TOYOBO, Cat#NKB-201)で 500 倍希釈した一次抗体液と 4 ℃で終夜反応させ

た。その後メンブレンを TBSTで十分に洗浄後、1 %スキムミルク液で 5000 倍希釈した二次抗体液

と室温で 2-3 時間反応させて二次抗体反応を行なった。最後に、再度メンブレンを TBST で十分

に洗浄し、ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, Cat#RPN2232)を用いて

HRP化学発色させてタンパク質発現定量解析を行なった。現像に際しては Amersham Imager 600 
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(GE Healthcare)を使用した。WB解析で用いた抗体を以下の Table 2.4に示す。 

 

Table 2.4. WBで用いた各抗体の型番及び希釈倍率 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-6. マイクロアレイ解析・定量的 real-time PCR 
当研究室子安氏から譲渡を受けた、cDNA マイクロアレイ結果（HCT116 p53-/-細胞に EV あるい

はZBTB2過剰プラスミドをトランスフェクトし、通常酸素下または低酸素下で 24時間培養したもの）

について解析を行った。具体的には、まず低酸素 ZBTB2 過剰発現 / 低酸素 EV の誘導比が 2

倍以上であり、かつ同事象が複数のプローブについて成立している遺伝子を抽出した。次に、通

常酸素 ZBTB2過剰発現 / 通常酸素 EV の誘導比が 2 倍以上の遺伝子を除外した。さらに最後

に、低酸素 EV / 通常酸素 EVの誘導比が 0.5 倍以下の遺伝子を除外した。 

培養細胞からの RNA 抽出に際しては、Sepasol-RNA I SuperG (ナカライテスク, Cat#09379-84)を

用いた。細胞は、6-well細胞培養ディッシュに 1 wellあたり 2.0 × 105個の細胞を播種し、終夜培養

後にプラスミドトランスフェクションした。1 wellあたり一過性過剰発現プラスミドまたはそのコントロー

ル全量 1.5 μg、実験に資するプラスミド数に応じて均等分配して加えた。その後 24 時間後に低酸

素処理を行う場合は低酸素培養を開始し、さらに 24時間培養した。メーカー仕様書に基づきRNA

抽出後、NanoDrop 2000 (Thermo Fisher)で RNA 濃度を定量し、PrimeScript RT Reagent Kit 

(Takara Bio, Cat#RR037A)で逆転写反応を行なった。逆転写によって得た cDNAからの遺伝子発

現の定量解析には TB Green Ex Taq Ⅱ (Takara Bio, Cat#RR820)を用い、メーカー仕様書に基づき

抗体 型番 抗体種 由来生物 希釈倍率

抗β-actin抗体 SantaCruz, sc-69879 Monoclonal Mouse 1:500

抗p53抗体 SantaCruz, DO-Ⅰ Monoclonal Mouse 1:500

抗myc-tag抗体 CST, 9B11 Monoclonal Mouse 1:500

抗V5-tag抗体 MBL, M-215 Monoclonal Mouse 1:500

抗FLAG-M2抗体 Sigma F3165-.2MG Monoclonal Mouse 1:500

抗HIF-1α抗体 BD, 610595 Monoclonal Mouse 1:500

抗HIF-1β抗体 Novus, NB-100-124 Monoclonal Mouse 1:500

抗PARP1抗体 CST, 9542S Polyclonal Rabbit 1:500

抗PAR抗体 CST, E6F6A Polyclonal Rabbit 1:500

抗DDB2抗体 Bio-techne, AF3297 Polyclonal Goat 1:500

抗Mouse-IgG抗体 Cytiva, NA931 Monoclonal Sheep 1:5000

抗Rabbit-IgG抗体 Cytiva, NA934 Monoclonal Donkey 1:5000

抗Goat-IgG抗体 Proteintech, SA00001-4 Polyclonal Rabbit 1:5000

名称 配列(5’-3’)

hACTB_rt_fwd TGGCACCCAGCACAATGAA

hACTB_rt_rev CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGC

hSTC1_rt_fwd AAGCCATCACTGAGGTCGTC

hSTC1_rt_rev CAGGCTTCGGACAAGTCTGT

hPAX8_rt_fwd CATTTGAGCGGCAGCACTAC

hPAX8_rt_rev AAGGGTGAGTGAGGATCTGC

hPARP1_rt_fwd ACCAACTCCTACTACAAGCTGC

hPARP1_rt_rev TTTGTTGCTACCGATCACCGTA

hZBTB2_rt_fwd ACCAACTGACATACAGCCCG

hZBTB2_rt_rev TGGTCAGGGTGAGAAAAGGC

hZBTB7A_rt_fwd CGAGTGCAACATCTGCAAGG

hZBTB7A_rt_rev TTCAGGTCGTAGTTGTGGGC
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定量的リアルタイム PCR解析を行なった。PCRには Thermal Cycler Dice Real Time System Single 

(Takara Bio, Cat#TP-850)を用いた。リアルタイム PCR実験で用いた primer 配列を以下の Table 2.5

に示す。 

 

Table 2.5. 定量的 real-time PCRで用いた各プライマー配列 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-7. スプリットルシフェラーゼを用いたタンパク質間相互作用解析  
2-7-1. ZBTB2ホモ二量体形成解析 

ZBTB2 ホモ二量体形成能の解析には、NanoBit® Protein:Protein Interaction System (Promega, 

Cat#N2014)のシステムを用いた。まず、ZBTB2 の C 末端に LgBit 及び SmBit を付加させた融合

タンパク質を発現するプラスミド (pcDNA4B_ZBTB2-LgBit・pcDNA4B_ZBTB2-SmBit)、ネガティ

ブコントロールとして LgBit 及び SmBit のみを発現するプラスミド (pcDNA4B_LgBit ・

pcDNA4B_SmBit)を用意した。本システムでは LgBit 及び SmBit は単体では会合せず化学発光

を呈さないが、LgBit 及び SmBit を付加させた融合タンパク質間で物理的相互作用が形成される

と、LgBit と SmBit の会合が誘導されて化学発光を呈する。つまり、ZBTB2-LgBit・ZBTB2-SmBit

の融合タンパク質を用いる場合は、二分子の ZBTB2 間の相互作用すなわち二量体形成能の定

量を可能にする。Fig 2.5へ本システムの概要を示す。 

6-well細胞培養ディッシュに 1 wellあたり 1.0 × 105個の細胞を播種し、終夜培養後にプラスミドト

ランスフェクションした。1 well あたり pcDNA4B_ZBTB2-LgBit 400 ng・pcDNA4B_ZBTB2-SmBit 

400 ng および pcDNA6B_ZBTB7A-V5 またはそのコントロールプラスミドを全量 1200 ng 加えた。

なお、pcDNA6B_ZBTB7A-V5 またはそのコントロールプラスミドは、それぞれ 3:0・2:1・1:2・0:3 の

濃度比で混合することで実験における濃度勾配を用意した。その翌日、96-well 白色細胞培養ディ

ッシュに 1 wellあたり 4000個の細胞を播き直し、さらに 24時間培養後にルシフェリンルシフェラー

名称 配列(5’-3’)

hACTB_rt_fwd TGGCACCCAGCACAATGAA

hACTB_rt_rev CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGC

hSTC1_rt_fwd AAGCCATCACTGAGGTCGTC

hSTC1_rt_rev CAGGCTTCGGACAAGTCTGT

hPAX8_rt_fwd CATTTGAGCGGCAGCACTAC

hPAX8_rt_rev AAGGGTGAGTGAGGATCTGC

hPARP1_rt_fwd ACCAACTCCTACTACAAGCTGC

hPARP1_rt_rev TTTGTTGCTACCGATCACCGTA

hZBTB2_rt_fwd ACCAACTGACATACAGCCCG

hZBTB2_rt_rev TGGTCAGGGTGAGAAAAGGC
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ゼの基質を加え、37℃で 15分間培養後に、マイクロプレートリーダー(Promega)を用いて化学発光

を測定した。 

2-7-1. PARP1-HIF-1α複合体形成解析 

PARP1 と HIF-1α 間の複合体形成能の解析には、PARP1 の N 末端に LgBit 付加させた融合タ

ンパク質および HIF-1α の N 末端に SmBit を付加させた融合タンパク質を発現するプラスミド 

(pcDNA6B_LgBit-PARP1・pcDNA4B_SmBit-HIF-1α (2A))を用意した。6-well細胞培養ディッシュ

に 1 well あたり 1.0 × 105 個の細胞を播種し、終夜培養後にプラスミドトランスフェクションした。1 

wellあたり pcDNA6B_LgBit-PARP1 500 ng、pcDNA4B_SmBit-HIF-1α (2A) 500 ng、ZBTB2また

は ZBTB7A もしくはその双方の発現プラスミドを 500 ngずつ加えた。その翌日、96-well 白色細胞

培養ディッシュに 1 well あたり 4000 個の細胞を播き直し、さらに 24 時間培養後にルシフェリンル

シフェラーゼの基質を加え、37℃で 15 分間培養後に、マイクロプレートリーダー(Promega)を用い

て化学発光を測定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 2.5. NanoBit® systemを用いたタンパク質間相互作用の定量 

 
2-8. in silico タンパク質相互作用解析 
共同研究者の石北央教授 (東京大学大学院工学研究科)より、ZBTB2 および ZBTB7A のアミノ

酸配列をもとに AｌphaFold351で予想した ZBTB2-ZBTB7A ヘテロ二量体構造の予測解析結果の

供与を受けた。生成させた 5つの候補構造のうち、最上位の構造予測結果について示す。 

 

2-9. 細胞増殖定量実験 
プラスミドトランスフェクション後に終夜培養したHeLa細胞を 96-well細胞培養ディッシュに 1 well

あたり 6.0 × 103個播種し、さらに終夜培養した。その後まず、低酸素培養前の細胞数を測定するた

め生細胞測定試薬 SF (ナカライ, Cat#07553-44)を用いて定量を行った。具体的には、測定試薬 

10 μLを細胞培地 (FBS不含) 10 μL と混合し、1 wellあたり 20 μL加えた。その後、90分間 37 ℃

で培養し、化学発光の呈色を待った後 450 nm の吸光度について測定した。また、低酸素処理す

る細胞について低酸素培養を開始し、その 24 時間培養後に上述の通り生細胞測定を行った。測

定試薬を加えて測定するまでの呈色反応時間は、各実験間で均一化して行なった。 
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2-10. TCGA解析 
2-10-1. 患者予後解析 

Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/) を 経 由 し て GDC Data Portal 

(https://portal.gdc.cancer.gov)より TCGA RNA-seq および患者の生命予後のデータを取得した。そ

の後まず、それぞれの癌種集団中の ZBTB2および ZBTB7A の腫瘍内発現度の中央値を閾値と

して、ZBTB2および ZBTB7Aの発現度が高い患者群と低い患者群を判定して分類した。その後、

Kaplan-Meier法に基づき、分類した集団間を Log-rank testを用いて比較した。これを 11 種の癌種 

(腎臓癌・悪性黒色腫・肝臓癌・神経膠腫・頭頸部癌・肺癌・膵臓癌・卵巣癌・直腸癌・乳癌・子宮頸

癌)の患者集団について実施した。 

2-10-2. がん変異量解析 

共同研究者の安原崇哲教授（京都大学大学院生命科学研究科）より、ZBTB2 及び 16 の低酸素

誘導性遺伝子(VEGFA・SLC2A1・P4HA1・ANGTPL4・LDHA・BNIP3・DDIT4・LOX・NDRG1・

PGK1・ADM・CA9・MXI1・CORO1C・CCND1・HK2)の腫瘍内発現レベルを定量したRNA-seqと、

患者腫瘍検体中の点変異 (SNPs)データを GDC Data Portal (https://portal.gdc.cancer.gov)から抽

出した TCGA データの供与を受けた。まず、患者集団の中で SNPs が集団中の第三四分位数 

(Q3) + 1.5×四分位範囲 (IQR)より大きい患者、および 0を呈している患者を外れ値として除外した。

次に、各々の患者腫瘍が低酸素画分の少ない通常酸素型の腫瘍か低酸素画分の多い低酸素型

の腫瘍か判定するため、上述した 16遺伝子のそれぞれについて、各集団で遺伝子発現度が集団

の上位 25%か下位 25%か判定した。16遺伝子のうち 4遺伝子以上が上位 25%に含まれる患者を

低酸素型腫瘍、4遺伝子以上が下位 25%に含まれる患者を通常酸素型腫瘍と分類した。次に、患

者集団中の ZBTB2 発現度の中央値をもとに、ZBTB2 発現が高い患者群と低い患者群を判定し

て分類した。8 種の癌種 (胃癌・皮膚癌・乳癌・肺癌・直腸癌・頭頸部癌・卵巣癌・子宮癌)の患者集

団について実施した。 

 

2-11. レンチウィルスを用いた shRNAの導入 
shRNA による Loss of function 実験実施に際しては、まず The DECIPHER Lentiviral shRNA 

Expression Vector (Cellecta)へ、以下 Table 2.6に示す ZBTB2mRNAの特定領域に相補的なオリ

ゴ DNAを挿入したプラスミドを用意した。次に、10 cm細胞培養ディッシュに 1 wellあたり 2.0 × 106

個播種して終夜培養した 293TN 細胞に、当該 DECIPHER shRNA プラスミド 3 μg と pPACKH1 

HIV Lentivector Packaging Kit (System Biosciences)のプラスミド 3 種(pPACKH1-GAG 1 μg・

pPACKH1-REV 1 μg・pVSV-G 1 μg)を混合してトランスフェクションした。トランスフェクト 6-8時間後

に細胞培養培地を 6 ml の新たな培地と交換し、さらに 2 日間培養した。2 日後、細胞培養上清を

0.45 μmフィルターで濾過し、新たな細胞培地で 2 倍希釈し、さらにポリブレンを終濃度 8 μg/mLで

加えた後にウィルス溶液とした。このウィルス溶液を、6-well細胞培養ディッシュ 1 wellあたり 1.0 × 

105個播種して 2 日間培養した U2OS細胞に、1 well あたり 3.5 mLずつ加えた。さらに、ウィルス

感染効率向上のため、細胞培養ディッシュを 32℃ 1200 g で 90 分間遠心した。感染後は翌日に

https://www.proteinatlas.org/
https://portal.gdc.cancer.gov/
https://portal.gdc.cancer.gov/


 31 

培地をウィルス不含培地へ交換し、翌々日から 1 週間は、細胞培養液を終濃度 1.0 μg/ml で

Puromycin を含む培地へ変更し、感染が成立した細胞を選択した。ZBTB2 mRNA の 3’-UTR 領

域を標的にする shRNAを#1、CDS領域を標的にする shRNAを#2 として使用した。 

 

Table 2.6. shRNA・sgRNA・Genotype 確認に用いた各プライマー配列 

 

 

 

 

 

 

 

2-12. 免疫細胞染色 
プラスミドまたは siRNA トランスフェクションして終夜培養したU2OS細胞、もしくは shRNAを安定

的に導入した U2OS細胞を 6-well細胞培養ディッシュ内でカバーガラス (マツナミ, Cat#C022221)

上に 1 well あたり 2.0 × 105個播種し、2 日間培養した。その後、低酸素処理を行う場合は低酸素

培養を開始し、さらに培養した。17時間 30分後、細胞へ PARG阻害剤 (10 μM)を処理した。その

30分後、非照射群・照射群共に細胞培地を PBS 500 μLにおだやかに置換し、照射群にはUV照

射 (10 J/m2)を行い、最後に細胞培地を元の培地へおだやかに再置換して更に 1時間培養した。 

免疫染色は以下の手順で実施した。まず細胞を PBS 500 μL でおだやかに洗浄後、0.5% 

TritonX-100含有 4% PFA 1 mlを用いて、氷上で 30分間固定処理した。次に、0.2% TritonX-100

含有 PBS 1 ml を用いて、室温で 5分間細胞膜透過処理を行い、その後 2% BSA含有 PBS 200 

μL を用いて、室温で 30分間ブロッキング処理を行った。抗体染色は 2% BSA含有 PBS 200 μL 

に 500 倍希釈した抗 PAR 抗体 (CST, Cat#E6F6A)を室温で 1時間加えた後、2% BSA含有 PBS 

200 μL に 1000 倍希釈した Alexa488結合抗 Rabbit IgG 抗体 (Thermo Fisher, Cat#A11070)また

は Alexa594結合抗 Rabbit IgG 抗体 (Thermo Fisher, Cat#A11012)をさらに室温で 1時間加えるこ

とで行った。最後にカバーガラスは Prolong Glass Antifade Mountant with NucBlue Stain (Thermo 

Fisher, Cat#P36981)と共にスライドガラス (マツナミ, Cat#SCRE-01)上へ固定し、蛍光観察へ用いた。

撮影した蛍光写真は Image Jを用いて 1細胞ずつ蛍光強度を定量し、解析へ使用した。 

 

2-13. 統計解析 
実験結果は、平均値 ± 標準偏差 （棒・線グラフ結果）または平均値 ± 標準誤差 （ドットグラフ

結果）で示す。条件間の有意差検定は、二群間の比較は Student’s t-test、三群以上の比較に際し

ては Turkey’s multiple comparisonを行なった。p-value ≦ 0.05を統計的に有意な差として、図中に

おいては p >	0.05を ns、p ≦ 0.05を*、p < 0.01を**、p < 0.001を***として示す。 

 

