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活性酸素による遺伝子発現制御―Hic-5の作用を中心に
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Reactive oxygen species (ROS) are generated from cells stimulated by various cytokines, hormones, and stresses,
and regulate celluar functions such as gene expression and cell growth. They aŠect activities of many types of molecular
targets, including signaling molecules and transcription factors. Early-respons genes (cfos, egr-1 and JE) that encode
transcription factors are induced by ROS, and activities of their products are modulated by ROS through redoxbased
mechanisms. We isolated a novel gene, hic-5, that was induced by hydrogen peroxide and encodes a focal adhesion pro-
tein. hic-5 was found to translocate to the nucleus in cells treated with ROS and regulates several cellular genes. We pro-
pose that hic-5 is a key element in the transduction of signals from the cell surface to the nucleus under oxidative stress.
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はじめに

活性酸素は，細胞内の代謝の結果から産生される

と同時に，サイトカインを含む様々な刺激によって

も産生が制御され，生理的機能の調節において重要

な働きを行う．過酸化水素を始めとする活性酸素は，

DNA，蛋白質，脂質などの生体高分子を修飾し，

細胞に対して障害性を持つことは広く知られている

が，遺伝子発現や細胞増殖においても生理的作用を

持っていることが明らかとなっており，その結果と

して細胞形質の変化の調節を行う．1,2)

細胞内オキシダントのレベルは，産生系と消去系

のバランスで制御されているが，局所的なアンバラ

ンスが蛋白質の酸化状態の変化を起こし，機能の調

節を行うことになると考えられる．この影響を受け

る因子は数多く存在し，従ってレドクス変化による

シグナルは古典的なリガンドと受容体により誘起さ

れるシグナルとは質的に異なったものである．ま

た，細胞外からの刺激（ホルモン，サイトカイン，

基質蛋白質など）は細胞内シグナル伝達系の活性化

を起こし，最終的には核における遺伝子発現の変化

に繋がる．これらは互いにクロストークをして複雑

なネットワークを形成しており，活性酸素種（riac-

tive oxygen species, ROS）は刺激となると同時に，

細胞内レドクス状態の変化によりシグナル伝達の場

も形成していると考えられる．

我々は，細胞増殖を抑制するサイトカインである

TGFbが細胞からの過酸化水素産生を高め，いくつ

かの遺伝子発現に対してセカンドメッセンジャーと

なっていることを示した．3)活性酸素のシグナルと

しての機能を分子レベルで解析するために，過酸化

水素で誘導される遺伝子の検索を行い，その過程で

hic-5遺伝子を分離した．この遺伝子はパキシリン

類似の LIMドメインを持つ蛋白質をコードし，主

に細胞接着斑に局在するが，酸化ストレスにより核

へ移行していくつかの標的遺伝子の発現を制御する

ことが明らかになってきた．本稿では，最初に細胞

への刺激による活性酸素の産生を概観し，その生物

的意義を hic-5蛋白質を中心に考察したい．

1. 細胞への生理的刺激による活性酸素の産生

細胞へのサイトカインその他の刺激は細胞からの

活性酸素の産生を一過的に上昇させる．活性酸素の

種類はスーパーオキシド，ヒドロキシラジカル，過
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酸化水素，脂質過酸化物などが主なものであり，そ

