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「代謝調節機構解析に基づく細胞機能制御基盤技術」 

平成 17 年度採択研究代表者 

 

平尾 敦 

 

 

金沢大学がん研究所がん幹細胞研究センター・教授 

 

 

代謝解析による幹細胞制御機構の解明 

 

 

 

§１．研究実施の概要  

 

本研究は、幹細胞を対象に、細胞内代謝の観点からその制御システムを理解することである。

正常組織幹細胞に加え、がん組織の中の幹細胞的な役割を持つ“がん幹細胞”も研究の対象とし、

幹細胞研究の技術・知識を基盤とするアプローチによって、がんの発生・維持の制御機構を解明

し、再生医療における技術向上あるいは新しいがん治療の開発に貢献し、社会へ還元することを

目指すものである。本年度は、H21 年度の研究実施計画に基づき、下記のように研究を遂行し

た。 

代謝制御分子（FOXO, mTOR, HIF1 など）の幹細胞制御における役割に関して詳細な解析を

進めた。本年度の成果として、まず、FOXO の白血病幹細胞における役割を明らかにした。動物

モデルを作製し、生体内における白血病幹細胞の維持に FOXO が重要な役割を果たしているこ

と、FOXO の活性化が薬剤耐性おける原因となっていることを解明した。さらに、FOXO を標的に

その活性化調節を行う化合物を探索し、白血病治療のために有用であることを示した。また、

mTOR の活性化制御が、造血幹細胞機能や生体内での数の維持に非常に重要であることを明ら

かにした。一方、低酸素は、細胞内代謝を変動させる重要な要因であり、その適切な制御は、造

血幹細胞機能を維持することに必須であることが判明した。以上のように、代謝制御分子機能解

析を通して、正常およびがん幹細胞制御機構の解明を目指して研究を推進した。 

がんにおける代謝制御を理解する目的で、脳腫瘍モデルを用いてがん幹細胞特定とその動態

解析を行った。Nuclestemin-GFP のシステムを用いた脳腫瘍モデル解析の結果、GFP 陽性画分

に腫瘍源性を持つ細胞(がん幹細胞)が濃縮されており、がん幹細胞集団と非がん幹細胞集団に

分画できることが確認された。GFP 陽性細胞は、未分化マーカーを発現しており、GFP 陰性細胞

は、未分化抗原が消失していることから、GFP 陽性細胞が幹細胞的性質を有していることが明らか

となった。この脳腫瘍モデルを用いて、代謝産物解析を行ったところ、腫瘍細胞の分化度といくつ

かのアミノ酸濃度に相関があることが示され、腫瘍源性や未分化性の維持に、栄養代謝が深く関
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与していることが示唆された。その他、神経幹細胞や腫瘍細胞分化の解析を進め、がん幹細胞を

支持するニッチ環境の性状に関する知見を得た。また、肝臓がん幹細胞の制御機構においてポリ

コーム遺伝子 Bmi1 や腫瘍抑制遺伝子 p63 の機能解析を行い、がん細胞の動態制御に関する知

見を得た。 

 

 

§２．研究実施体制 

 

（１）「平尾」グループ 

① 究分担グループ長：平尾 敦 （金沢大学、教授） 

② 研究項目 

正常組織幹細胞とがん幹細胞の代謝解析 

 

（２）「須田」グループ 

① 研究分担グループ長：須田 年生 （慶應義塾大学、教授） 

② 研究項目 

造血幹細胞の代謝解析 

 

（３）「合田」グループ 

① 研究分担グループ長：合田 亘人 （早稲田大学、教授） 

② 研究項目 

各種幹細胞の代謝産物の測定 

 

（４）「田賀」グループ 

① 研究分担グループ長： 田賀 哲也 （東京医科歯科大学、教授） 

② 研究項目 

組織幹細胞および脳腫瘍におけるがん幹細胞の代謝解析 

 

（５）「岩間」グループ 

① 研究分担グループ長：岩間 厚志 （千葉大学、教授） 

② 研究項目 

造血幹細胞および肝がんにおけるがん幹細胞の代謝解析 

 

 

§３．研究実施内容  

（文中に番号がある場合は(4-1)に対応する） 
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平尾グループ 