名称 配列(5’-3’)

shZBTB2UTR_s ACCGGGCTGGTTTCTTTCTAAGTTGAGTTAATATTCATA
GCTCAACTTGGAAAGAAGCCAGCTTTT

shZBTB2UTR_as CGAAAAAAGCTGGCTTCTTTCCAAGTTGAGCTATGAAT
ATTAACTCAACTTAGAAAGAAACCAGCC

shZBTB2CDS#1_s ACCGGCCCAGGTGAATTGGATAAATAGTTAATATTCATA
GCTATTTGTCCGATTCACCTGGGTTTT

shZBTB2CDS#2_as CGAAAAAACCCAGGTGAATCGGACAAATAGCTATGAAT
ATTAACTATTTATCCAATTCACCTGGGC
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第Ⅲ章 
 
 
 
 
 
 

結果 
 

―ZBTB2-HIF-1経路の活性制御機
構の解明― 
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3-1. ZBTB2は HIF-1活性化因子 PARP1 と複合体を形成する 
本論文では、当研究室・子安氏らが見出した HIF-1活性化因子 ZBTB2の HIF-1活性化機構へ

迫るため、まず共免疫沈降実験と質量分析 (LC-MS/MS)を組み合わせてZBTB2と複合体を形成

する因子群の探索を実施した。このアプローチを用いた理由は、子安氏および私が行った実験か

ら ZBTB2 と HIF-1の間の複合体形成が弱いと示唆されためである。具体的には、HIF-1の主要制

御サブユニットの双方 (HIF-1α 及び HIF-1β)と ZBTB2の複合体形成を共免疫沈降実験で検証し

た。ZBTB2による HIF-1活性化が観察できる HCT116 p53(-/-)細胞に myc タグを融合した ZBTB2

と V5 タグを融合した HIF-1α (3A)及び HIF-1β を一過性過剰発現させ、細胞抽出液を抗 myc 抗

体を用いて免疫沈降した。ここで、本研究では通常酸素下でも安定的に高活性な HIF-1α を発現

させるため、HIF-1α が酸素要求性水酸化酵素から水酸化修飾をうけるプロリン残基とアスパラギン

残基をアラニンへ置換した恒常活性型 HIF-1α (3A)を通常酸素下での HIF-1α過剰発現へ用いた。

その結果、ZBTB2 と HIF-1α 及び HIF-1βの共沈は確認できず、ZBTB2 と HIF-1の複合体形成が

少なくとも強固ではないことを確認した (Fig 3.1A)。しかし一般に、これまでに報告されている多く

の HIF-1 活性化因子は HIF-1α と複合体を形成する。そこで私は、これらの結果から ZBTB2 によ

る HIF-1 の活性化には ZBTB2 と複合体を形成する因子が介在因子として機能するのではないか

と考えた。共免疫沈降実験と質量分析 (LC-MS/MS)を組み合わせて ZBTB2 と複合体を形成する

因子群を探索することとした。 

具体的には、HCT116 p53(-/-)細胞に myc タグを融合した ZBTB2 および HIF-1α (3A)を一過性

過剰発現させ、抗 myc 抗体を用いて免疫沈降したサンプルを LC-MS/MS で質量分析した。HIF-

1α (3A)は、ZBTB2 が HIF-1 活性化因子として機能する条件で ZBTB2 と複合体を形成する因子

を探索するために共発現させた。質量分析から同定したタンパク質 (ヒストンを除く)の上位 30位ま

での結果を Table 3.1に示す。上位 30位までの因子群を用いて Gene ontology (GO)解析を行った

結果 (GOTERM_UP_BIOLOGICAL_PROCESS)を Table 3.2に示す。Table 3.1の 6位および 12

位には、先行研究でZBTB2との複合体形成が報告されているZNF639とZBTB25が確認でき 43、

本解析が妥当に実施されたことを認めた。 

注目すべきは Table 3.1の 1位・4位・5位には、先行研究から HIF-1活性化因子として報告され

ている 30-33XRCC6・XRCC5・PARP1 が確認できたことである。HCT116 p53(-/-)細胞に myc タグを

融合した ZBTB2および FLAG タグを融合した PARP1 を一過性過剰発現させ、抗 myc 抗体を用

いて行った共免疫沈降実験においても、ZBTB2 と PARP1の複合体形成は確認された (Fig 3.2A)。

加えて、ZBTB2 と PARP1 の複合体形成様式を詳細に明らかにするため、それぞれのタンパク質

で特定のドメインを欠損した変異体 (Fig 3.2B,D)を用いた共免疫沈降実験も行った。例えば

PARP1については、アポトーシス刺激を受けると Caspase3から 214位で切断を受けることを考慮し

NTD [1-213]や p89 [214-1014]等を用いた。一方、ZBTB2 については、一般にタンパク質間相互

作用を担うと報告される BTB/POZドメインやホモ二量体形成の寄与を検証するため、ΔBTB [118-

514]や ZBTB2ホモ二量体形成に重要な N末端の 8位から 11位の疎水性残基をアラニンに置換

してホモ二量体形成を欠損させた変異体  (4A)を用いた。その結果、PARP1 は ZF1 から



 34 

tryptophan-glycine–arginine-rich (WGR)ドメインを用いて ZBTB2 と複合体形成し (Fig 3.2C)、

ZBTB2 ホモ二量体形成の有無によらず ZBTB2 は BTB/POZ ドメインを用いて PARP1 と複合体

形成する (Fig 3.2E)ことを見出した。以上の結果は、ZBTB2 と PARP1が両者の BTB/POZ ドメイン

や ZF1 から WGR ドメインの領域を用いて複合体形成することを示すと共に、これまでの仮説から

考えられた ZBTB2による HIF-1活性化を介在する介在因子が PARP1である可能性を示唆する。 
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Table 3.1. LC-MS/MS解析による ZBTB2相互作用タンパク質の解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3.2. LC-MS/MS解析による ZBTB2相互作用タンパク質群の Gene-Ontology (GO)解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rank Name Score Rank Name Count P-value rank name identity
Genelist (GO0000122)

Negative regulation of transcription by RNA polymerase Ⅱ) Gene probe A :N_EV B :N_ZBTB2 C: H_EV D: H_ZBTB2 D/C B/A C/A Matrix ID Name Score Relative score start Predicted sequence

1 XRCC6 1406 1 Transcription regulation (KW-0805) 8 2.40E-02 1 ZBTB25 76.92 AR ZNF771 219780_at 1.3410528 1.7721866 1 13.04232 13.04232 1.32148906 0.74568279 MA1106.1 HIF1A 9.52969 0.916505469 662 GCACGTACCC
2 ZBTB2 1284 2 Transcription (KW-0804) 8 2.80E-02 2 ZBTB49 52.63 EP300 PARP15 1553380_at 1.8248757 1.9222466 1 11.460415 11.460415 1.05335755 0.54798253 MA0259.1 ARNT::HIF1A 6.18132 0.850309249 -870 GTATGTGC
3 IMPDH2 1275 3 Innate immunity (KW-0399) 5 1.90E-03 3 ZBTB4 47.83 ESR1 LOC100287728///ZNF75D 230583_s_at 2.8745685 1.6448748 2.7311714 25.432432 9.31191356 0.57221625 0.95011526 MA0259.1 ARNT::HIF1A 5.60164 0.833016036 662 GCACGTAC
4 XRCC5 1032 4 Immunity (KW-0391) 5 3.20E-02 4 MIZ1 (ZBTB17) 45.26 HDAC6 TDH 1553494_at 1.3215379 1.503708 1 7.8986096 7.8986096 1.13784705 0.75669415 MA1106.1 HIF1A 5.58145 0.823540703 -870 GTATGTGCAG
5 PARP1 553 5 DNA repair (KW-0234) 4 1.10E-02 5 ZNF913 (ZBTB11) 45.1 HSF1 ADAMTS18 242823_at 3.34221 5.6488414 4.3381877 28.23558 6.50861188 1.69015155 1.29799974 MA0259.1 ARNT::HIF1A 5.02466 0.815803124 15 AGAGGTGC
6 ZNF639 450 6 DNA damage (KW-0227) 4 1.80E-02 6 ZBTB7a 44.9 MSX2 ADAMTSL1 237217_at 1 1 1 6.47909 6.47909 1 1
7 HSPA1B 310 7 Host-virus interaction (KW-0945) 4 5.80E-02 7 ZBTB7b 44.9 PARP1 TBX3 228344_s_at 4.2880898 4.453873 4.457735 28.44254 6.38049144 1.03866132 1.03956195
8 RPA1 307 8 DNA recombination (KW-0233) 3 6.30E-03 8 ZBTB1 43.64 PCNA A2M 217757_at 5.3406835 3.931126 3.145177 19.951815 6.34362231 0.7360717 0.58890908
9 SSBP1 282 9 Stress response (KW-0346) 3 9.30E-03 9 ZBTB48 41.67 SIRT6 STC1 204597_x_at 7.9055476 1.1212994 32.73944 203.0186 6.2010407 0.14183703 4.14132476

10 SAMD1 246 10 Autophagy (KW-0072) 3 2.10E-02 10 HIC2 (ZBTB30) 41.38 SOX2 TPSAB1///TPSB2 217023_x_at 6.5261765 6.985935 9.008748 54.610023 6.06188818 1.07044837 1.38040214
11 IMPDH2 244 11 GMP biosynthesis (KW-0332) 2 3.90E-03 11 ZBTB40 41.18 TCF7L2 CDHR1 213369_at 2.5493133 2.2226837 1.7698525 10.4414215 5.89959983 0.87187546 0.69424676
12 ZBTB25 220 12 Purine biosynthesis (KW-0658) 2 1.60E-02 12 HIC1 (ZBTB29) 40 TFAP2A PAX8 221990_at 8.351621 12.992862 6.745881 38.080875 5.64505585 1.55572936 0.80773313
13 HSPA1L 212 13 PATZ1 (ZBTB19) 40 THRA MMAB 242082_at 13.432848 10.300394 14.765473 79.93118 5.41338432 0.76680641 1.09920644
14 IMPDH1 189 14 ZBTB44 40 THRB EMCN 222885_at 3.218948 2.4934847 5.1755953 27.251122 5.26531161 0.77462721 1.60785303
15 UBTF 183 15 ZBTB5 39.33 TP53 GUCY1A3 239580_at 1 1 1 4.4371047 4.4371047 1 1
16 XRCC6 181 16 CIBZ (ZBTB38) 38.75 TRIM28 HLA-DRB4 215666_at 1 1.0807478 4.89137 20.737494 4.23960854 1.0807478 4.89137
17 RPS11 175 17 ZFP161 (ZBTB14) 38.55 YY1 PIH2 234426_x_at 10.436833 1 5.232683 21.157234 4.04328602 0.09581451 0.50136694
18 S100A9 171 18 ZNF295 (ZBTB21) 38.27 ZBTB7A FOLR2 229619_at 6.8965406 5.358238 5.4744644 21.556536 3.93765206 0.77694576 0.79379862
19 ZNF639 114 19 ZBTB8a 38.2 ZEB1 RAB7B 1553982_a_at 8.702867 15.85233 8.565837 32.529026 3.79753035 1.82150664 0.98425461
20 HSPA8 109 20 ZFP238 (ZBTB18) 37.23 PDE6B 1557777_at 32.17185 20.795685 19.798685 71.99491 3.63634807 0.64639382 0.61540399
21 RPL24 106 21 ZBTB10 37.04 COL4A4 214602_at 3.8701055 3.9802563 10.164236 35.895714 3.5315703 1.02846196 2.62634597
22 RPL27 99 22 ZBTB43 36.9 CLIC5 234329_at 1.9012358 1.5466986 1.9406378 6.82925 3.51907502 0.81352276 1.02072442
23 CBX1 89 23 ZBTB3 36.46 MYOZ3 213955_at 6.4414554 5.5136495 8.272098 28.98579 3.50404335 0.85596331 1.28419705
24 SERPINB12 87 24 MYNN (ZBTB31) 36.28 DKFZp547J222 234771_at 2.7993786 2.2830267 1.9940695 6.563648 3.29158437 0.81554767 0.71232576
25 RPL23 86 25 ZBTB39 35.96 ATP13A4 1559571_a_at 4.321466 4.992703 4.359402 11.1594925 2.55986773 1.15532622 1.0087785
26 DNAJC9 82 26 ZBTB42 35.71 ANKS1B 219989_s_at 1 1.4700568 3.874966 9.838412 2.53896731 1.4700568 3.874966
27 RPS27AP5 76 27 ZBTB26 35.59 N4BP2L1 214887_at 1.2127752 1 1 2.5040321 2.5040321 0.82455512 0.82455512
28 RPL37A 73 28 KAISO (ZBTB33) 35.4 CD44 1565868_at 46.14331 32.450443 24.487392 60.649677 2.4767716 0.70325347 0.53068131
29 CTSD 72 29 ZBTB9 35.23 UNC13D 228350_at 4.173832 8.210626 2.7568605 6.6276503 2.40405719 1.96716734 0.66051065
30 S100A8 71 30 ZBTB7c 34.94 UBXN10 238657_at 4.660329 8.78274 3.5218914 8.285044 2.35244165 1.8845751 0.75571733

31 ZBTB22 34.52 C1orf61 222301_at 112.18826 105.95109 57.94642 134.59314 2.32271709 0.94440443 0.51651055
32 ZBTB34 34.23 MGC39584 242822_at 23.009758 27.654251 22.750372 52.599316 2.31202004 1.20184884 0.98872713
33 ZBTB46 33.93 DHRS2 214079_at 627.8331 1217.0396 405.08243 890.3201 2.1978739 1.93847632 0.64520719
34 ZBTB45 33.33 KIAA0146 236284_at 20.14113 5.329815 10.239218 20.634153 2.0152079 0.26462343 0.50837356
35 ZBTB8b 32.95
36 GZF1 (ZBTB23) 32.53
37 ZFP131 (ZBTB35) 32.18
38 ZBTB37 32.04
39 ZBTB16 31.68
40 ZBTB41 31.17
41 PATZ2 (ZBTB24) 31.13
42 BCL6 (ZBTB27) 30.68
43 ZFP651 (ZBTB47) 29.91
44 ZBTB6 29.81
45 ZBTB32 27.69
46 ZBTB20 27.19
47 ZBTB12 23.15
48 BCL6B (ZBTB28) not detected

Rank Name Count
1 Transcription regulation (KW-0805) 8
2 Transcription (KW-0804) 8
3 Innate immunity (KW-0399) 5
4 Immunity (KW-0391) 5
5 DNA repair (KW-0234) 4
6 DNA damage (KW-0227) 4
7 Host-virus interaction (KW-0945) 4
8 DNA recombination (KW-0233) 3
9 Stress response (KW-0346) 3
10 Autophagy (KW-0072) 3
11 GMP biosynthesis (KW-0332) 2
12 Purine biosynthesis (KW-0658) 2
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Fig 3.1. ZBTB2は HIF-1αおよび HIF-1β とは強固に複合体を形成しない 
A) HCT116 p53(-/-)細胞へ図中に示すタンパク質発現ベクターを導入後、共免疫沈降実験で ZBTB2 と HIF-1αお
よび ZBTB2 と HIF-1β間の複合体形成を検証したWestern blotting。抗 myc抗体による免疫沈降サンプル (左)、
全細胞抽出液 (右)を図中に示す各抗体で検出した。 
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Fig 3.2. ZBTB2は PARP1 と複合体を形成する 
A-E) HCT116 p53(-/-)細胞へ図中に示すタンパク質発現ベクターを導入後、共免疫沈降実験で ZBTB2 と PARP1
間の複合体形成を検証したWestern blotting。ZBTB2 と PARP1 (A)、ZBTB2 とドメイン欠損 PARP1変異体 (C)、
PARP1 とドメイン欠損 ZBTB2変異体 (E)間の複合体形成について、抗 myc抗体 (A)および抗 FLAG抗体 
(C,E)による免疫沈降サンプル (左)、全細胞抽出液 (右)を図中に示す各抗体で検出し検証した。Cで用いたドメイ
ン欠損型 PARP1変異体の構造を (B)に、Eで用いた ZBTB2変異体の構造を (D)へ示す。 
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3-2. ZBTB2は PARP1 と協調して HIF-1を活性化する 
続いて、ZBTB2が HIF-1活性化時に PARP1 と協調的に HIF-1を活性化しているか検証した。こ