れらの大部分は細胞内の活性酸素消去系により捕捉

される．残った活性酸素は種々の生体分子を修飾し

て細胞障害的に働くことが多いが，ある種のサイト

カインではシグナルの一部を担うことが示されてい

る．この活性酸素の産生系としては，スーパーオキ

シド産生に関わる NADPH oxidaseが主要な系であ

る．各種の活性酸素産生系はほとんどすべてのタイ

プの細胞に存在する．4) MohazzabH. and Wolinは

ウシ動脈平滑筋，横紋筋，内皮細胞において，

NADPH oxidase が主な O2
･－ 発生源であることを

示した．5)この活性化には Ras, Rac1 などの低分子

G 蛋白質が関わり，数分で起こる早い変化であ

る．6)一方， TGFb1 刺激の場合， Thannickal &

Fanburg7) はヒト繊維芽細胞で NADPH oxidase が

活性化されることを示したが，この活性化には数時

間かかる．TGFb1 による活性酸素産生には RNA

合成が必要との報告もあり，8)間接的な反応なので

あろう．

増殖因子，発がんプロモーター，放射線などによ

る活性酸素の産生は 20 年以上前にインスリンや

SH試薬で処理した脂肪細胞で見出されている．9) In

vivoでは ROSスカベンジャーを用いた実験から発

がんプロモーターの作用が SOD類似体により抑制

されることから示唆されている．10)その後より直接

的証拠が多数報告されている．血清，11)腫瘍壊死因

子(TNF) -a,12―14)インターロイキン -1 ( IL-1) ,13)

transforming growth factor b(TGFb)，3,15)血小板由

来増殖因子(PDGF),11) LPS, 14)リゾホスファチジ

ン酸，16) IgG，12)ホルボールエステル11,17)や X-線18)

などの刺激により細胞からの活性酸素産生が上昇す

る．

TGFb刺激により培養細胞からの過酸化水素産生

が促進され，この過酸化水素が増殖抑制に関与する

だけでなく，15) SRF (serum response factor）活性化

と egr-1 遺伝子発現にも関与する．3)同様の現象は

血管平滑筋を PDGF 刺激した時にも見られてい

る．19)この場合，PDGFによる蛋白質チロシン燐酸

化，DNA合成，ケモタキシスなどがカタラーゼに

より抑制された．したがって，過酸化水素がこれら

の応答のセカンドメッセンジャーになっていること

が示唆された．

2. 活性酸素の細胞内標的分子

活性酸素の作用を受ける細胞内分子は，核酸，脂

質，蛋白質を始め様々な分子があるが，ここでは蛋

白質を中心に蛋白質がセンサーとなる活性酸素によ

るシグナル伝達の制御について概説したい．

まず，チロシン燐酸化レベルの上昇が活性酸素に

より引き起こされる例が多く知られており，その原

因はチロシンキナーゼの活性化，チロシンホスファ

ターゼの不活化による．過酸化水素による cSrcの

活性化20―22)や Rasの活性化を起こし，Fynの活性

化は，JAK2活性化に必要である．23)その他，ヒト

好中球では p55/p59hck, p72sykおよび p77btkが活

性化されるが，24) in vitroでは活性化が起きないの

で直接的作用ではない．Bauskinらは受容体型チロ

シンキナーゼ（Ltk）が ROS で活性化されること

を報告している．25) T細胞では H2O2 は ZAP-70 の

活性化を起こし，この活性化は下流の Erk 活性化

に必要である．26)

NADPHオキシダーゼの活性化は低分子 G 蛋白

質 Rac1の活性が必要であり，この段階はチロシン

キナーゼと共役している．低分子 G蛋白質は ROS

産生を活性化するシグナルとなると同時に，ROS

の標的ともなる．また，Ras蛋白質の 118番目のシ

ステインはレドクス制御を受ける標的となってい

る．27) Rao らは過酸化水素は SHCGrb2Sos と受

容体チロシンキナーゼとの複合体形成を促進し，

Ras及び MAPKの活性化を起こすことを報告して

いる．28) PAGは cAblと結合してその活性を抑制

する蛋白質であるが，酸化ストレスによりこの結合

がはずれ，cAbl チロシンキナーゼ活性が上昇す

る．29)

以上の例は ROSによるチロシン燐酸化の制御の

一部の例であるが，ホスファターゼも同様の制御を

受ける．ROSにより活性が制御されるセリン・ス

レオニンキナーゼとして，酵母の Ste20キナーゼの

ヒトホモログ(SOK-1)はオキシダントで活性化され

る．30)また，Guyらは TNGaや IL-1のシグナル伝

達に関わるホスファターゼがレドクス制御を受ける

ことを報告している．31)