こでまず私は、先行研究で報告されている PARP1 と HIF-1αの複合体形成 30,31に注目し、ZBTB2

が HIF-1活性化能を持つ PARP1 と HIF-1αの複合体形成を増強させて PARP1 と協調的に HIF-1

を活性化しているのではないかという作業仮説 (Fig 3.3A)を立て、これを検証した。まず、HCT116 

p53(-/-)細胞に FLAGタグを融合した PARP1、HIF-1α (3A)そしてmycタグを融合した ZBTB2を一

過性過剰発現させ、抗 FLAG 抗体を用いて共免疫沈降実験を行った。その結果、PARP1 と共に

沈降する HIF-1αの量（すなわち PARP1-HIF-1α複合体）は ZBTB2の過剰発現により顕著に増加

し、ZBTB2 が PARP1-HIF-1α間の複合体形成を促進していることを見出した (Fig 3.3B)。さらにこ

こで、PARP1 が行う転写制御についての先行研究の中で、PARP1 の酵素活性依存的な働きと非

依存的な働きの双方が示されていることを考慮し 40,52-55、PARP1 の酵素活性依存性について検証

した。PARP1 の酵素活性部位にあたる 988 位のアスパラギン酸残基 50をリジン残基に置換して酵

素活性を欠損させた変異体 PARP1 (E988K)を用い、同様に PARP1-HIF-1α複合体形成を共免疫

沈降実験によって評価した。まずWBにおいて、PARP1(E988K)の過剰発現は、野生型 PARP1で

見られる自己ポリ ADP リボシル化修飾に起因するスメア状のバンドシフトを呈さなかったことから、

この E988K変異体が酵素活性を欠損していることを認めた (Fig 3.3C)。その上で、PARP1の酵素

活性によらず PARP1 と ZBTB2、HIF-1α との間で複合体形成が検出され、さらに ZBTB2 による

PARP1-HIF-1α複合体の増強も PARP1酵素活性非依存的であることを見出した (Fig 3.3C)。 

次に、PARP1-HIF-1α 複合体形成の変化が HIF-1 活性へ与える影響を検証するため、HIF-1 活

性レポーターである HIF-1α Trans-activation domain (TAD [531 aa ~ 826 aa])を活用したレポーター 

(Fig 2.1)と、本研究で新たに構築した STC1 プロモーターを用いたレポーター (Fig S1.2B)の二種

を用いたルシフェラーゼアッセイを行った。まず、PARP1 または ZBTB2 もしくはその双方を細胞に

一過性過剰発現させた後、細胞を通常酸素および低酸素下で 24時間培養して、両者がHIF-1活

性に与える影響を検証した。その結果、低酸素下で亢進する HIF-1αTAD レポーター活性および

STC1 レポーター活性に対して、PARP1 単独の過剰発現は有意な効果を与えないが、ZBTB2 存

在下で PARP1 を過剰発現した場合にはレポーター活性が有意に増強することを見出した (Fig 

3.4B,C)。なおここで、PARP1 の過剰発現は、内在性 HIF-1αや過剰発現した ZBTB2 の発現量に

は著明な効果を与えなかった (Fig 3.4A)。次に、siRNA を用いて PARP1 をノックダウンし、さらに

ZBTB2 を一過性過剰発現させた後、細胞を通常酸素および低酸素下で 24 時間培養して、両者

が HIF-1 活性に与える影響を検証した。その結果、低酸素下 ZBTB2 過剰発現によって亢進する

レポーター活性が、PARP1 のノックダウンによって部分的ではあるが顕著に減弱することを見出し

た (Fig 3.4E)。以上から、ZBTB2が PARP1 と協調して PARP1の酵素活性非依存的に HIF-1を活

性化させていることを見出した。 
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Fig 3.3. ZBTB2は PARP1 と HIF-1αの複合体形成を促進する 
A) ZBTB2が PARP1の役割に与える影響の作業仮説。B,C) HCT116 p53(-/-)細胞へ図中に示すタンパク質発現
ベクターを導入後、共免疫沈降実験で PARP1 と HIF-1α間の複合体形成を検証したWestern blotting。抗 FLAG
抗体による免疫沈降サンプル (左)、全細胞抽出液 (右)を図中に示す各抗体で検出した。野生型 PARP1 (WT)も
しくは変異型 PARP1 (E988K) (mut)の発現プラスミドを使用した。 
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Fig 3.4. ZBTB2は PARP1 と PARP1酵素活性非依存的に協調して HIF-1を活性化する 
A-E) HCT116 p53(-/-)細胞を用いた PARP1および ZBTB2過剰発現下での HIF-1αTADルシフェラーゼアッセイ

(B)および STC1プロモータールシフェラーゼアッセイ (C)と PARP1 ノックダウンおよび ZBTB2過剰発現下での
STC1プロモータールシフェラーゼアッセイ (E)による HIF-1活性定量実験。TKプロモーターの制御下で発現す
る Renillaルシフェラーゼを内部標準として用いた。各実験の細胞抽出液について、図中に示す各抗体で各タンパ

ク質発現をWestern blottingで検出した C (A)、E (D)。平均値 ± s.d. (n = 3) ***p < 0.001 n.s. no significance 
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3-3. ZBTB2による HIF-1活性化経路制御因子のスクリーニング 
-ZBTB7Aは ZBTB2 とヘテロ二量体を形成し ZBTB2ホモ二量体形成を阻害する- 
ここまでの結果から、ZBTB2が PARP1 と協調的に HIF-1 を活性化することが明らかになった。そ

こで次に私は、新たに見出した PARP1 の関与を足がかりに PARP1 に関連する因子を探索して、

ZBTB2による HIF-1活性化を制御する内在性因子の探索を試みた。 

まず初めに、ZBTB2 と複合体形成する因子群を探索した質量分析実験で見出した PARP1・

XRCC5・XRCC6に着目した絞り込みを実施した。この理由は、ZBTB2によるHIF-1活性化を制御

する因子が ZBTB2 と複合体を形成する際に、PARP1・XRCC5・XRCC6 とも同時に相互作用する

のではないかという作業仮説 (Fig 3.5A)が考えられたためである。オープンアクセスデータベース

である Biogrid (https://thebiogrid.org/)を用いて、三因子との相互作用が報告されている遺伝子を

探索した。その結果、225 の遺伝子を同定し (Fig 3.5B)、特にその内の 81 遺伝子が PARP1・

XRCC5・XRCC6のいずれか 2因子と低スループット解析で相互作用が報告されていることを見出

した。最終的に、81遺伝子について GO解析を行った結果、20の遺伝子が RNAポリメラーゼⅡ依

存的な転写を制御する遺伝子群 (GO:0006357)に分類されることを見出した (Table 3.3)。続いて、

BTB-ZF ファミリーに着目した絞り込みも実施した。この理由は、一般に BTB-ZF ファミリーは N 末

端の BTB/POZ ドメインに相同性を有する 56,57ため、ZBTB2が N末端を介してホモ二量体形成す

るように、N末端に相同性を有するファミリー因子と ZBTB2がヘテロ二量体を形成するのではない

かという作業仮説 (Fig 3.5C)が想起されたためである。ZBTB2 と相同性を有する因子が ZBTB2 と

ヘテロ二量体を形成して、ZBTB2 による HIF-1 活性化を制御するのではないかと考えた。以上を

考慮し、私は ZBTB2の N末端ドメイン (NTD [1-113])と全 49の BTB-ZFファミリー因子の間の相

同性をペプチドアラインメント解析により検証した。二遺伝子間で相同性が見られた領域内の同一

性値を Table 3.4 と Fig 3.5Dへ示す。最上位には、先行研究で ZBTB2 との複合体形成が報告さ

れている ZBTB2543 が確認できたことから、本解析の妥当性を認めた。そして二つの絞り込みに共

通する因子として ZBTB7A が確認された。ZBTB7A は、ペプチドアラインメント解析において、

ZBTB2のN末端との相同領域内で44.9%の同一性を持つことから上位6位に位置し (Table 3.4)、

GO解析でも抽出された。ここで先行研究により、ZBTB7A も N末端の 20位と 21位の疎水性アミ

ノ酸残基を介してホモ二量体を形成することが報告されている 58。そして、ペプチドアラインメント解

析結果 (Fig 3.6A)を見ると、当該アミノ酸残基は ZBTB2 のホモ二量体形成に重要な 10位 11位

の疎水性残基との相同性を有することが明らかであった。以上の結果は、ZBTB7Aが ZBTB2 とヘ

テロ二量体を形成して、ZBTB2によるHIF-1活性化を制御する因子として働く可能性を示唆する。 

そこで続いて、ZBTB7Aが ZBTB2に与える影響を検証した。まず、ZBTB7Aと ZBTB2が複合体 

(ヘテロ二量体)を形成するかを検証するため、in silico で AlphaFold3 を用いて ZBTB7A-ZBTB2

複合体の構造予測を行った。その結果、両者の N 末端ドメイン (ZBTB2 [1-117]と ZBTB7A [1-

101]を用いた構造予測において、ZBTB7A と ZBTB2 が相同性を持つ N末端領域の間で相互作

用する可能性を見出した (Fig 3.6B右)。特にここで、ZBTB7Aは ZBTB2のホモ二量体形成に重

要な N 末端の疎水性残基を覆うように位置していた (Fig 3.6B 右)。次に、ZBTB2 と ZBTB7A の

https://thebiogrid.org/
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複合体形成能を実験的に検証するため、HCT116 p53(-/-)細胞へ myc タグを融合した ZBTB7A と

V5 タグを融合した ZBTB2 を一過性過剰発現させ、抗 myc 抗体を用いて共免疫沈降実験を行っ

た。その結果、ZBTB7Aは ZBTB2に共沈し、in silico解析と一貫して ZBTB7A と ZBTB2が複合

体 (ヘテロ二量体)形成することを見出した (Fig 3.6C)。最後に、ZBTB7A と ZBTB2のヘテロ二量

体形成が ZBTB2 ホモ二量体形成へ与える影響を検証するため、スプリットルシフェラーゼの系を

活用して ZBTB2 ホモ二量体形成能の定量実験を行った。この理由は、先行研究から ZBTB2 の

ホモ二量体形成は ZBTB2 が HIF-1 を活性化する上で重要であり 47、ZBTB7A と ZBTB2 のヘテ

ロ二量体形成が ZBTB2 のホモ二量体形成に何らかの影響を与えているのではないかと考えられ

たためである。そこで、ルシフェラーゼ遺伝子を分割した LgBitおよび SmBit を ZBTB2の C末端

に融合させた融合タンパク質を発現するプラスミドを HCT116 p53(-/-)細胞へ一過性に導入し、

ZBTB2 ホモ二量体形成後に LgBit と SmBit が会合して生じるルシフェラーゼ発光の強度を定量

して、ZBTB2 ホモ二量体形成能を評価した。この条件にさらに ZBTB7A 発現プラスミドを三段階

の濃度で一過性に導入し、ZBTB7Aが ZBTB2 ホモ二量体形成に与える影響を評価した。その結

果、ZBTB2 ホモ二量体形成により生じるルシフェラーゼ発光が、導入した ZBTB7A の発現プラス

ミドの量に依存して顕著に減少し、ZBTB7Aが ZBTB2 とヘテロ二量体を形成すると、ZBTB2 ホモ

二量体形成を阻害することを見出した (Fig 3.6D)。 
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Fig 3.5. ZBTB2阻害因子のスクリーニング  
A) 作業仮説。ZBTB2-HIF-1経路の活性制御因子は ZBTB2 と複合体形成する因子とも相互作用するか。B) 
PARP1・XRCC5・XRCC6 と相互作用する因子群の Biogrid 探索解析結果ベン図。C) 作業仮説。ZBTB2-HIF-1
経路の活性制御因子は ZBTB2の N末端と相同性を有し、ZBTB2 とヘテロ二量体を形成するか。D)ZBTB2NTD 
[1-113]と全 BTB-ZFファミリー因子とのペプチドアラインメント解析結果。ZBTB7Aを代表値として示す。 
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Table 3.3. PARP1・XRCC5・XRCC6 と相互作用する因子のうち、RNA polymerase Ⅱ依存的転

写を制御する因子群 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genelist (GO0006357)
Regulation of transcription by RNA polymerase Ⅱ)

BAZ1A
BRCA1
ERG
ESR1
HIF1A
HOXB7
HSF1
MECOM
MSX2
PGR

POU2F1
TCF7L2
TFAP2A
THRA
TNIP1
TP53
USF1
YY1

ZBTB7A
ZEB1
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Table 3.4. ZBTB2NTD [1-113]と全 BTB-ZFファミリーのペプチドアラインメント解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rank Name Score Rank Name Count P-value rank name identity
Genelist (GO0000122)

Negative regulation of transcription by RNA polymerase Ⅱ) Gene probe A :N_EV B :N_ZBTB2 C: H_EV D: H_ZBTB2 D/C B/A C/A Matrix ID Name Score Relative score start Predicted sequence

1 XRCC6 1406 1 Transcription regulation (KW-0805) 8 2.40E-02 1 ZBTB25 76.92 AR ZNF771 219780_at 1.3410528 1.7721866 1 13.04232 13.04232 1.32148906 0.74568279 MA1106.1 HIF1A 9.52969 0.916505469 662 GCACGTACCC
2 ZBTB2 1284 2 Transcription (KW-0804) 8 2.80E-02 2 ZBTB49 52.63 EP300 PARP15 1553380_at 1.8248757 1.9222466 1 11.460415 11.460415 1.05335755 0.54798253 MA0259.1 ARNT::HIF1A 6.18132 0.850309249 -870 GTATGTGC
3 IMPDH2 1275 3 Innate immunity (KW-0399) 5 1.90E-03 3 ZBTB4 47.83 ESR1 LOC100287728///ZNF75D 230583_s_at 2.8745685 1.6448748 2.7311714 25.432432 9.31191356 0.57221625 0.95011526 MA0259.1 ARNT::HIF1A 5.60164 0.833016036 662 GCACGTAC
4 XRCC5 1032 4 Immunity (KW-0391) 5 3.20E-02 4 MIZ1 (ZBTB17) 45.26 HDAC6 TDH 1553494_at 1.3215379 1.503708 1 7.8986096 7.8986096 1.13784705 0.75669415 MA1106.1 HIF1A 5.58145 0.823540703 -870 GTATGTGCAG
5 PARP1 553 5 DNA repair (KW-0234) 4 1.10E-02 5 ZNF913 (ZBTB11) 45.1 HSF1 ADAMTS18 242823_at 3.34221 5.6488414 4.3381877 28.23558 6.50861188 1.69015155 1.29799974 MA0259.1 ARNT::HIF1A 5.02466 0.815803124 15 AGAGGTGC
6 ZNF639 450 6 DNA damage (KW-0227) 4 1.80E-02 6 ZBTB7a 44.9 MSX2 ADAMTSL1 237217_at 1 1 1 6.47909 6.47909 1 1
7 HSPA1B 310 7 Host-virus interaction (KW-0945) 4 5.80E-02 7 ZBTB7b 44.9 PARP1 TBX3 228344_s_at 4.2880898 4.453873 4.457735 28.44254 6.38049144 1.03866132 1.03956195
8 RPA1 307 8 DNA recombination (KW-0233) 3 6.30E-03 8 ZBTB1 43.64 PCNA A2M 217757_at 5.3406835 3.931126 3.145177 19.951815 6.34362231 0.7360717 0.58890908
9 SSBP1 282 9 Stress response (KW-0346) 3 9.30E-03 9 ZBTB48 41.67 SIRT6 STC1 204597_x_at 7.9055476 1.1212994 32.73944 203.0186 6.2010407 0.14183703 4.14132476

10 SAMD1 246 10 Autophagy (KW-0072) 3 2.10E-02 10 HIC2 (ZBTB30) 41.38 SOX2 TPSAB1///TPSB2 217023_x_at 6.5261765 6.985935 9.008748 54.610023 6.06188818 1.07044837 1.38040214
11 IMPDH2 244 11 GMP biosynthesis (KW-0332) 2 3.90E-03 11 ZBTB40 41.18 TCF7L2 CDHR1 213369_at 2.5493133 2.2226837 1.7698525 10.4414215 5.89959983 0.87187546 0.69424676
12 ZBTB25 220 12 Purine biosynthesis (KW-0658) 2 1.60E-02 12 HIC1 (ZBTB29) 40 TFAP2A PAX8 221990_at 8.351621 12.992862 6.745881 38.080875 5.64505585 1.55572936 0.80773313
13 HSPA1L 212 13 PATZ1 (ZBTB19) 40 THRA MMAB 242082_at 13.432848 10.300394 14.765473 79.93118 5.41338432 0.76680641 1.09920644
14 IMPDH1 189 14 ZBTB44 40 THRB EMCN 222885_at 3.218948 2.4934847 5.1755953 27.251122 5.26531161 0.77462721 1.60785303
15 UBTF 183 15 ZBTB5 39.33 TP53 GUCY1A3 239580_at 1 1 1 4.4371047 4.4371047 1 1
16 XRCC6 181 16 CIBZ (ZBTB38) 38.75 TRIM28 HLA-DRB4 215666_at 1 1.0807478 4.89137 20.737494 4.23960854 1.0807478 4.89137
17 RPS11 175 17 ZFP161 (ZBTB14) 38.55 YY1 PIH2 234426_x_at 10.436833 1 5.232683 21.157234 4.04328602 0.09581451 0.50136694
18 S100A9 171 18 ZNF295 (ZBTB21) 38.27 ZBTB7A FOLR2 229619_at 6.8965406 5.358238 5.4744644 21.556536 3.93765206 0.77694576 0.79379862
19 ZNF639 114 19 ZBTB8a 38.2 ZEB1 RAB7B 1553982_a_at 8.702867 15.85233 8.565837 32.529026 3.79753035 1.82150664 0.98425461
20 HSPA8 109 20 ZFP238 (ZBTB18) 37.23 PDE6B 1557777_at 32.17185 20.795685 19.798685 71.99491 3.63634807 0.64639382 0.61540399
21 RPL24 106 21 ZBTB10 37.04 COL4A4 214602_at 3.8701055 3.9802563 10.164236 35.895714 3.5315703 1.02846196 2.62634597
22 RPL27 99 22 ZBTB43 36.9 CLIC5 234329_at 1.9012358 1.5466986 1.9406378 6.82925 3.51907502 0.81352276 1.02072442
23 CBX1 89 23 ZBTB3 36.46 MYOZ3 213955_at 6.4414554 5.5136495 8.272098 28.98579 3.50404335 0.85596331 1.28419705
24 SERPINB12 87 24 MYNN (ZBTB31) 36.28 DKFZp547J222 234771_at 2.7993786 2.2830267 1.9940695 6.563648 3.29158437 0.81554767 0.71232576
25 RPL23 86 25 ZBTB39 35.96 ATP13A4 1559571_a_at 4.321466 4.992703 4.359402 11.1594925 2.55986773 1.15532622 1.0087785
26 DNAJC9 82 26 ZBTB42 35.71 ANKS1B 219989_s_at 1 1.4700568 3.874966 9.838412 2.53896731 1.4700568 3.874966
27 RPS27AP5 76 27 ZBTB26 35.59 N4BP2L1 214887_at 1.2127752 1 1 2.5040321 2.5040321 0.82455512 0.82455512
28 RPL37A 73 28 KAISO (ZBTB33) 35.4 CD44 1565868_at 46.14331 32.450443 24.487392 60.649677 2.4767716 0.70325347 0.53068131
29 CTSD 72 29 ZBTB9 35.23 UNC13D 228350_at 4.173832 8.210626 2.7568605 6.6276503 2.40405719 1.96716734 0.66051065
30 S100A8 71 30 ZBTB7c 34.94 UBXN10 238657_at 4.660329 8.78274 3.5218914 8.285044 2.35244165 1.8845751 0.75571733

31 ZBTB22 34.52 C1orf61 222301_at 112.18826 105.95109 57.94642 134.59314 2.32271709 0.94440443 0.51651055
32 ZBTB34 34.23 MGC39584 242822_at 23.009758 27.654251 22.750372 52.599316 2.31202004 1.20184884 0.98872713
33 ZBTB46 33.93 DHRS2 214079_at 627.8331 1217.0396 405.08243 890.3201 2.1978739 1.93847632 0.64520719
34 ZBTB45 33.33 KIAA0146 236284_at 20.14113 5.329815 10.239218 20.634153 2.0152079 0.26462343 0.50837356
35 ZBTB8b 32.95
36 GZF1 (ZBTB23) 32.53
37 ZFP131 (ZBTB35) 32.18
38 ZBTB37 32.04
39 ZBTB16 31.68
40 ZBTB41 31.17
41 PATZ2 (ZBTB24) 31.13
42 BCL6 (ZBTB27) 30.68
43 ZFP651 (ZBTB47) 29.91
44 ZBTB6 29.81
45 ZBTB32 27.69
46 ZBTB20 27.19
47 ZBTB12 23.15
48 BCL6B (ZBTB28) not detected
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Fig 3.6. ZBTB7Aは ZBTB2 とヘテロ二量体を形成し、ZBTB2ホモ二量体形成を阻害する 
A) ZBTB2 (5 aa ~ 54 aa)および ZBTB7A (15 aa ~ 64 aa )のペプチドアラインメント解析結果。両者に同一なアミノ酸

を赤枠で、相同なアミノ酸を薄赤枠で、ZBTB2ホモ二量体形成に重要なアミノ酸残基に＊を示す。B) AlphaFold3
による ZBTB2-ZBTB7Aヘテロ二量体の構造予測 (ZBTB2を薄青、ZBTB7Aを黄色)。解析へ両タンパク質全長 
(左)、N 末端ドメイン ZBTB2 (1 aa ~ 117 aa)および ZBTB7A (1 aa ~ 101 aa) (右)を用いた。C) HCT116 p53(-/-)細
胞へ図中に示すタンパク質発現ベクターを導入後、共免疫沈降実験で ZBTB2-ZBTB7Aヘテロ二量体形成を検
証したWestern blotting。抗 myc抗体による免疫沈降サンプル (上)、全細胞抽出液 (下)を図中に示す各抗体で
検出した。D) スプリットルシフェラーゼを用いた ZBTB2ホモ二量体形成能の定量。図中に示すタンパク質発現ベ
クターを導入後、ZBTB2ホモ二量体が生じる化学発光を定量した。ZBTB7A過剰発現プラスミドを三段階の濃度

で過剰発現した。平均値 ± s.d. (n = 3) *p ≦ 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 , n.s. no significance 
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3-4. ZBTB7Aは ZBTB2 とヘテロ二量体を形成し ZBTB2 ホモ二量体形成を阻害し
て、HIF-1の活性化および低酸素下での細胞増殖を抑制する 
次に、ZBTB7Aが ZBTB2 ホモ二量体形成を阻害した結果、ZBTB2による HIF-1活性化を抑制

的に制御する因子として働いているかを検証した。 

まず、HCT116 p53(-/-)細胞へ ZBTB7A または ZBTB2 もしくは双方を一過性過剰発現させる条

件で、二種の HIF-1 活性レポーターを用いたルシフェラーゼアッセイ及び qRT-PCR による HIF-1

下流遺伝子の発現定量実験を実施した。まず、HIF-1αの転写活性化能をHIF-1α Trans-activation 

domain (TAD [531 aa ~ 826 aa])を活用したルシフェラーゼレポーター (Fig 2.1)によって評価した。

その結果、ZBTB7A の非過剰発現下では ZBTB2 は HIF-1 転写活性を活性化するのに対して、

ZBTB7A の過剰発現下では ZBTB2 による HIF-1 転写活性の活性化が有意に減弱することを見

出した (Fig 3.7A,B)。ここで、ZBTB7Aの過剰発現は、ZBTB2や Gal4DBD-HIF-1αTAD 融合タン

パク質の発現量には著明な効果を与えず (Fig 3.7A)、ZBTB7Aが働く作用点は、ZBTB2や HIF-

1α発現量の調節よりむしろZBTB2が持つHIF-1転写活性の活性化能もしくはその上流のZBTB2

ホモ二量体形成能であると考えられた。次に、本研究で構築した (Fig S1.2B)STC1 遺伝子のプロ

モーター活性を測定するルシフェラーゼレポーター実験を行った。その結果、ZBTB7A の非過剰

発現下では ZBTB2 が STC1 プロモーター活性の低酸素誘導を有意に増強するのに対して、

ZBTB7A の過剰発現下ではそれが有意に減弱することを見出した  (Fig 3.7C,D)。ここで、

ZBTB7Aの過剰発現は、ZBTB2や内在性 HIF-1αの発現量には著明な効果を与えず (Fig 3.7C)、

一貫して ZBTB7A が働く作用点は、ZBTB2 や HIF-1α 発現量の調節よりむしろ ZBTB2 が持つ

HIF-1 の活性化能もしくはその上流の ZBTB2 ホモ二量体形成能であると考えられた。次に、本研

究で同定した (Fig S1A,B)ZBTB2が HIF-1を活性化して発現を誘導する HIF-1下流遺伝子の発

現定量を qRT-PCR で実施した。その結果、ZBTB7A の非過剰発現下では ZBTB2 は STC1 や

PAX8 といった HIF-1 下流遺伝子の低酸素誘導を有意に増強するが、ZBTB7A の過剰発現下で

はそれが有意に減弱することを見出した (Fig 3.7E,F)。さらに、3-2 の項で述べた PARP1-HIF-1α

の複合体形成に対する ZBTB7A の効果を、スプリットルシフェラーゼを用いた蛋白質間相互作用

解析法で検証した。HCT116 p53(-/-)細胞へ、LgBit を融合した PARP1、SmBit を融合した HIF-1α 

(2A)、および ZBTB7Aまたは ZBTB2を一過性過剰発現させ、PARP1-HIF-1α複合体形成後に生

じるルシフェラーゼ発光の強度を定量した。その結果、ZBTB7A の非過剰発現下では ZBTB2 は

PARP1-HIF-1α 複合体形成を増強するのに対して、ZBTB7A の過剰発現下では ZBTB2 による

PARP1-HIF-1α 複合体形成の増強は有意に減弱することを見出した (Fig 3.7G)。以上の結果は、

ZBTB7Aが ZBTB2による HIF-1活性化を抑制的に制御する因子として働くことを示す。 

さらに、私は本現象を細胞生物学的観点から評価するため、ZBTB7A が低酸素下での細胞増殖

を抑制するかを検証した。この理由は、これまでの研究から ZBTB2 は HIF-1 を活性化すると低酸

素環境下での細胞増殖を亢進させることが明らかであり 47、がんにおける STC1 及び PAX8の高発

現が細胞増殖の亢進に関連する 59,60 ことも報告されているためである。そこで私は、ZBTB7A が

ZBTB2による HIF-1活性化を抑制するとき、低酸素下での細胞増殖も抑制するのではないかと考
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えた。HeLa 細胞へ ZBTB7A を一過性過剰発現させ、低酸素培養前後の細胞数を WST8 法によ

り検証した。その結果、ZBTB7A の過剰発現下では、低酸素下での細胞増殖が有意に低下するこ

とを見出した (Fig 3.8A,B)。さらに私は、ZBTB7A の過剰発現が低酸素下での細胞増殖を低下さ

せることが、ZBTB7Aが ZBTB2のホモ二量体形成を阻害することに起因するかを検証した。ここで

以前の研究結果から、HeLa細胞へ ZBTB2の N末端 (NTD [1-113])を模したポリペプチドを発現

するプラスミドを一過性に導入すると、当該ポリペプチドが ZBTB2 ホモ二量体形成を阻害して、

HIF-1 活性化および低酸素下での細胞増殖を抑制することが明らかだった 47。そこで私は、

ZBTB7A と ZBTB2NTD [1-113]を共に過剰発現させたとき、両者が共に ZBTB2 ホモ二量体形成

を阻害して細胞増殖を低下させているのであれば、両者の過剰発現は細胞増殖低下現象に対し

て相乗効果を持たないのではないかと考えた。HeLa細胞へ ZBTB7A と ZBTB2NTD [1-113]を共

に一過性過剰発現させ、低酸素培養前後の細胞数を WST8法により検証した。その結果、両者を

共発現させても細胞増殖の低下は、両者を単独に過剰発現させたときと同等であり、共発現の相

乗効果は確認できなかった (Fig 3.8A,B)。すなわち、ZBTB7A と ZBTB2NTD [1-113]が作用点を

共通し、ZBTB2 ホモ二量体形成を阻害していることを見出した。以上の結果は、これまでの結果と

一貫して、ZBTB7AがZBTB2によるHIF-1活性化を抑制的に制御する因子として働くことを示す。 
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Fig 3.7. ZBTB7Aは ZBTB2による HIF-1活性化を抑制する  
A-F) HCT116 p53(-/-)細胞へ図中に示すタンパク質発現ベクターを導入後、HIF-1αTADルシフェラーゼ (B)およ
び STC1プロモータールシフェラーゼ (D)アッセイ及び STC1 mRNA (E)および PAX8 mRNA (F)発現の qRT-PCR
定量実験を行った HIF-1活性定量実験。TKプロモーターの制御下で発現する Renillaルシフェラーゼを内部標

準として用いた。各実験の細胞抽出液について、図中に示す各抗体で各タンパク質発現をWestern blottingで検
出した B (A)、D (C)。G) スプリットルシフェラーゼを用いた PARP1 と HIF-1α間の複合体形成能の定量。図中に
示すタンパク質発現ベクターを導入後、PARP1-HIF-1α複合体が生じる化学発光を定量した。平均値 ± s.d. (n = 
3) *p ≦ 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 , n.s. no significance 
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Fig 3.8. ZBTB7Aは ZBTB2ホモ二量体を形成を阻害し、低酸素下の細胞増殖を抑制する 
A,B) HeLa細胞を用いた低酸素培養前後の細胞数定量実験。図中に示すタンパク質発現ベクターを導入後、低

酸素培養前後の細胞数を定量した。低酸素培養前の細胞数で各条件を標準化したデータを示す。折れ線グラフ 
(A)および低酸素培養後の細胞数を棒グラフ (B)で示す。平均値 ± s.d. (n = 3) *p ≦ 0.05, **p < 0.01, ***p < 
0.001 , n.s. no significance 

 

 

  

Re
la

tiv
e 

ce
ll 

nu
m

be
r

days after hypoxic culture

EV
ZBTB2[1-113]
ZBTB7A
ZBTB2[1-113]+ZBTB7A

ZBTB2[1-113] − ＋ − ＋
ZBTB7A ＋−

1 day after hypoxic culture

Re
la

tiv
e 

ce
ll 

nu
m

be
r

A    B 



 53 

3-5. ZBTB7Aの低発現は患者予後不良に相関する  
最後に、がん患者の生命予後へ ZBTB7A が与える影響をがんゲノム情報の公共データベース 

The Cancer Genome Atlas (TCGA)を用いて、がん患者腫瘍における ZBTB7Aおよび ZBTB2の腫

瘍内発現量と患者生命予後の相関関係を評価して検証した。11 種の癌 (腎臓癌・肝臓癌・神経膠

腫・頭頸部癌・肺癌・膵臓癌・卵巣癌・直腸癌・乳癌・子宮頸癌・胃癌)の患者集団の TCGA RNA-

seq データから、それぞれの集団における ZBTB7A の発現量の中央値を算出し、患者集団を

ZBTB7A 高発現な集団と低発現な集団へ分類して Kaplan-Meier 解析を実施した。その結果、腎

臓癌・胃癌の 2 癌種で統計的に有意な差をもって ZBTB7Aの低発現が患者予後不良に相関する

ことを見出した (Fig 3.9A,B)。頭頸部癌については ZBTB7A の低発現が患者予後不良に相関す

る傾向が見られた (Fig 3.9C)。上記の癌種では ZBTB7A は、がん抑制遺伝子として働いていると

考えられた。 

最後に、ZBTB7A のがん抑制遺伝子としての働きに ZBTB2 ホモ二量体形成の阻害が関与して

いるか否かの検証を試みた。仮説として、ZBTB7A による ZBTB2 ホモ二量体形成の阻害が

ZBTB7A の働きに重要である場合、ZBTB2 発現が低い患者では ZBTB7A はその阻害対象が存

在せず、以て患者生命予後へ与える影響も少ないことが予想される。そこで、Fig 3.9で解析した患

者集団を、さらに ZBTB2 の腫瘍内発現量の中央値を元に、ZBTB2 高発現な集団と低発現な集

団へ分類し、合計 4 集団の患者で Kaplan-Meier 解析を実施した。その結果、解析に供した腎臓

癌・胃癌・頭頸部癌の全ての患者群において、ZBTB2 低発現集団で統計的有意な差を持って

ZBTB7Aの低発現が患者予後不良に相関することを見出した (Fig 3.10B,D,F)。ZBTB2高発現集

団では、腎臓癌では ZBTB7Aの低発現が患者予後不良に相関するが、胃癌・頭頸部癌では有意

な効果を認めなかった (Fig 3.10A,C,E)。以上の結果から、腎臓癌・胃癌・頭頸部癌患者において

ZBTB7Aの腫瘍内低発現はがん患者の予後不良に相関し、かつ相関関係は腫瘍内で ZBTB2を

高発現する患者群よりも ZBTB2を低発現する患者群で顕著であることを見出した。 
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Fig 3.9. ZBTB7Aの低発現はがん患者の予後不良に相関する 
A-C) TCGAデータベースを用いた Kaplan-Meier全生存期間解析。腎臓癌 (A)・胃癌 (B)・頭頸部癌 (C)の患者

集団について ZBTB7Aを腫瘍内で高発現する患者群を青で、低発現する患者群を赤で示す。Log-rank test. 
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Fig 3.10. ZBTB7Aの低発現は ZBTB2低発現な患者群で強く患者予後不良に相関する 
A-E) TCGAデータベースを用いた Kaplan-Meier全生存期間解析。腫瘍内 ZBTB2発現度をもとに分類した、腎

臓癌 ZBTB2 高発現 (A)・腎臓癌 ZBTB2低発現 (B)・胃癌 ZBTB2 高発現 (C)・胃癌 ZBTB2低発現 (D)・頭頸

部癌 ZBTB2 高発現 (E)・頭頸部癌 ZBTB2低発現 (F)の患者集団について ZBTB7Aを腫瘍内で高発現する患

者群を青で、低発現する患者群を赤で示す。Log-rank test. 
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4-1. ZBTB2 は PARP1 を HIF-1 を介した低酸素応答へ動員して、PARP1 の DDR
における活性を抑制する 
第四章から私は、ZBTB2によるHIF-1活性化が低酸素環境下で果たす役割を検討した。具体的