3. 遺伝子発現と転写因子

酸化ストレスにより誘導される遺伝子は数多く存

在するが，中でも初期応答遺伝子の cfos, cjun,

egr-1, cmyc, JE and KCは過酸化水素処理後 30分
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から 1時間で強く誘導される．32) cfosや egr-1の転

写誘導では血清応答エレメント（SRE）が関与し，

SREは転写因子である SRFと TCF1との複合体に

より活性化されるが，過酸化水素はシグナル系を介

してこの複合体形成を促進すると考えられる．33)

Werb'sらはコラゲナーゼⅠ遺伝子の発現にと酸素

ラジカルが関わることをウサギ関節繊維芽細胞で報

告している．34)コラゲナーゼⅠ遺伝子はインテグリ

ン a5b1の刺激で誘導されるが，インテグリンの下

流に位置する Rac1 が活性化され，この活性化

Rac1 が活性酸素産生を促進し，NFkBの活性化に

繋がる．35) NFkBは過酸化水素により活性化される

が，この活性化は間接的である．つまり，NFkBの

阻害因子である IkB がリン酸化され，それに引き

つづいて分解を起こし NFkBが活性化される．36)

転写因子の発現だけでなく，その DNA結合性及

び活性自体もレドクス制御を受ける．Znフィン

ガー構造を持つ転写因子(Sp-1, Egr-1, NFkB, c

myb, p53など）はレドクス感受性のシステイン基

を持ち，システイン残基の酸化により DNA結合能

が低下する．37―39) AP-1もレドクス制御を受け，や

はりシステイン残基が重要である．40)

4. 活性酸素センサーとしての Hic-5

これらの知見の上に，TGFb1及び過酸化水素で

誘導される遺伝子の cDNA クローニングを行っ

た．この過程でいくつかの新規遺伝子を分離した

が，なかでも Hic-5は繊維芽細胞に強制発現させる

と細胞外基質関連蛋白質，p21などの遺伝子発現の

上昇とともに細胞が老化様形質を表して増殖が停止

した．41)逆に多くのヒト癌細胞や，不死化したマウ

ス繊維芽細胞ではその発現の顕著な減少が認められ

る．Hic-5蛋白質の構造的特徴は，N-末端に LDモ

ティーフ，C-末端に LIMドメインを持ち，正常細

胞では主に細胞接着斑に存在して，接着により細胞

の伸展，運動性を調節する因子の 1つであることが

確実となった．42)実際，Hic-5 蛋白質の Znフィン

ガー部分に相互作用する因子を two hybrid法によ

るスクリーニングで検索し，細胞運動に関与する

PTPPEST ( tyrosine phosphatase），43)及び Arf

GAP (GIT-1）を分離した．Hic-5は，これらの因

子との結合から細胞膜の下で接着シグナルの制御に

働いていると考えられる．

一方，酸化ストレス又は細胞骨格変化により，類

似体のパキシリンとは異なり Hic-5が細胞膜から核

へ移行することが見出された．核においてHic-5は，

cfos，p21/WAF1などの遺伝子の発現上昇を起こ

すこと，これらの遺伝子の標的転写制御領域の 1つ

は Sp1 エレメントであることを明らかにしてい

る．これらの遺伝子領域に結合することにより

Hic-5の生物作用が発揮されると考えられる．さら

に Hic-5 と Sp1 は p300/CBP と機能的な連関を持

っていることが示された．酸化ストレスによる核と

細胞質との移行には，Hic-5の N-末端領域に存在

する 2個のシステインが関与することが明らかとな

っている．このような性質から，Hic-5は酸化スト

レス下で接着と遺伝子発現との間のシグナル分子と

してユニークな作用を持つと考えられる．44)