には、PARP1が古典的には DDRに働く中心的な因子であり 34、ゲノム DNAの損傷時に DNA損

傷部位へ集積して、同様に DNA 損傷部位へ集積する様々なエフェクター因子群をポリ ADP リボ

シル修飾して DNA 損傷修復を促進し、恒常性維持に関わることに注目した。この理由は、第三章

Fig 3.3の PARP1-HIF-1αの複合体形成を評価した共免疫沈降実験は、ZBTB2が PARP1を HIF-

1活性制御へ動員するように働くことを示しているが、このときに ZBTB2が PARP1の DDRにおけ

る活性にはどのような影響を及ぼしているか不明であったためである。ZBTB2 が PARP1 を HIF-1

活性制御へ動員した時に、PARP1の DDRでの活性が変化し、これが ZBTB2が低酸素環境下で

果たす役割なのではないかと考えた。特に、DDR 活性の低下はゲノム恒常性を破綻させ、悪性固

形腫瘍に広く見られるホールマークとして挙げられるゲノム不安定な状態を引き起こすため、近年

注目されている 27。そこで、ZBTB2は PARP1を HIF-1活性制御へ動員する時に、PARP1の DDR

での活性を低下させ、ゲノム不安定性を誘導しているのではないかという作業仮説 (Fig 4.1A)を立

て、この仮説を検証することとした。 

まず、DNA 損傷後に PARP1 が DNA 損傷部位で形成する Poly ADP-ribose (PAR)修飾鎖量を

PARP1 の DDRにおける活性とみなし、免疫染色実験で PAR量を定量して PARP1 の DDR での

活性を評価することとした。U2OS細胞へ ZBTB2を一過性過剰発現させ、通常酸素および低酸素

下で細胞を培養し、その後UVでDNA損傷を加え、さらに 1時間後に細胞を回収してDNA損傷

誘導後に PARP1 が形成した PAR 量を定量した。その結果、ZBTB2 過剰発現により、DNA 損傷

後に核内に蓄積する PAR 量が、空ベクターを導入して UV を照射した陰性コントロールと比較し

て、低酸素下で有意に低下することを見出した (Fig 4.1C)。その一方、ZBTB2 過剰発現は、DNA

損傷後に核内に蓄積する PAR 量へ、通常酸素下では有意な効果を与えなかった (Fig 4.1E)。な

おここで、ZBTB2 の過剰発現は、通常酸素下および低酸素下共に内在性 PARP1 の発現量には

著明な効果を与えなかった (Fig 4.1B,D)。続いて、ZBTB2 のノックダウン条件での検証も行った。

U2OS細胞へ shRNA発現プラスミドを安定導入して ZBTB2 ノックダウン細胞を樹立し (Fig 4.1J)、

当該細胞を通常酸素および低酸素下で細胞を培養し、その後 UV で DNA 損傷を加え、さらに 1

時間後に細胞を回収して DNA損傷誘導後に PARP1が形成した PAR量を定量した。その結果、

ZBTB2 ノックダウンにより、DNA 損傷後に核内に蓄積する PAR 量が、空ベクターを導入して UV

を照射した陰性コントロールと比較して、低酸素下で有意に増加することを見出した (Fig 4.1G)。

その一方、ZBTB2 ノックダウンは、DNA損傷後に核内に蓄積する PAR量へ、通常酸素下では有

意な効果を与えなかった (Fig 4.1I)。なおここで、ZBTB2 のノックダウンは、通常酸素下および低

酸素下共に内在性 PARP1 の発現量には著明な効果を与えなかった (Fig 4.1F,H)。以上の結果

は、ZBTB2は低酸素下で DDRにおける PARP1の活性を抑制していることを示す。 

次に、DDRにおける PARP1活性をさらに検証するため、PARP1下流因子 DNA damage-binding 

protein 2 (DDB2)に着目した。DDB2 は、UV 損傷修復経路において DNA 損傷部位へ集積する
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と、PARP1 と相互作用して PAR 修飾を受け、活性の調節を受ける因子である 61-63。特に、PAR 修

飾された DDB2は、損傷部位から解離し、より下流の損傷修復因子との交換反応が促進されること

が知られている 61,62。DDB2 に着目し、PARP1依存的な DDB2動態と DDB2 が受ける PAR修飾

量を定量することで PARP1活性を評価できると考えた。具体的には、まず UV損傷誘導後に時間

依存的に形成・解離する PARP1-DDB2 複合体の動態を共免疫沈降実験によって評価した。

U2OS 細胞へ、FLAG タグを融合した PARP1 を一過性過剰発現させ、通常酸素下および低酸素

下で培養後に UV を照射し、その 3 分・12 分後に細胞抽出液を回収し、抗 FLAG 抗体を用いて

共免疫沈降実験を行った。その結果、UV 照射後の PARP1-DDB2 複合体の動態について、低酸

素下で空ベクターを導入した陰性コントロールの条件では、PARP1-DDB2複合体が UV照射後 3

分後に形成した後、12 分後には解離する傾向が確認できるのに対し、ZBTB2 過剰発現ベクター

を導入した条件では 12分後の PARP1-DDB2複合体の解離が顕著に抑制されていることを見出し

た (Fig 4.2A左)。同様の解離遅延は、細胞へ PARP1酵素活性阻害剤 Olaparib (10 μM)を処理し

た場合にも確認された (Fig 4.2A 右・2B 右)。この一方、通常酸素下では、ZBTB2 過剰発現群お

よびその非過剰発現陰性コントロール群の間で PARP1-DDB2複合体の動態に有意な差を認めな

かった (Fig 4.2B左)。続いて、UV照射後に DDB2が受ける PAR修飾量を免疫沈降実験で定量

した。U2OS 細胞へ、FLAG タグを融合した DDB2 を一過性過剰発現させ、低酸素下で培養後に

UVを照射し、12分後に細胞抽出液を回収して抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降を行った。その結

果、ZBTB2過剰発現により UV損傷後に DDB2が受ける PAR修飾が顕著に低下することを見出

した (Fig 4.2C,D)。以上の結果は、ZBTB2が低酸素下でDDRにおける PARP1活性を低下させ、

下流の DDR経路も抑制することを示唆する。 

これまでの結果から、ZBTB2 が低酸素下で PARP1 の DDR における活性を抑制することを見出

した。そこで続いて、低酸素下特有の現象が「ZBTB2 が PARP1 を HIF-1 活性制御へ動員するこ

と」が引き金となって起こっているかを検証した。具体的には、通常酸素下で HIF-1α を過剰発現さ

せることで、PARP1をHIF-1活性制御へ動員し、PARP1活性が低下するかを評価した。その結果、

これまでの結果と一貫して通常酸素下では ZBTB2 単独の過剰発現は PARP1活性へ顕著な効果

を与えず、HIF-1α 単独の過剰発現も PARP1活性へ顕著な効果を与えないが、両者を共発現させ

たときに PARP1 活性が有意に低下することを見出した (Fig 4.3B)。なおここで、HIF-1α の過剰発

現は、内在性 PARP1 の発現量には著明な効果を与えなかった (Fig 4.3A)。さらに、低酸素下で

HIF-1α をノックダウンして PARP1 の HIF-1 活性制御への動員を抑制し、この時の DDR における

PARP1 活性を評価した。その結果、低酸素下の HIF-1α 存在下では ZBTB2 は PARP1 活性を抑

制する一方で、HIF-1α非存在下では ZBTB2は PARP1活性へ顕著な効果を与えないことを見出

した (Fig 4.3D)。なおここで、HIF-1α のノックダウンは、内在性 PARP1 の発現量には著明な効果

を与えなかった (Fig 4.3C)。 

以上の結果は、ZBTB2が PARP1 を HIF-1活性制御へ動員して、PARP1の DDRでの活性を減

弱させていることを示す。 
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Fig 4.1. ZBTB2は低酸素下で DDRにおける PARP1活性を抑制する 
A) ZBTB2が PARP1の役割に与える影響の作業仮説。B-J) U2OS細胞を用いて UV 照射後に核内に蓄積する

PAR量を定量した免疫染色実験。ZBTB2過剰発現後に低酸素下 (C)、通常酸素下 (E)および shRNAによる
ZBTB2 ノックダウン後に低酸素下 (G)、通常酸素下 (I)で培養した細胞へ UVを照射し、1細胞あたりに蓄積する

PAR量を定量した (n = 60)。各実験の細胞抽出液について図中に示す各抗体で各タンパク質発現をWestern 
blottingで検出した C (B)、E (D)、H (G)、J (I)。F-Iへ用いた細胞について ZBTB2mRNAを qRT-PCRで定量した 
(J)。免疫染色実験の代表的染色図は参考資料 Fig S3.1に示す。平均値 ± s.e. (C,E,G,I)、平均値 ± s.ｄ. (n = 3) 
(I) *p ≦ 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, n.s. no significance  
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Fig 4.2. ZBTB2は低酸素下で PARP1-DDB2経路を抑制する 
A-B) U2OS細胞へ ZBTB2および 3×FLAG-PARP1発現ベクターを導入後、共免疫沈降実験で PARP1 と DDB2
間の複合体形成を検証したWestern blotting。ZBTB2を過剰発現後に低酸素酸素下 (A)、通常酸素下(B)で培養

した細胞へ UVを照射し、その後図中に示す時間培養した後、抗 FLAG抗体による免疫沈降を行った。免疫沈降

サンプルを図中に示す各抗体で検出した。PARP1阻害剤処理なし(左)、PARP1阻害剤 (10 μM)処理有り (右)。
C,D) U2OS細胞へ ZBTB2および 3×FLAG-DDB2発現ベクターを導入後、共免疫沈降実験で DDB2の PAR修
飾量を検証したWestern blotting とその定量図。低酸素下で細胞へ UVを照射し、その 12分後にサンプルを回収

した。抗 FLAG抗体による免疫沈降を行なって、免疫沈降サンプルを図中に示す各抗体で検出した (C)。UV 照

射後 12分後の PAR修飾量の定量結果 (D)。平均値 ± s.d. (n = 3) *p ≦ 0.05 
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Fig 4.3. ZBTB2は PARP1を HIF-1活性制御へ動員して、DDRにおける PARP1活性を抑制

する 
A-D) U2OS細胞を用いて UV 照射後に核内に蓄積する PARを定量した免疫染色実験。ZBTB2 または HIF-1α
もしくはその双方を過剰発現後に通常酸素下 (B)、HIF-1α ノックダウンおよび ZBTB2過剰発現後に低酸素下 
(D)で培養した細胞へ UV 照射し、1細胞あたりに蓄積する PAR量を定量した (n = 60)。各実験の細胞抽出液に
ついて図中に示す各抗体で各タンパク質発現をWestern blottingで検出した B (A)、D (C)。免疫染色実験の代表

的染色図は参考資料 Fig S3.1に示す。平均値 ± s.e. *p ≦ 0.05, n.s. no significance 
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4-2. PARP1の低酸素応答と DDRでの役割は競合関係にある 
―DNA損傷存在下で PARP1の HIF-1活性制御への寄与は減弱する― 
PARP1は HIF-1を介した低酸素応答と DDRの双方に働き、さらに Fig 4.3の結果は、PARP1の

HIF-1活性制御への参加が PARP1 の DDRにおける活性を減弱させることを示していた。つまり、

ここまでの結果は、PARP1が低酸素応答とDDRのどちらで機能するかは競合関係にあり、ZBTB2

や DNA 損傷がこの競合関係を制御していることを示唆する。そこで私は、本仮説をさらに評価す

ることとした。具体的には、競合関係が成立した場合、DNA 損傷を加えた後に PARP1 が DDR で

機能するときには、PARP1 の低酸素応答での役割が減弱するのではないかと新たな作業仮説 

(Fig 4.4A)を考え、DNA損傷誘導後の PARP1-HIF-1α複合体形成や HIF-1活性を共免疫沈降と

HIF-1レポーターアッセイを用いて評価した。 

まず、DNA 損傷誘導後の PARP1-HIF-1α の複合体形成を共免疫沈降実験により評価した。

HCT116 p53(-/-)細胞に、FLAG タグを融合した PARP1、HIF-1α (3A)そして myc タグを融合した

ZBTB2 を一過性過剰発現させ、共免疫沈降実験 6 時間前に細胞に紫外線 (10 J/m2)を照射し、

その後抗 FLAG 抗体を用いて共免疫沈降実験を行った。その結果、ZBTB2 過剰発現により形成

する PARP1-HIF-1α の複合体形成は、DNA損傷存在下では顕著に減弱することを見出した (Fig 

4.4B)。なお、DNA 損傷の有無によらず ZBTB2 は PARP1 と複合体を形成していた。次に、DNA

損傷誘導後の HIF-1活性を第三章で用いた二つの HIF-1活性評価レポーターを用いて定量した。

HCT116 p53(-/-)細胞へ ZBTB2を一過性過剰発現させ、終夜培養後に UVで DNA損傷を与え、

その後 24時間後から低酸素培養を開始して、さらに 24時間後にレポーターアッセイを実施した。

その結果、DNA 損傷非存在下で ZBTB2 過剰発現により亢進するレポーター活性は、DNA 損傷

存在下でDNA損傷量依存的に減少することを見出した (Fig 4.4D,E)。ここで、細胞への紫外線の

照射は、ZBTB2および内在性HIF-1α の発現量には著明な効果を与えず (Fig 4.4C)、DNA損傷

は ZBTB2 と PARP1が持つ HIF-1活性化活性を抑制している可能性を見出した。以上の結果は、

DNA損傷存在下では PARP1が HIF-1活性化よりむしろ DDRへ働くために HIF-1の ZBTB2依

存的な低酸素誘導が減弱することを示し、PARP1 が低酸素応答と DDR のどちらで機能するかは

競合関係にあることを示唆する。 
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Fig 4.4. DNA損傷存在下で PARP1の HIF-1活性制御への寄与は減弱する 
A) ZBTB2が PARP1の役割に与える影響の作業仮説。B) HCT116 p53(-/-)細胞へ図中に示す過剰発現ベクター
を導入後、共免疫沈降実験で PARP1 と HIF-1α間の複合体形成を検証したWestern blotting。抗 FLAG抗体によ
る免疫沈降サンプル (左)、全細胞抽出液 (右)を図中に示す各抗体で検出した。C-E) HCT116 p53(-/-)細胞へ
ZBTB2過剰発現および UV 照射後、HIF-1αTADルシフェラーゼアッセイ(D)および STC1プロモータールシフェ

ラーゼアッセイ (E)を行った HIF-1活性定量実験。TKプロモーターの制御下で発現する Renillaルシフェラーゼ

を内部標準として用いた。Eの細胞抽出液について、図中に示す各抗体で各タンパク質発現をWestern blotting
で検出した (C)。平均値 ± s.d. (n = 3) *p ≦ 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, n.s. no significance 
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4-3. 低酸素シグネチャーの高い臨床腫瘍組織において ZBTB2 の腫瘍内発現量と
ゲノム変異蓄積量は相関する 
最後に、作業仮説 (Fig 4.1A)に従って、ZBTB2 が低酸素下で PARP1 の DDR での活性を抑制

した結果、ゲノム不安定性を引き起こしているか検討した。上述したように、PARP1 を介した DNA

損傷修復はゲノム恒常性の維持へ重要である。そこで私は、ZBTB2 によって低酸素下で PARP1

の DDRでの活性が低下した場合、ゲノム不安定性が亢進して、偶発的に起こる DNA損傷を正し

く修復できず、DNA 損傷部位周辺に変異が蓄積するようになるのではないかと考えた。そこで、が

ん患者腫瘍検体中の一塩基置換 (SNPs)量をゲノム不安定性の指標にし、ZBTB2 がゲノム恒常

性および不安定性へどのような影響を及ぼしているかを検証した。具体的には、TCGA データベ

ース中の患者腫瘍組織中の一塩基置換 (SNPs)と RNA-seq データを活用した。まず、ZBTB2 が

低酸素下でのみ PARP1活性を抑制する結果を踏まえ、ZBTB2および 16の低酸素誘導性遺伝子

の発現レベルをもとに患者集団を 4 集団へ分類した。低酸素誘導性遺伝子群の発現が高い患者

群を Hypoxia signature high、低い患者を Hypoxia signature low とし、その後 ZBTB2高発現な患

者および低発現な患者を分類した。その結果、胃がんおよび皮膚がんのデータセットにおいて、

Hypoxia signature highかつ腫瘍内で ZBTB2を高発現する患者集団では、SNPsが他の患者群と

比較して有意に高いことを見出した (Fig 4.5A-D)。ZBTB2が低酸素下で PARP1活性を低下させ

ることと合わせると、以上の結果は、ZBTB2 が低酸素下で PARP1 の DDR での活性を低下させる

ことは、腫瘍組織におけるがん変異およびゲノム不安定性を亢進させることを示す。 
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Fig 4.5. ZBTB2は低酸素型腫瘍を呈する患者群でのがん変異蓄積へ関連する 
A-D) TCGAデータセットを用いた患者分類の概念図 (A,C)。胃がん患者 (B)、皮膚がん患者 (D)集団における

がん変異 (一塩基置換:SNPs)量の定量。低酸素シグネチャーが低い低酸素画分の少ない腫瘍 (L)、低酸素シグ

ネチャーが高い低酸素画分の多い腫瘍 (H)。平均値 ± s.e. *p ≦ 0.05, **p < 0.01, n.s. no significance 
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5-1. 第三章の要約と考察 
第三章では、ZBTB2 が PARP1 と協調して働く HIF-1 活性化機構の解明を通じ、ZBTB2 による

HIF-1活性化を制御する因子として BTB-ZF ファミリーの一員である ZBTB7Aが抑制的制御因子

として働くことを見出した。具体的には、まず共免疫沈降と質量分析を組み合わせた解析やレポー

ターアッセイによって、ZBTB2 は PARP1 と複合体を形成して PARP1 と協調的に HIF-1 を活性化

することを見出した (Fig 5.1A)。そして本結果を足がかりの一つとして、ZBTB2 による HIF-1 活性

化を制御しうる因子を探索した結果、ZBTB7A を得た。共免疫沈降やスプリットルシフェラーゼ実

験から ZBTB7A は ZBTB2 とヘテロ二量体を形成して ZBTB2 ホモ二量体形成を阻害することを

確認した。さらに、HIF-1 活性レポーターアッセイや細胞増殖定量実験を行って、ZBTB7A は

ZBTB2 ホモ二量体形成を阻害して、ZBTB2 による HIF-1 活性化を抑制的に制御することを見出

した (Fig 5.1B)。TCGA 解析によると、ZBTB7A の低発現ががん患者の予後不良に相関し、以上

の結果から ZBTB7A が ZBTB2 による HIF-1 活性化を抑制的に制御すること、この働きを以て

ZBTB7Aががん抑制遺伝子として機能しうることを見出した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 5.1. 第三章の要約 
A) ZBTB2による HIF-1活性化機構の概略。B) ZBTB7Aによる ZBTB2-HIF-1経路の活性制御機構の概略。 

 

5-1.1 本研究の位置付け 
三つの観点から本研究の位置付けを述べる。 

一点目は、本研究で新たに ZBTB2 による HIF-1 活性化機構を解明し、同機構へ抑制的に働く

因子を同定したことに関連する。本研究以前は、ZBTB2 を HIF-1 活性化因子として同定したもの

の、ZBTB2 による HIF-1活性化がどのように制御されているかは完全には明らかでなかった。この

課題に対して本研究では、PARP1 が関与する HIF-1 活性化機構を解明し、さらに ZBTB7A を

ZBTB2 による HIF-1 活性化を抑制的に制御する因子として同定して解決した。この発見は

ZBTB7A をがん治療開発へ活用できるかという展望も生み、本研究は課題解決と共に、治療応用

を見据えた展望も提示するものとなった。 
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二点目は、本研究が示した BTB-ZF ファミリー因子である ZBTB7A がファミリー間でヘテロ二量

体を形成し、これがホモ二量体として働く同一ファミリー因子の活性を抑制したことに関連する。本

研究以前は、BTB-ZF ファミリー間のヘテロ二量体形成はホモ二量体形成に比べて稀であり、これ

まで報告されているヘテロ二量体形成も少なかった 57。この状況下で、本研究では ZBTB2 と

ZBTB7A のヘテロ二量体形成を示し、ヘテロ二量体が形成された場合、ホモ二量体形成依存的

に機能する ZBTB2 の HIF-1 活性化能を阻害しうることを示すものとなった。BTB-ZF ファミリー間

の機能的相互作用について、更なる疑問と展望を提示するものとなった。 

三点目は、本研究が示した ZBTB2 が PARP1 と協調して PARP1 の酵素活性非依存的に HIF-1

を活性化することに関連する。本研究以前は、PARP1 による HIF-1 活性化は PARP1 の酵素活性

依存的である 30,31 ことが報告されていた。本研究は、先行研究とは一貫せず酵素活性非依存的な

働きを提示するものとなった。PARP１の酵素活性非依存的な転写因子制御はこれまでにも報告さ

れており 52-55、本研究はこれに加わる形となった。しかし、先行研究との不一致点は議論の対象で

あると考えている。本研究は ZBTB2 と協調する際の PARP1 の働きに注目している点が先行研究

と異なり、酵素活性非依存的作用が見えた可能性が挙げられる。未だ酵素活性非依存的な

PARP1の転写制御機構は明らかではないが、この点を解明する必要がある。 

 

5-1.2 未到達点と展望 
本研究の未到達点の一つは、ZBTB2 による HIF-1 活性化を抑制的に制御する因子として

ZBTB7A を同定したものの、新規がん治療法として ZBTB7A を ZBTB2による HIF-1活性化抑制

へ用いることができるかを確認する Proof-of-concept を取得できていない点にある。本研究では、

ZBTB7Aの過剰発現系を用いて、ZBTB7Aの過剰発現が ZBTB2のホモ二量体形成・ZBTB2に

よる HIF-1 活性化・低酸素下での細胞増殖を抑制することを in vitro 解析で示した。そのため、内

在性 ZBTB7A が ZBTB2 を抑制するか否かについて、内在性の ZBTB7A のノックダウン条件で

ZBTB2 による HIF-1 活性化を評価する実験や、内在性 ZBTB7A の発現がどのように制御されて

いるかを同定する実験を行う必要がある。加えて、ZBTB2 によって促進される腫瘍増殖を

ZBTB7A が抑制できるかを in vivo解析で検討する必要があり、ZBTB7A を過剰発現またはノック

ダウンした細胞をマウスに移植し、腫瘍増殖や腫瘍転移能を評価する必要がある。さらに、

ZBTB7A が N 末端を介して ZBTB2 と複合体を形成することを踏まえると、治療応用に向けて

ZBTB7A の N 末端の構造を模したペプチドを活用できないか検証する必要がある。細胞膜透過

性の ZBTB7Aの N末端ペプチドを合成し、当該ペプチドが HIF-１活性や腫瘍増殖へ与える影響

について in vitro および in vivo 解析で検証する必要がある。これらの点を検証し、ZBTB2 による

HIF-1活性化を抑制する治療を開発することが、本研究が提示する大きな展望である。 

さらに、ZBTB2 による HIF-1活性化を制御する因子をゲノムワイドに探索できていないことも今後

取り組むべき課題である。本研究では足がかりとして、BTB-ZFファミリーが N末端に相同性を有し

ZBTB2 とヘテロ二量体を形成する可能性があることに注目し、全 BTB-ZF ファミリー遺伝子と

ZBTB2 の N 末端の間の相同性をペプチドアラインメント解析によって評価して (Table 3.4)、
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ZBTB7A に注目した。これは、先行研究から ZBTB7A ホモ二量体形成や ZBTB7A と DNA損傷

修復因子との相互作用も報告されており、さらに ZBTB2 と ZBTB7A のホモ二量体形成に重要な

疎水性アミノ酸残基に相同性があり両者がヘテロ二量体を形成する可能性が高いと考えたためで

ある。そのため、本研究で評価していない未評価の Table 3.3 および Table 3.4 に同定された因子

群は ZBTB2阻害因子あるいは活性化因子として機能する可能性がある。特に、Table 3.4の 1位・

2位・26位・48位に位置する ZBTB25・ZBTB49・ZBTB42・ZBTB28 らの因子は、ZBTB2 とヘテロ

二量体を形成することが報告されておりこれらの因子が ZBTB2 阻害因子として働く可能性は非常

に高い。これらの因子群の検討や、網羅的スクリーニングを通じた ZBTB2 による HIF-1 活性化を

制御する因子の探索が ZBTB2が受ける制御機構を更なる解明につながると考える。 

最後に、本研究では病的ながんを対象に ZBTB7Aが ZBTB2に及ぼす影響を評価したため、転

じて、ZBTB2 が ZBTB7A ヘ及ぼす影響や生理的条件での ZBTB2-ZBTB7A ヘテロ二量体の役

割については未だ検討の余地がある。例えば、ZBTB7Aは発生段階で胎児型ヘモグロビンから成

人型ヘモグロビンへ発現が切り替わるヘモグロビンスイッチ反応や免疫細胞の分化や骨形成に関

わると報告されている 64-66。がん治療としてZBTB7Aを活用する場合、正常組織に与える影響を考

慮する必要があり、正常組織で ZBTB2-ZBTB7A ヘテロ二量体形成がどのような役割を持つかは

新たな検討材料である。 

 
5-1.3 がん抑制遺伝子としての ZBTB7Aの働きについて 
本研究では、Fig 3.9 で患者腫瘍組織における ZBTB7A の低発現ががん患者の予後不良に相

関すること、Fig 3.10で ZBTB7Aの低発現とがん患者の予後不良との相関は ZBTB2低発現な患

者群で強いことを示した。しかし、ZBTB7Aがどのようにがん抑制遺伝子として機能しているかは未

だ検討の余地がある。この理由の一つは、ZBTB7A の低発現とがん患者の予後不良との相関が、

TCGA解析を実施した 11 種の癌種のうち 2 種の腎臓癌と胃癌でのみ統計的に有意に観察された

ことにある。さらに、がんにおける ZBTB7A の働きについては相反する報告がなされている。例え

ば、ZBTB7A は元来 ARF-MDM2-p53 経路を抑制して骨髄腫発生に関わるがん悪性因子として

報告されており 67、近年でもいくつかの癌種で ZBTB7Aの高発現が報告されている 68,69。一方で、

前立腺癌や骨肉腫では ZBTB7A は SOX9 を抑制してがん抑制遺伝子として働くという報告 70,71

や、急性骨髄腫患者で ZBTB7A 機能喪失変異が観察される 72 ことも報告されている。よって、な

ぜ本研究で腎臓癌と胃癌でのみ有意な差が検出されたかは議論と更なる研究を要する。一つの

可能性は、腎臓癌では多くの患者が HIF-1αの分解に寄与する VHLや TCEB1遺伝子に機能喪

失変異を持つ 73 ことにあると考えている。一般に腫瘍の酸素状態はがん患者間で大きく異なるた

め、低酸素環境が促進する腫瘍悪性化を評価する上で、TCGA 解析は患者腫瘍の酸素状態を考

慮に入れることが難しく完全ではない。一方で、腎臓癌の患者集団においてはその大多数が VHL

やTCEB1に変異を有するHIF-1が活性化した腫瘍であり、HIF-1が促進する腫瘍悪性化をTCGA

解析によっても容易に評価できたと考える。そのため、ZBTB7A のコンテクスト依存的な機能の解

明には、腫瘍の酸素状態を考慮に入れることが重要だと考えている。 
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さらに、ZBTB7A が ZBTB2 ホモ二量体形成の阻害を介してがん抑制遺伝子として機能している

と仮定すると、ZBTB2低発現な患者群で ZBTB7Aがより強く機能していることを示唆する Fig 3.10

の結果も議論を要する。この結果は、ZBTB7Aが ZBTB2ホモ二量体形成非依存的にがん抑制遺

伝子として働いているとも考えられるためである。しかし一方で、Fig 3.6D や Fig 3.7 の結果は

ZBTB7A による ZBTB2阻害効果が限定的であることを示しており、故に、ZBTB7A は ZBTB2高

発現な状況では ZBTB2 を十分に阻害できないとも考えられる。この仮説に迫るには、表面プラズ

モン共鳴解析を行なって ZBTB2ホモ二量体形成の形成と解離の動態やその動態へ ZBTB7Aが

与える影響について詳しく解析する必要性があると考える。 

 

5-2. 第四章の要約と考察 
第四章では、ZBTB2 による HIF-1 活性化が低酸素環境下で果たす役割を検討した。具体的に

は、PARP1 が DDR の中心的因子であることを踏まえ、ZBTB2 が PARP1 を HIF-1活性化へ動員

した時に、PARP1 の DDR における活性が変化し、以て ZBTB2 が低酸素環境下で何らの役割を

果たすのではないかという仮説を立て、これを検証した。まず、DNA 損傷後の PARP1 のポリ ADP

リボース鎖形成能や下流因子DDB2の制御能に対してZBTB2が与える影響を検討し、ZBTB2が

低酸素下で PARP1をHIF-1活性化へ動員し、PARP1のDDRにおける活性を減弱させることを見

出した (Fig 5.2A)。次に、DNA損傷存在下では ZBTB2が PARP1 と行う HIF-1活性化が減弱す

ることから、逆に PARP1 が DDRへ動員されるときには PARP１が行う HIF-1活性の増強が減弱す

ることを見出した (Fig 5.2B)。以上の結果から、PARP1 は低酸素応答と DDR の双方に寄与する

が、どちらかの応答に参加するときにはもう一方の応答への参加が低下することを示すというモデ

ル (Fig 5.2A,B)を打ち立てた。さらに最後に本研究では、TCGA解析によって腫瘍検体中のSNPs

を定量して、DDR 活性低下を引き金に誘導されるゲノム不安定性に ZBTB2 が関与するか検証し

た。その結果、ZBTB2 による PARP1 抑制が腫瘍組織においてゲノム不安定性を亢進させうること

を明らかにした (Fig 5.2C)。以上の結果から、PARP1 が持つ低酸素応答と DDR における役割が

競合関係にあるというモデルと、ZBTB2 が上述の競合関係を制御することを通じて、低酸素環境

下でゲノム不安定性を亢進させる役割を持つことを示した。 
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Fig 5.2. 第四章の要約 
A-C) ZBTB2および DNA損傷による PARP1制御機構の概略図。A) ZBTB2は PARP1を HIF-1活性制御へ動

員し、PARP1の DDRにおける活性を低下させる。B) DNA損傷存在下で PARP1は DNA損傷応答に動員される

と、PARP1の HIF-1活性制御への寄与が低下する。C) ZBTB2は PARP1を HIF-1活性制御へ動員し、PARP1の
DDRにおける活性を低下させ、ゲノム不安定性を誘導する。 
 

5-2.1 本研究の位置付け 
三つの観点から本研究の位置付けを述べる。 

一点目は、本研究が新たに発見した ZBTB2 の機能、すなわち低酸素環境下で PARP1 の DDR

への寄与を抑制する機能を示したことに関連する。本研究以前は、患者臨床検体を用いた臨床研

究や ZBTB2 を安定的に過剰発現する細胞をマウスに移植して行う Xenograft 実験において、

ZBTB2 が腫瘍悪性化を促進することを見出していた。しかし、腫瘍悪性化に対して ZBTB2 による

HIF-1 活性化に伴う HIF-1 下流遺伝子群の発現亢進が重要なのか、もしくは ZBTB2 が何か別の

役割を果たしているかは未だ不明であった。本研究では、ZBTB2 が HIF-1 を活性化するときに、

ZBTB2は PARP1を HIF-1活性制御へ動員する反面、DDRにおける PARP1活性を低下させて、

ゲノム不安定性を亢進させることを見出した。一般に、ゲノム不安定性の亢進はがんの悪性形質の

一つであり、がん進展過程で多様なクローン進化を生じさせて腫瘍の不均一性を増大させる要因

であると考えられている 79。つまり、ZBTB2が促進する腫瘍悪性化においては、ZBTB2によるHIF-

1 下流遺伝子群の発現亢進のみならず、ゲノム不安定性亢進を伴った腫瘍不均一性の増大が重

要である可能性がある。実際に in vitroや in vivo実験で ZBTB2が上述したようなクローン進化を

誘導するか検証する必要があるが、要約すると、本研究はZBTB2の新たな役割として低酸素環境

下で ZBTB2がゲノム不安定性を亢進させて腫瘍悪性化を促進することを解明するものとなった。 

二点目は、本研究が示した PARP1 の低酸素応答での役割と DDR での役割が競合するモデル

に関連する。本研究以前は、PARP1 がいくつかの転写因子の制御因子として働くことが示されて

いたが、PARP1 の転写制御における役割と DDR における二面的役割がどのように結びついてい

るかは明らかでなかった。本研究では、PARP1 が持つ二面的役割が競合関係にあることを示すも
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のとなった。同様の傾向は、PARP1 による Wnt シグナル制御に着目した先行研究からも示唆され

ており 39、本研究はより具体的に PARP1の二面的役割が競合関係にあることを示すものとなった。

さらに、本研究では、PARP1 が持つ役割が競合関係にある結果、PARP1 が転写制御に参加する

反面で腫瘍の悪性形質であるゲノム不安定性が誘導されることを示し、PARP1 が二面的役割を持

つことが腫瘍進展へ重要である可能性を示唆した。PARP1研究において PARP1の転写因子制御

における役割と DDRにおける役割の関連性を検証する必要性を提示するものとなった。 

三点目は、本研究が示した ZBTB2 が DDR における PARP1 活性を抑制的に制御することに関

連する。PARP1は DNA損傷時に DNA損傷部位で様々な損傷修復エフェクター因子をポリ ADP

リボシル化修飾して損傷修復を促進させる酵素である。本研究以前は、いくつかの因子が PARP1

と複合体を形成して PARP1 の活性化因子として働いて DNA 損傷修復を促進し 74-77、その中でも

Phosphatase 1 Nuclear Targeting Subunit (PNUTS)や Tumor Susceptibility Gene 101 (TSG101)はが

ん細胞の DNA損傷への耐性に寄与して腫瘍悪性化を促進しうることが報告されていた 75,77。一方

で PARP1阻害因子としてはB-cell/CLL lymphoma 2 (BCL2)が一つ報告されていた 78。本研究は、

ZBTB2を新たに PARP1阻害因子とし、腫瘍悪性化過程における重要性を提示するものとなった。

しかし一方で、PARP1 活性化因子の先行研究と同様に、本研究で PARP1 阻害因子を腫瘍悪性

化因子として提示した点は、議論を要する。先行研究が提示するように DNA 損傷ストレスへの耐

性を考えると、ZBTB2 によって PARP1 活性が低下している細胞は DNA 損傷ストレスへ感受性と

なることが期待されるためである。本研究では、ZBTB2 によって PARP1 活性が低下している細胞

では、ゲノム不安定性が亢進して、がん進展過程で多様なクローン進化が起こり腫瘍の不均一性

を増大させていると考察しているものの更なる検証が必要である。以上から本研究は、新たに

PARP1 を抑制的に制御する因子を報告したものとなり、そして、その役割や腫瘍悪性化への寄与

を解明する課題と重要性を提示するものとなった。 

 

5-2.2 未到達点 
本研究の未到達点は、ZBTB2 が促進する「DDR で働く因子を低酸素応答に動員した結果、細

胞のゲノム不安定性を向上させて変異獲得を誘導する」機構をなぜ生体が有するかという生物学

的意義を解明できていない点である。ゲノム不安定性の亢進は発がんを促進するものであると共

に、低酸素環境は生理的には主に骨髄などのゲノム恒常性維持が最も重要な幹細胞が存在する

領域に生じるものである。故に、生体恒常性維持の観点からは、ZBTB2 が促進するゲノム不安定

性の亢進は生理的環境下では避けられるべきであると考えられる。そのため本研究では、がん細

胞でZBTB2を介したゲノム不安定性の亢進がクローン進化につながり腫瘍悪性化を促進すると示

唆したが、生理的条件下で本機構がどのようにいつ働いているかは大きな疑問であり、更なる研究

を要する。ただ一方で、ZBTB2 による HIF-1 活性化が p53 活性化条件で起こらない 47ように、本

研究で私は、ZBTB2による PARP1のDDR活性抑制も p53活性化条件下では起こらないことを確

認している (Fig S2.1A-C)。この結果は、p53を活性化できる正常細胞では ZBTB2によるゲノム不

安定性亢進現象は起こらない可能性を示唆している。もしくは BTB-ZF ファミリー因子群の多くが
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免疫細胞で機能を有すること 41や、B 細胞の免疫グロブリン遺伝子の再構成が起こる胚中心が低