5. Hic-5蛋白質の構造的特徴

Hic-5は細胞接着斑蛋白質として有名なパキシリ

ンの構造類似体で，C-末端に 4個の LIMドメイン

を持つ．2個の Znフィンガーから成る LIM ドメ

インは，転写因子やアダプター蛋白質に広くみられ

る構造であり，蛋白質間相互作用に関わることが広

く知られている．45)この LIMドメインはパキシリ

ンのそれと比較して約 70％の相同性を示す．N末

端領域にはやはり蛋白質相互作用に関与する LDド

メインが存在し，46)パキシリンでは 5 個だが，

Hic-5はアイソフォームにより 3個又は 4個存在す

る．これらの LDドメインも高い相同性を示すが，

それ以外の部分の類似性は低い．パキシリンのファ

ミリーには Hic-5の他にリンパ球特異的な Leupax-

in，ショウジョウバエのホモログ，DALP，47)

DPxn，48)及び粘菌の PaxB が知られており，この

ファミリーは進化的に保存された蛋白質と言える

（Fig. 1）．マウスゲノムの構造から，Hic-5の N-末

端領域と LIMドメインとの間には長いイントロン

が存在することから，進化的に 2つの異なった遺伝

子が融合した結果生じたと考えられる．

Hic-5にはパキシリンと同様の多くの相互作用因

子が知られていて，チロシンキナーゼ Pyk2

(CAKbb)，Src の負の制御因子である Csk などの

シグナル分子，及びビンキュリンやタリンなどの構

造蛋白質も結合する．49) LD2及び LD3 領域には接

着斑キナーゼ（FAK）が結合し，最近 two hybrid

法による探索の結果，Hic-5 の LD3 ドメインに

GAPの 1つである GIT-1が結合することが明らか
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Fig. 1. Production of Reactive Oxygen Species (ROS) and Signal Pathways
Stimulation of cells with growth factors and extracellular matrix proteins elicit activation of receptortype tyrosine kinases, and small G proteins. Production

of ROS largely depends on NADPH oxidase activity, but this activity itself is regulated by a small G protein, Rac 1. ROS aŠect other signaling molecules as well as
transcription factors, and these factors cross-talk each other.
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となり，また PKL (paxillin kinase linker）もこの

ドメインに結合する．一方 LIM3 にはチロシンホ

スファターゼ PTPPESTが結合することが明らか

となった．43)これらの因子は Hic-5とパキシリンに

共通する相互作用因子であるが，Src及び Crkはパ

キシリンには結合するが，Hic-5には結合しない．

これはパキシリンに見られる Y40, Y31, Y118 が

Hic-5 に存在しないためと考えられる．また，

GIT-1との結合は Hic-5の方がパキシリンよりも強

力である．最近インテグリン a4, a9及び b3の細胞

質ドメインがパキシリンと結合していることが明ら

かとなり，恐らく Hic-5にも同様の結合活性がある

と予想される（Fig. 2）．50)