酸素環境である 73,74という報告を踏まえると、ZBTB2 が促進するゲノム不安定性亢進が B 細胞体

細胞突然変異過程で抗体レパートリーの増大に寄与している可能性もあると考えている。これまで

に先行の報告で、低酸素環境が免疫グロブリン遺伝子のクラススイッチ組み換えを制御する 85,86こ

とや、マウス組織間の ZBTB2mRNA発現定量から ZBTB2が二次リンパ組織である脾臓で高発現

すること 42 も示されている。これらの可能性を検証するためには、ZBTB2 の KO マウスを樹立した

のちに、表現型を解析する必要性がある。  

また、第三章で ZBTB2による HIF-1活性化を抑制する因子として同定した ZBTB7Aが、PARP1

の DDR 活性やゲノム不安定性に関与するかを解明できていない点も未到達点である。第三章の

結果を踏まえると、ZBTB7A は ZBTB2 が PARP1 を低酸素応答へ動員することを抑制すると期待

される。in vitro で低酸素下で ZBTB7A を一過性過剰発現させたときに、UV照射後に PARP1が

形成するポリ ADP リボシル量を定量する実験や、ZBTB7A の腫瘍内発現量と変異蓄積量の関連

性を検証するような TCGA解析を実施する必要がある。 

さらに、臨床でがん患者で報告されている ZBTB2 の変異と本研究の知見との関わりを解明でき

ていない点も未到達点である。具体的には、これまでの研究でゲノム不安定なマイクロサテライト不

安定性型大腸がん患者において、ZBTB2の ZF1 ドメイン中の 261位のアルギニン残基や 262位

のシステイン残基に高頻度に変異が観察されることが報告されている 87。がん患者でなぜ変異が

高頻度に観察されるのかにアプローチするため、変異体 ZBTB2 が UV 照射後の PARP1 のポリ

ADP リボシル形成能やゲノム不安定性に与える影響を、本研究の結果を踏まえた上で評価する必

要がある。 

 

5-2.3 治療応用への展望 
本研究による展望は、ZBTB2 によって HIF-1 が活性化した腫瘍でゲノム不安定性が亢進してい

ることを治療応用できないかという点にある。本研究では、PARP1 の活性評価実験や TCGA 解析

を用いたゲノム不安定性の定量を通じて、低酸素下で ZBTB2 が PARP1 を低酸素応答へ動員す

ると PARP1の DDRでの活性が低下し、これが腫瘍組織におけるゲノム不安定性亢進に寄与する

可能性を示した。ここで、近年注目されているゲノム不安定性を標的としたがん治療を踏まえると、

本研究の知見から ZBTB2 によって HIF-1 が活性化した腫瘍への治療法を開発できないかという

点は大きな展望である。例えば、近年はゲノム不安定性が亢進した腫瘍でがんネオ抗原が増加し、

さらに DNA損傷修復不全に伴って形成される微小核依存的が cGAS-STING経路や IFNシグナ

ル応答を活性化した結果、DNA損傷修復応答が破綻した細胞に免疫チェックポイント阻害剤が奏

功する可能性が注目されている 80-82。さらに、DNA 損傷修復応答関連遺伝子群の欠損が同治療

への効果予測に応用できる可能性が示唆されている 83,84。これらの知見を踏まえると、ZBTB2を高

発現する腫瘍に免疫チェックポイント阻害剤が奏功する可能性やZBTB2 の腫瘍内発現度が免疫

チェックポイント治療効果を予測するバイオマーカーとなる可能性がある。免疫系が確立されたマ

ウスへ ZBTB2 低発現な腫瘍と高発現な腫瘍を移植し、免疫チェックポイント阻害剤を投与した後
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の腫瘍増殖や腫瘍組織に浸潤する免疫細胞の量や活性化状態を定量し、治療コンセプトやバイ

オマーカーとしての有用性を検証する必要性が考えられる。 

 

5-3. 要約と今後の展望 
本研究では、ZBTB2によるHIF-1活性化がどのような制御を受けているかや、ZBTB2によるHIF-

1 活性化が低酸素環境下で果たす役割の検証を目的として行った。そして、ZBTB2 と PARP1 が

協調して働く HIF-1 活性化機構を ZBTB7A が抑制的に制御していることを見出した。さらに、

ZBTB2によって HIF-1が活性化した腫瘍で DDR活性が低下してゲノム不安定性が亢進している

ことを示し、ゲノム不安定性はがんの悪性形質の一つであることから、ZBTB2 が低酸素環境下で

ゲノム不安定性を亢進させて腫瘍悪性化を促進しているという役割を見出した。さらに、分子生物

学的な発見として DDRにおいて重要な因子である PARP1の DDR と低酸素応答における役割が

競合関係にあり、ZBTB2 や DNA 損傷が同競合関係への決定因子として働きうることも示した。今

後は、上述した研究成果をがん治療へ応用することが展望であり、さらに ZBTB2 が腫瘍低酸素で

果たす役割が生理的にはいつ、どのようなときに働いてどのような役割を持つか解明することが展

望であると考え、本論文を結ぶ。 
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Ⅵ. 補足資料 
6-1. ZBTB2が HIF-1を活性化して発現を誘導する HIF-1下流遺伝子の同定、およ
び ZBTB2の HIF-1活性化能を解析するレポーターアッセイ系の構築 
当研究室に所属していた Chow氏が行った研究で、ZBTB2はHIF-1を活性化すると特定のサブ

セットの HIF-1 下流遺伝子群の発現を誘導することが明らかにされた 48。本研究では、これらの知

見を踏まえ、ZBTB2による HIF-1活性化 (ZBTB2-HIF-1経路)を詳細に評価するための ZBTB2-

HIF-1 経路下流遺伝子の同定と、当該遺伝子のプロモーター領域を活用したレポーターアッセイ

系の構築を行った。この理由は、以前までの研究で使用していた HIF-1α Trans-activation domain 

(TAD [531 aa ~ 826 aa])を活用したルシフェラーゼレポーター (Fig 2.1)では、ZBTB2による HIF-1

活性化が引き起こすレポーター発光の誘導比が 3 倍程度と低かったためである。ZBTB2-HIF-1経

路制御下にある遺伝子をまず同定し、当該遺伝子の内在性のプロモーター領域を用いて、誘導

比の問題解決を試みた。 

まず下流遺伝子同定を行うため、子安氏から譲渡を受けた、cDNA マイクロアレイの結果

（HCT116 p53-/-細胞に EVあるいは ZBTB2過剰発現プラスミドをトランスフェクトし、通常酸素下及

び低酸素下で 24 時間培養したもの）を活用した。はじめに、低酸素下での ZBTB2 過剰発現と低

酸素下での EV過剰発現を比較し、ZBTB2過剰発現が EV過剰発現に比較して 2 倍以上の遺伝

子発現を誘導する遺伝子を抽出した。なおここで、マイクロアレイ解析で生じる PCR バイアス問題

が考慮されたため、2 倍以上の誘導比が遺伝子ごとに複数のプローブで確認できるかを判定し、

575 の遺伝子を単離した。次に、低酸素依存性を検討した。通常酸素下での ZBTB2 過剰発現と

通常酸素下での EV過剰発現を比較し、ZBTB2過剰発現が EV過剰発現に比較して 2 倍以上の

遺伝子発現を誘導する遺伝子を確認し、これらの遺伝子は HIF-1 下流遺伝子でない可能性があ

るため 575 の遺伝子リストから除外し、296 の遺伝子抽出した。さらに、低酸素 EV と通常酸素 EV

を比較し、低酸素刺激による発現誘導比が 0.5 倍以下の遺伝子も、HIF-1下流遺伝子でない可能

性があるため除外し、最終的に 34 の遺伝子を抽出した。34 の遺伝子について、低酸素下での

ZBTB2 過剰発現と低酸素下での EV 過剰発現を比較し、ZBTB2 過剰発現が EV 過剰発現に比

較して最も遺伝子発現を誘導したプローブを代表値として、以下の (Table S1.1)へ示す。最後に、

これらの遺伝子群の発現を qRT-PCR によって確認した。なお、本実験では ZBTB2 による HIF-1

活性化が p53存在下で抑制されることを踏まえ、p53からの影響を考慮した。HCT116 p53(-/-)細胞

へ、ZBTB2 または p53 もしくは双方を一過性過剰発現させ、通常酸素および低酸素培養後に

qRT-PCR によって遺伝子発現を定量した。その結果、Stanninocalcin-1 (STC1)・Paired box-8 

(PAX8)の発現は、低酸素刺激により亢進し、そして ZBTB2 過剰発現によってその低酸素刺激依

存的発現亢進が顕著に増強されることを見出した (Fig S1.1A,B)。また、ZBTB2過剰発現による発

現亢進は p53 存在下では観察されず、二遺伝子が ZBTB2-HIF-1 経路活性と一貫した発現誘導

パターンを示すことを見出した。以上の結果から STC1および PAX8を ZBTB2が HIF-1を活性化

して発現を誘導する HIF-1下流遺伝子として同定した。 
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続いて、STC1遺伝子のプロモーター領域の中で ZBTB2-HIF-1経路からの制御を受ける領域の

同定に移行した。プロモーター領域内には HIF-1α が結合する低酸素応答領域  Hypoxia 

responsive element (HRE)の存在が予想される。そこで、STC1プロモーター-3000 bpから+2000 bp 

(転写開始点を+1 とする)の領域に存在する HRE を、転写因子の結合部位を予測するオープンア

クセスデータベースである JASPAR (https://jaspar.genereg.net)を用いて推定した (Table S1.2)。遺

伝子構造を Fig S1.2Aへ示す。その後、最もスコアの高いHREを含むプロモーター領域 (+560 bp 

~ +1645 bp)を pGL4.23_luc2 プラスミドの最小限プロモーターとルシフェラーゼ構造遺伝子 (luc2 

CDS)の上流に組み込み、プロモーター活性をルシフェラーゼアッセイにより評価した。その結果、

STC1 プロモーター活性は、遺伝子発現と一貫した挙動を示し、同プロモーター領域が ZBTB2-

HIF-1 経路から制御を受ける可能性を見出した (Fig S1.2B)。さらに、上記で見出した低酸素応答

性が HIF-1 依存的か否かを検証した。プロモーター領域内の HRE に変異を導入、もしくは HeLa

細胞で HIF-1β (ARNT)を KO した細胞を用いて HIF-1 機能喪失下でプロモーター活性を評価し

た。その結果、プロモーター活性の低酸素および低酸素下ZBTB2応答性は、HRE変異及びHIF-

1β (-/-)細胞で完全に消失した (Fig S1.3A,B)。なお、HIF-1β (-/-)および ZBTB2 過剰発現の成立

については Fig S1.3Cで確認した。さらに、HIF-1α過剰発現系を用いた HIF-1機能獲得下での検

討も実施した。HIF-1α 恒常活性化変異体 HIF-1α (3A)を用いて実験を行い、その結果、レポータ

ー活性は HIF-1α (3A)変異体の過剰発現により亢進し、さらに ZBTB2 を共発現させることで顕著

に亢進することが確認された (Fig S1.3D)。これらの結果から、STC1プロモーター領域 (+560 bp ~ 

+1645 bp)から構築したレポーターは ZBTB2-HIF-1経路活性を鋭敏に反映することを見出した。 

 

  

https://jaspar.genereg.net/
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Table S1.1. マイクロアレイ解析により抽出した 34の候補 ZBTB2-HIF-経路下流遺伝子 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rank Name Score Rank Name Count P-value rank name identity
Genelist (GO0000122)

Negative regulation of transcription by RNA polymerase Ⅱ) Gene probe A :N_EV B :N_ZBTB2 C: H_EV D: H_ZBTB2 D/C B/A C/A Matrix ID Name Score Relative score start Predicted sequence

1 XRCC6 1406 1 Transcription regulation (KW-0805) 8 2.40E-02 1 ZBTB25 76.92 AR ZNF771 219780_at 1.3410528 1.7721866 1 13.04232 13.04232 1.32148906 0.74568279 MA1106.1 HIF1A 9.52969 0.916505469 662 GCACGTACCC
2 ZBTB2 1284 2 Transcription (KW-0804) 8 2.80E-02 2 ZBTB49 52.63 EP300 PARP15 1553380_at 1.8248757 1.9222466 1 11.460415 11.460415 1.05335755 0.54798253 MA0259.1 ARNT::HIF1A 6.18132 0.850309249 -870 GTATGTGC
3 IMPDH2 1275 3 Innate immunity (KW-0399) 5 1.90E-03 3 ZBTB4 47.83 ESR1 LOC100287728///ZNF75D 230583_s_at 2.8745685 1.6448748 2.7311714 25.432432 9.31191356 0.57221625 0.95011526 MA0259.1 ARNT::HIF1A 5.60164 0.833016036 662 GCACGTAC
4 XRCC5 1032 4 Immunity (KW-0391) 5 3.20E-02 4 MIZ1 (ZBTB17) 45.26 HDAC6 TDH 1553494_at 1.3215379 1.503708 1 7.8986096 7.8986096 1.13784705 0.75669415 MA1106.1 HIF1A 5.58145 0.823540703 -870 GTATGTGCAG
5 PARP1 553 5 DNA repair (KW-0234) 4 1.10E-02 5 ZNF913 (ZBTB11) 45.1 HSF1 ADAMTS18 242823_at 3.34221 5.6488414 4.3381877 28.23558 6.50861188 1.69015155 1.29799974 MA0259.1 ARNT::HIF1A 5.02466 0.815803124 15 AGAGGTGC
6 ZNF639 450 6 DNA damage (KW-0227) 4 1.80E-02 6 ZBTB7a 44.9 MSX2 ADAMTSL1 237217_at 1 1 1 6.47909 6.47909 1 1
7 HSPA1B 310 7 Host-virus interaction (KW-0945) 4 5.80E-02 7 ZBTB7b 44.9 PARP1 TBX3 228344_s_at 4.2880898 4.453873 4.457735 28.44254 6.38049144 1.03866132 1.03956195
8 RPA1 307 8 DNA recombination (KW-0233) 3 6.30E-03 8 ZBTB1 43.64 PCNA A2M 217757_at 5.3406835 3.931126 3.145177 19.951815 6.34362231 0.7360717 0.58890908
9 SSBP1 282 9 Stress response (KW-0346) 3 9.30E-03 9 ZBTB48 41.67 SIRT6 STC1 204597_x_at 7.9055476 1.1212994 32.73944 203.0186 6.2010407 0.14183703 4.14132476

10 SAMD1 246 10 Autophagy (KW-0072) 3 2.10E-02 10 HIC2 (ZBTB30) 41.38 SOX2 TPSAB1///TPSB2 217023_x_at 6.5261765 6.985935 9.008748 54.610023 6.06188818 1.07044837 1.38040214
11 IMPDH2 244 11 GMP biosynthesis (KW-0332) 2 3.90E-03 11 ZBTB40 41.18 TCF7L2 CDHR1 213369_at 2.5493133 2.2226837 1.7698525 10.4414215 5.89959983 0.87187546 0.69424676
12 ZBTB25 220 12 Purine biosynthesis (KW-0658) 2 1.60E-02 12 HIC1 (ZBTB29) 40 TFAP2A PAX8 221990_at 8.351621 12.992862 6.745881 38.080875 5.64505585 1.55572936 0.80773313
13 HSPA1L 212 13 PATZ1 (ZBTB19) 40 THRA MMAB 242082_at 13.432848 10.300394 14.765473 79.93118 5.41338432 0.76680641 1.09920644
14 IMPDH1 189 14 ZBTB44 40 THRB EMCN 222885_at 3.218948 2.4934847 5.1755953 27.251122 5.26531161 0.77462721 1.60785303
15 UBTF 183 15 ZBTB5 39.33 TP53 GUCY1A3 239580_at 1 1 1 4.4371047 4.4371047 1 1
16 XRCC6 181 16 CIBZ (ZBTB38) 38.75 TRIM28 HLA-DRB4 215666_at 1 1.0807478 4.89137 20.737494 4.23960854 1.0807478 4.89137
17 RPS11 175 17 ZFP161 (ZBTB14) 38.55 YY1 PIH2 234426_x_at 10.436833 1 5.232683 21.157234 4.04328602 0.09581451 0.50136694
18 S100A9 171 18 ZNF295 (ZBTB21) 38.27 ZBTB7A FOLR2 229619_at 6.8965406 5.358238 5.4744644 21.556536 3.93765206 0.77694576 0.79379862
19 ZNF639 114 19 ZBTB8a 38.2 ZEB1 RAB7B 1553982_a_at 8.702867 15.85233 8.565837 32.529026 3.79753035 1.82150664 0.98425461
20 HSPA8 109 20 ZFP238 (ZBTB18) 37.23 PDE6B 1557777_at 32.17185 20.795685 19.798685 71.99491 3.63634807 0.64639382 0.61540399
21 RPL24 106 21 ZBTB10 37.04 COL4A4 214602_at 3.8701055 3.9802563 10.164236 35.895714 3.5315703 1.02846196 2.62634597
22 RPL27 99 22 ZBTB43 36.9 CLIC5 234329_at 1.9012358 1.5466986 1.9406378 6.82925 3.51907502 0.81352276 1.02072442
23 CBX1 89 23 ZBTB3 36.46 MYOZ3 213955_at 6.4414554 5.5136495 8.272098 28.98579 3.50404335 0.85596331 1.28419705
24 SERPINB12 87 24 MYNN (ZBTB31) 36.28 DKFZp547J222 234771_at 2.7993786 2.2830267 1.9940695 6.563648 3.29158437 0.81554767 0.71232576
25 RPL23 86 25 ZBTB39 35.96 ATP13A4 1559571_a_at 4.321466 4.992703 4.359402 11.1594925 2.55986773 1.15532622 1.0087785
26 DNAJC9 82 26 ZBTB42 35.71 ANKS1B 219989_s_at 1 1.4700568 3.874966 9.838412 2.53896731 1.4700568 3.874966
27 RPS27AP5 76 27 ZBTB26 35.59 N4BP2L1 214887_at 1.2127752 1 1 2.5040321 2.5040321 0.82455512 0.82455512
28 RPL37A 73 28 KAISO (ZBTB33) 35.4 CD44 1565868_at 46.14331 32.450443 24.487392 60.649677 2.4767716 0.70325347 0.53068131
29 CTSD 72 29 ZBTB9 35.23 UNC13D 228350_at 4.173832 8.210626 2.7568605 6.6276503 2.40405719 1.96716734 0.66051065
30 S100A8 71 30 ZBTB7c 34.94 UBXN10 238657_at 4.660329 8.78274 3.5218914 8.285044 2.35244165 1.8845751 0.75571733

31 ZBTB22 34.52 C1orf61 222301_at 112.18826 105.95109 57.94642 134.59314 2.32271709 0.94440443 0.51651055
32 ZBTB34 34.23 MGC39584 242822_at 23.009758 27.654251 22.750372 52.599316 2.31202004 1.20184884 0.98872713
33 ZBTB46 33.93 DHRS2 214079_at 627.8331 1217.0396 405.08243 890.3201 2.1978739 1.93847632 0.64520719
34 ZBTB45 33.33 KIAA0146 236284_at 20.14113 5.329815 10.239218 20.634153 2.0152079 0.26462343 0.50837356
35 ZBTB8b 32.95
36 GZF1 (ZBTB23) 32.53
37 ZFP131 (ZBTB35) 32.18
38 ZBTB37 32.04
39 ZBTB16 31.68
40 ZBTB41 31.17
41 PATZ2 (ZBTB24) 31.13
42 BCL6 (ZBTB27) 30.68
43 ZFP651 (ZBTB47) 29.91
44 ZBTB6 29.81
45 ZBTB32 27.69
46 ZBTB20 27.19
47 ZBTB12 23.15
48 BCL6B (ZBTB28) not detected
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Fig S1.1. STC1および PAX8は ZBTB2-HIF-1経路により発現制御を受ける 
A-B) マイクロアレイ解析により得た候補下流遺伝子の検証。HCT116 p53(-/-)細胞へ図中に示すタンパク質発現
ベクターを導入後、Stanninocalcin-1 (STC-1) (A)および Paired box-8 (PAX8) (B)の mRNA発現を qRT-PCRによ
って定量した。平均値 ± s.d. (n = 3) **p < 0.01, ***p < 0.001, n.s. no significance 

 

Table S1.2. STC1遺伝子座における HIF-1α結合部位 （HRE）の in silico解析 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Rank Name Score Rank Name Count P-value rank name identity
Genelist (GO0000122)

Negative regulation of transcription by RNA polymerase Ⅱ) Gene probe A :N_EV B :N_ZBTB2 C: H_EV D: H_ZBTB2 D/C B/A C/A Matrix ID Name Score Relative score start Predicted sequence

1 XRCC6 1406 1 Transcription regulation (KW-0805) 8 2.40E-02 1 ZBTB25 76.92 AR ZNF771 219780_at 1.3410528 1.7721866 1 13.04232 13.04232 1.32148906 0.74568279 MA1106.1 HIF1A 9.52969 0.916505469 662 GCACGTACCC
2 ZBTB2 1284 2 Transcription (KW-0804) 8 2.80E-02 2 ZBTB49 52.63 EP300 PARP15 1553380_at 1.8248757 1.9222466 1 11.460415 11.460415 1.05335755 0.54798253 MA0259.1 ARNT::HIF1A 6.18132 0.850309249 -870 GTATGTGC
3 IMPDH2 1275 3 Innate immunity (KW-0399) 5 1.90E-03 3 ZBTB4 47.83 ESR1 LOC100287728///ZNF75D 230583_s_at 2.8745685 1.6448748 2.7311714 25.432432 9.31191356 0.57221625 0.95011526 MA0259.1 ARNT::HIF1A 5.60164 0.833016036 662 GCACGTAC
4 XRCC5 1032 4 Immunity (KW-0391) 5 3.20E-02 4 MIZ1 (ZBTB17) 45.26 HDAC6 TDH 1553494_at 1.3215379 1.503708 1 7.8986096 7.8986096 1.13784705 0.75669415 MA1106.1 HIF1A 5.58145 0.823540703 -870 GTATGTGCAG
5 PARP1 553 5 DNA repair (KW-0234) 4 1.10E-02 5 ZNF913 (ZBTB11) 45.1 HSF1 ADAMTS18 242823_at 3.34221 5.6488414 4.3381877 28.23558 6.50861188 1.69015155 1.29799974 MA0259.1 ARNT::HIF1A 5.02466 0.815803124 15 AGAGGTGC
6 ZNF639 450 6 DNA damage (KW-0227) 4 1.80E-02 6 ZBTB7a 44.9 MSX2 ADAMTSL1 237217_at 1 1 1 6.47909 6.47909 1 1
7 HSPA1B 310 7 Host-virus interaction (KW-0945) 4 5.80E-02 7 ZBTB7b 44.9 PARP1 TBX3 228344_s_at 4.2880898 4.453873 4.457735 28.44254 6.38049144 1.03866132 1.03956195
8 RPA1 307 8 DNA recombination (KW-0233) 3 6.30E-03 8 ZBTB1 43.64 PCNA A2M 217757_at 5.3406835 3.931126 3.145177 19.951815 6.34362231 0.7360717 0.58890908
9 SSBP1 282 9 Stress response (KW-0346) 3 9.30E-03 9 ZBTB48 41.67 SIRT6 STC1 204597_x_at 7.9055476 1.1212994 32.73944 203.0186 6.2010407 0.14183703 4.14132476

10 SAMD1 246 10 Autophagy (KW-0072) 3 2.10E-02 10 HIC2 (ZBTB30) 41.38 SOX2 TPSAB1///TPSB2 217023_x_at 6.5261765 6.985935 9.008748 54.610023 6.06188818 1.07044837 1.38040214
11 IMPDH2 244 11 GMP biosynthesis (KW-0332) 2 3.90E-03 11 ZBTB40 41.18 TCF7L2 CDHR1 213369_at 2.5493133 2.2226837 1.7698525 10.4414215 5.89959983 0.87187546 0.69424676
12 ZBTB25 220 12 Purine biosynthesis (KW-0658) 2 1.60E-02 12 HIC1 (ZBTB29) 40 TFAP2A PAX8 221990_at 8.351621 12.992862 6.745881 38.080875 5.64505585 1.55572936 0.80773313
13 HSPA1L 212 13 PATZ1 (ZBTB19) 40 THRA MMAB 242082_at 13.432848 10.300394 14.765473 79.93118 5.41338432 0.76680641 1.09920644
14 IMPDH1 189 14 ZBTB44 40 THRB EMCN 222885_at 3.218948 2.4934847 5.1755953 27.251122 5.26531161 0.77462721 1.60785303
15 UBTF 183 15 ZBTB5 39.33 TP53 GUCY1A3 239580_at 1 1 1 4.4371047 4.4371047 1 1
16 XRCC6 181 16 CIBZ (ZBTB38) 38.75 TRIM28 HLA-DRB4 215666_at 1 1.0807478 4.89137 20.737494 4.23960854 1.0807478 4.89137
17 RPS11 175 17 ZFP161 (ZBTB14) 38.55 YY1 PIH2 234426_x_at 10.436833 1 5.232683 21.157234 4.04328602 0.09581451 0.50136694
18 S100A9 171 18 ZNF295 (ZBTB21) 38.27 ZBTB7A FOLR2 229619_at 6.8965406 5.358238 5.4744644 21.556536 3.93765206 0.77694576 0.79379862
19 ZNF639 114 19 ZBTB8a 38.2 ZEB1 RAB7B 1553982_a_at 8.702867 15.85233 8.565837 32.529026 3.79753035 1.82150664 0.98425461
20 HSPA8 109 20 ZFP238 (ZBTB18) 37.23 PDE6B 1557777_at 32.17185 20.795685 19.798685 71.99491 3.63634807 0.64639382 0.61540399
21 RPL24 106 21 ZBTB10 37.04 COL4A4 214602_at 3.8701055 3.9802563 10.164236 35.895714 3.5315703 1.02846196 2.62634597
22 RPL27 99 22 ZBTB43 36.9 CLIC5 234329_at 1.9012358 1.5466986 1.9406378 6.82925 3.51907502 0.81352276 1.02072442
23 CBX1 89 23 ZBTB3 36.46 MYOZ3 213955_at 6.4414554 5.5136495 8.272098 28.98579 3.50404335 0.85596331 1.28419705
24 SERPINB12 87 24 MYNN (ZBTB31) 36.28 DKFZp547J222 234771_at 2.7993786 2.2830267 1.9940695 6.563648 3.29158437 0.81554767 0.71232576
25 RPL23 86 25 ZBTB39 35.96 ATP13A4 1559571_a_at 4.321466 4.992703 4.359402 11.1594925 2.55986773 1.15532622 1.0087785
26 DNAJC9 82 26 ZBTB42 35.71 ANKS1B 219989_s_at 1 1.4700568 3.874966 9.838412 2.53896731 1.4700568 3.874966
27 RPS27AP5 76 27 ZBTB26 35.59 N4BP2L1 214887_at 1.2127752 1 1 2.5040321 2.5040321 0.82455512 0.82455512
28 RPL37A 73 28 KAISO (ZBTB33) 35.4 CD44 1565868_at 46.14331 32.450443 24.487392 60.649677 2.4767716 0.70325347 0.53068131
29 CTSD 72 29 ZBTB9 35.23 UNC13D 228350_at 4.173832 8.210626 2.7568605 6.6276503 2.40405719 1.96716734 0.66051065
30 S100A8 71 30 ZBTB7c 34.94 UBXN10 238657_at 4.660329 8.78274 3.5218914 8.285044 2.35244165 1.8845751 0.75571733

31 ZBTB22 34.52 C1orf61 222301_at 112.18826 105.95109 57.94642 134.59314 2.32271709 0.94440443 0.51651055
32 ZBTB34 34.23 MGC39584 242822_at 23.009758 27.654251 22.750372 52.599316 2.31202004 1.20184884 0.98872713
33 ZBTB46 33.93 DHRS2 214079_at 627.8331 1217.0396 405.08243 890.3201 2.1978739 1.93847632 0.64520719
34 ZBTB45 33.33 KIAA0146 236284_at 20.14113 5.329815 10.239218 20.634153 2.0152079 0.26462343 0.50837356
35 ZBTB8b 32.95
36 GZF1 (ZBTB23) 32.53
37 ZFP131 (ZBTB35) 32.18
38 ZBTB37 32.04
39 ZBTB16 31.68
40 ZBTB41 31.17
41 PATZ2 (ZBTB24) 31.13
42 BCL6 (ZBTB27) 30.68
43 ZFP651 (ZBTB47) 29.91
44 ZBTB6 29.81
45 ZBTB32 27.69
46 ZBTB20 27.19
47 ZBTB12 23.15
48 BCL6B (ZBTB28) not detected
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Fig S1.2. STC1プロモーターは ZBTB2-HIF-1経路により制御を受ける 
A) STC1遺伝子座の構造図。図中へ Table S1.2の in silico解析で同定した HIF-1α結合部位 （HRE）の予測位

置を 1~5に示す。レポータープラスミドへは、図中に配列を示す 1 位・3 位に順位する HRE (赤字)周辺の領域 
+560 bp ~ +1645 bp (転写開始点を+1 とする)を用いた。B) HCT116 p53(-/-)細胞へ図中に示すタンパク質発現ベ
クターを導入後、STC1遺伝子のプロモーター領域 (+560 bp ~ +1645 bp)のプロモーター活性をルシフェラーゼア

ッセイによって定量した。TKプロモーターの制御下で発現する Renillaルシフェラーゼを内部標準として用いた。

平均値 ± s.d. (n = 3) *p ≦ 0.05, ***p < 0.001, n.s. no significance 
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Fig S1.3. STC1プロモーターは ZBTB2-HIF-1経路により制御を受ける 
A-E) STC1プロモーターレポーター活性のルシフェラーゼアッセイ。HCT116 p53(-/-)細胞を用いてレポータープラ
スミド中 HREへ変異導入 (A)、HeLa HIF-1β (-/-)細胞 (B)を用いた HIF-1α機能喪失下、および HCT116 p53(-/-)
細胞を用いて通常酸素下で HIF-1αの恒常活性化変異体を過剰発現 (D)を用いた HIF-1α機能獲得下で

ZBTB2を過剰発現させ、STC1プロモーターレポーター活性を定量した。TKプロモーターの制御下で発現する
Renillaルシフェラーゼを内部標準として用いた (A,B,D)。HeLa parental細胞を陰性コントロールとして用いた 
(B,C)。細胞抽出液 B (C),D (E)について、図中に示す各抗体で各タンパク質発現をWestern blottingで検出した。
平均値 ± s.d. (n = 3) ***p < 0.001, n.s. no significance 
 

 

 

6-2.がん抑制遺伝子 p53 と ZBTB2 
当研究室・子安氏によって ZBTB2 による HIF-1 活性化は、がん抑制遺伝子 p53 の存在下では

抑制されることが明らかであり、本研究でも DDRにおける PARP1活性の抑制現象と p53 との相互

作用を検証した。ここで、本研究で用いた U2OS 細胞は、ARF 遺伝子欠損によって MDM2 高活

性状態にあり、p53活性は低レベルに保たれている。そこで、MDM2阻害剤の Nutlin-3aを細胞へ

10 μM 処理し、当該条件下での PARP1活性を免疫染色実験で評価した。その結果、WB の結果

から Nutlin-3a 処理により p53 発現レベルが亢進し p53 の活性化を認める条件で (Fig S2.1A)、

Nutlin-3a 処理下では ZBTB2過剰発現による PARP1活性低下が見られないことを見出した (Fig 

S2.1B)。さらに、PARP1 と HIF-1αの複合体形成に p53が与える影響も評価した。HCT116 p53(-/-)

細胞と HCT116 p53(+/+)細胞に対して、FLAG タグを融合した PARP1、HIF-1α (3A)そして myc タ

グを融合した ZBTB2 を一過性過剰発現させ、抗 FLAG 抗体を用いて共免疫沈降実験を行った。

その結果、p53 を欠損する HCT116 p53(-/-)細胞では PARP1 に共沈する HIF-1α の量（すなわち

PARP1-HIF-1α 複合体）は ZBTB2 の過剰発現により顕著に増加する一方で、p53 を有する

HCT116 p53(+/+)細胞では ZBTB2 の過剰発現による PARP1-HIF-1α 複合体の形成が顕著に減

弱していることを見出した (Fig S2.1C)。以上の結果は、ZBTB2 による HIF-1 活性化と同様に、

ZBTB2による PARP1制御に対しても、がん抑制遺伝子 p53の存在下では抑制されることを示す。 
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Fig S2.1. がん抑制遺伝子 p53は ZBTB2による PARP1制御を抑制的に制御する 
A-B) U2OS細胞を用いて UV 照射後に核内に蓄積する PAR量を定量した免疫染色実験。ZBTB2過剰発現後
に Nutlin-3a (10 μM)を処理し、低酸素下で培養した細胞へ UV 照射し、1細胞あたりに蓄積する PAR量を定量し
た (n = 60)。細胞抽出液 B (A)ついて図中に示す各抗体で各タンパク質発現をWestern blottingで検出した。C) 
HCT116 p53(-/-)および p53(+/+)細胞へ図中に示すタンパク質発現ベクターを導入後、共免疫沈降実験で
PARP1-HIF-1α複合体形成を検証したWestern blotting。抗 FLAG抗体による免疫沈降サンプル (左)、全細胞抽
出液 (右)を図中に示す各抗体で検出した。平均値 ± s.e. *p ≦ 0.05, n.s. no significance 
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6-3.ポリ ADP リボシル量を定量した免疫染色実験の代表的染色図 
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Fig S3.1. ポリ ADP リボシル量を定量した免疫染色実験の代表的染色図 
A-F) Fig 4.1B (A)、Fig 4.1D (B)、Fig 4.1F (C)、Fig 4.1H (D)、Fig 4.3B (E)、Fig 4.3D (F)それぞれの実験結果に対

応する代表的染色図を示す。 
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