パキシリンは SH2, SH3の結合ドメインを持ち，

接着や増殖刺激により高度にチロシンリン酸化され

る蛋白質であるが，Hic-5 では SH3 結合ドメイン

が見られず，チロシンリン酸化レベルもはるかに低

い．パキシリン及び Hic-5は，相互作用因子との結

合により Srcその他のシグナル分子の細胞内局在を

変化させ，アダプター分子として接着斑からのシグ

ナルの制御に関与すると考えられるが，以上の構造

的相違点から互いに拮抗的に作用する可能性が想像

される．

6. 細胞接着における Hic-5蛋白質の機能

細胞接着斑は，細胞外基質（ECM）とその受容

体であるインテグリンが結合して細胞内に形成され

る複合体であり，数多くのシグナル分子が会合して

いる．さらに増殖因子受容体からのシグナルとクロ

ストークをして，細胞運動，増殖，生存，分化など

様々なシグナルを発生させる．45,50)パキシリンはこ

の接着斑においてアダプターとして働く因子と考え

られているが，Hic-5は構造の類似性と共通の相互

作用因子を持つことから，やはりアダプター分子と

しての機能が予想される．パキシリン，p130CAS

への Crkの結合は，細胞運動の活性化に重要で，

PTPPESTによるチロシン脱リン酸化とカップル

してリン酸化レベルの代謝回転に関わると考えられ

る．そこで我々は，繊維芽細胞の基質蛋白質への接

着によるシグナル伝達において，Hic-5が果たす役

割に関して解析した．42) Hic-5 の発現ベクターを

NIH 3T3 細胞に導入しフィブロネクチン上に細胞

を播いて，接着による細胞の初期応答としての細胞
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Fig. 2. Paxillin and Hic-5 Family Members
The proteins contained in this family contain the LIM domain in their C-terminal half, and amino acid sequences show high homology. Cytoplasmic localiza-

tion of these proteins in mainly focal adhesions.
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接着と伸展の変化を見たところ，Hic-5の発現によ

り細胞伸展が抑制された．この抑制はパキシリンで

は見られなかった．Hic-5は接着刺激によるパキシ

リン及び FAK のチロシンリン酸化も抑制した．

Hic-5 の各種変異体を発現させた実験から，N- 末

端の LD3ドメインがこれらの抑制に必要であるこ

とが示された．また，FAK欠損マウス由来の繊維

芽細胞では細胞伸展の抑制が見られなかったことか

ら，Hic-5 はインテグリンシグナルの中でも FAK

を介した応答に関与すると考えられる．この抑制は

活性型の Cdc42又は Rac1の発現により解除された

ことから，Hic-5はこれら低分子 G蛋白質の活性化

を上流で制御していることが示唆された．以上の結

果から，接着斑における Hic-5 の機能として，

FAK をパキシリンと競合することが考えられた．

これらの性質は，細胞の運動性や方向性を決める場

合の制御に Hic-5が何らかの役割を果たしているこ

とを示している．

7. 核における Hic-5の機能

接着装置に結合している蛋白質が，核での転写制

御にも関わる例が最近いくつか見つかってきたこと

は非常に興味深い．細胞膜から核へ移行する蛋白質

としては，b―カテニン，Stat, Erk, cAbl, JAB1

など数多くのものが知られており，刺激に応じて細

胞内局在が変化して核での機能を果たす．51)これら

以外に，LIMドメインを持つ蛋白質の中でも細胞

質・核の間をシャトルするものとして，zyxin及び

類似の細胞骨格蛋白質 LPP，52)甲状腺ホルモン受容

体結合因子の Trip6などが知られていて，Rev類似

の核移行シグナルを持つ．しかし，これらの因子の

核移行がどのような刺激又はシグナルで制御されて

いるか，またそれらの核での機能もまだ不明である．

最近我々は，Hic-5が酸化ストレスにより可逆的

に核へ移行することを見出した．酸化ストレスとし

ては，過酸化水素や SH剤である N-ethylmaleimide

で同様な効果があり，酸化ストレス以外に，ホル

ボールエステルやサイトカラシンによっても核移行

が見られた．生理的刺激で核移行を起こすかどうか

は現在検討中であるが，いくつかのサイトカインに

よっても同様な変化が認められている．同じ条件で

パキシリンは核へ集積しない．接着斑に局在する

Hic-5は，細胞をレプトマイシン Bで処理すると核

に集積することから，Crm-1 依存的な核排出シグ

ナル（NES）を持つことが予想された．これらの

結果から，Hic-5は細胞接着斑と核の間をシャトル

することにより細胞形質の調節に重要な役割を果た



hon p.6 [100%]

778

Fig. 3. Protein Complexes in the Focal Adhesions
Cytoplasmic domain of integrins associates with cytoskeletal proteins as well as signaling molecules, and paxillin and Hic-5 are involved in the formation of

these complexes. Paxillin and Hic-5 shear some common interacting proteins, but paxillin binds to Crk, but Hic-5 does not.
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すことが考えられる．Hic-5とパキシリンのキメラ

蛋白質の発現系を作製して検討した結果，C-末端

の LIM ドメインは Hic-5，パキシリンのいずれも

核移行能を持つことから，N-末端が細胞質への保

持に関わることが示された．Hic-5の核排出シグナ

ルの同定のために，各種の変異体を作成して検討し

た結果，N- 末端領域の LD3ドメインが NESとし

て機能することが明らかになった．また，酸化スト

レスに応答して核へ移行するためには，LD2 付近

に存在する Hic-5 特異的な 2 個の Cys が必要であ

ることも示された．44)この周辺のアミノ酸配列は，

酸化ストレスで核へ移行する酵母の転写因子 Yap-1

と相同性が見られる（Fig. 3）．

8. 転写因子との関連

核内での Hic-5の機能の 1つは標的遺伝子の転写

制御と考えられるが，Hic-5の核での標的遺伝子を

強制発現した細胞で検索したところ，cfos 及び

p21 遺伝子の発現が上昇することが明らかとなっ

た．特に cfos遺伝子の発現に関しては，正常ヒト

繊維芽細胞で過酸化水素で誘導される誘導が

dominant negative Hic-5 (LIM-4欠損）により抑制

されたため，酸化ストレス下の内在性 cfosの転写

制御に Hic-5が関与することが考えられる．

cfos, p21遺伝子の 5′上流を持つレポーターを用

いて解析した結果，核移行シグナルを付加した

Hic-5はこれらのレポーター活性を上昇させたが，

パキシリンには NLSを付加してもそのような効果

は見られなかった．cfos では Hic-5 応答領域は

5′上流約 1.5 kb にあり，血清応答エレメントとは

異なる新しい転写制御領域が同定できた．ここには

多くの転写エレメントが存在するが，それぞれの点

突然変異体を作製して詳細な検討を行った結果，

Sp1エレメントが少なくとも 1つの標的となってい

ることが明らかになっている．また，p21遺伝子レ

ポーターを用いた検討からも Sp1 エレメントの関

与が示された．この転写活性化は E1aで抑制され，

p300との結合能を失った E1a変異体では効果が見

られなかったことから，p300の機能的関与が推定

された．Hic-5と転写因子との相互作用に関して，

免疫沈降とウェスタンブロットにより解析したとこ

ろ，Hic-5は Sp1, p300と直接結合している証拠は

得られていないが，Smad3と細胞内で複合体を形

成していることが明らかとなっている．一方，ステ

ロイドホルモン受容体のコアクティベーターとして

見つかった ARA55 は Hic-5 と同一の蛋白質であ

り，53) Hic-5は核において他の転写因子と相互作用

してそれらの活性の制御に関わると考えられる．最

近，パキシリンが poly(A)＋RNA 結合蛋白質 1 と
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結合し，mRNAの核から dense ER及びフィロポデ

ィアへの移行に関わっている可能性が示された．54)

Zyxin，パキシリンファミリーの蛋白質が細胞接

着斑と核とをシャトルすることの意味については不

明な点が多いが，1つの蛋白質が細胞内でかけ離れ

た部位に局在することは，働くべきタイミングの厳

密な制御のために重要なのかも知れない．あるい

は，これらの蛋白質はパキシリンで示されたよう

に，核と細胞質間の物質輸送カーゴとして機能して

いるのかも知れない．一方Hic-5は，cfosの誘導，

AP-1転写因子の活性を介して，細胞外基質関連蛋

白質（ECM）及び接着関連遺伝子の発現を制御し

ている可能性が出つつある．細胞接着斑は細胞表層

のシグナルだけでなく，核での遺伝子発現の制御に

も関与している．Hic-5は表層シグナルと核での転

写活性を包括的に制御する役割を担っているのかも

知れない．ECMの変化は接着シグナルの質的変化

をもたらし，さらに新しい遺伝子発現の制御に繋が

ると思われる．このような細胞の reciprocal dy-

namismは，発生過程や組織の再構築，がん細胞の

浸潤・転移にも重要な役割を果たしていると考えら

れ，今後 in vivoの解析と合わせて新しい細胞形質

制御機構の解明とその応用に繋がることを期待して

いる．
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