1) 白血病幹細胞における FOXO の機能解析 

本年度は、造血幹細胞の自己複製、未分化性維持およびストレス応答に重要な代謝制御分

子フォークヘッド転写因子 FOXO3a の白血病幹細胞における機能解析に取り組んだ。慢性骨髄

性白血病の原因は、造血幹細胞における BCR-ABL 融合遺伝子によるチロシンキナーゼ異常活

性亢進であり、治療として、チロシンキナーゼ阻害剤イマチニブが特効薬として登場した。イマチ

ニブは、ABLを標的としたチロシンキナーゼ阻害剤であり、従来のDNA複製阻害剤を中心とした

抗がん剤とは違い、特定の分子の機能阻害による薬剤、すなわち分子標的薬剤として、最も早く

成功した薬剤として知られている。ところが、薬剤中止後の再発が問題となり、その原因としてイマ

チニブ耐性白血病幹細胞の存在が示唆された。我々は、マウス慢性骨髄性白血病モデルにお

いて、白血病幹細胞の存在を確認し、この白血病幹細胞において、転写因子 FOXOが活性化し

ていること、FOXO 機能を欠損させることによって白血病幹細胞の維持能低下が起こること、さら

に、イマチニブ抵抗性は、FOXO の機能に依存していることを発見した 1)（図 1）。以上より FOXO

阻害剤を開発することによって、慢性骨髄性白血病のイマチニブ耐性を克服できることを示した。

次に、白血病幹細胞の FOXO の局在を指標に、複数の上流の標的分子の阻害剤を探索したと

ころ、TGFb シグナルが、FOXO の局在や活性などを変動させる上流分子として重要な役割を果

たしていることを見出した。ヒト白血病幹細胞を用いた実験でもマウスと同様の知見を得た。以上

のことから、FOXO の下流で、細胞内代謝が制御している可能性があり、代謝変動を調節する化

合物も、がん治療に有効である可能性が示唆された。  

 

 

 

2) 固形腫瘍におけるがん幹細胞解析 

 固形腫瘍モデルにおけるがん幹細胞（tumor-initiating cell）の特定法の確立するため、核小体

分子 Nucleostemin の発現に着目した。Nucleostemin は、その発現が各種幹細胞で高く細胞の未

分化状態との相関が示唆されていた。そこで、Nucleostemin の promoter 活性を用いた GFP レポ

ーターマウス（NS-GFP Tg）を利用した。このマウスでは、Nucleostemin の発現の高い細胞を GFP

図１白血病幹細胞核内における FOXO 活性化がイマチニブ抵抗性の原因である 
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にて標識することができる。NS-GFP Tg マウスをベースに脳腫瘍モデルを作製し、形成された脳

腫瘍から、GFP の輝度を指標に分画し、培養および同所移植実験を行ったところ、GFP 陽性細胞

に腫瘍形成能を有する tumor-initiating cellが濃縮されていることが判明した 2)。この細胞は、未分

化マーカーを発現しており、GFP 陰性細胞は、未分化抗原が消失していることから、GFP 陽性細

胞が幹細胞的性質を有していることが明らかとなった。tumor-initiating cell の動態を解析したとこ

ろ、Ki67 陽性であり活発に分裂していることが判明した。さらに、遺伝子プロファイリングを行ったと

ころ、ブリン合成経路に関わる酵素群が高い発現を示した。プリン合成経路は、Nucleostemin蛋白

の発現調節に関わっていることも報告されており、がん幹細胞において、プリン代謝の重要性が示

唆された。一方、代謝産物解析では、多くのアミノ酸含量が未分化状態で高い傾向を示した（合田

グループの項 参照）。 今後、この代謝経路とがん幹細胞の動態の解析を行うことによって、がん

幹細胞の動態制御機構の解明が進むことが期待される。その他、皮膚発がんにおける腫瘍発生

起点に関して、ROS や senescence 反応など幹細胞制御で重要な制御因子が機能していることを

解明した) 。 

 

須田グループ 

本年度の須田グループは、昨年度に引き続いてヒト造血幹細胞システムに対する低酸素環境

による代謝抑制の機能的影響を検討した。とりわけ、昨年度までの解析から、ヒト臍帯血造血幹細

胞を超免疫不全マウス(NOG マウス)に移植すると、幹細胞分画が骨髄内で低酸素環境を獲得し

ていることが分かっていたため、低酸素環境による細胞内代謝制御がヒト造血幹細胞の維持にも

重要である可能性が示唆されていた。そこで、本年度は低酸素状態獲得過程の特徴と分子機構

に焦点を絞り解析を進めた。具体的方法としては、ヒト臍帯血造血幹細胞を超免疫不全マウス

NOG マウスに異種移植することによるヒト骨髄再構築系を用いた解析を行った。その結果、ヒト造

血幹細胞分画(Lineage marker 陰性 CD38 陰性 CD34 陽性)は移植直後には細胞周期が早くまわ

っているものの、時間の経過に従って細胞周期が静止状態を取り戻すことが PyroninY 染色と短期

BrdU ラベル法から明らかになった 4)。さらに、予め低酸素マーカーpimonidazole(Pimo)をレシピエ

ントマウスに投与しておいてから抗 Pimo 抗体を用いて細胞内の酸素化状態を検討したところ、細

胞周期が停止するのに先行してヒト造血幹細胞分画は Pimo 陽性となっていた。この際、ヒト造血

前駆細胞分画(Lineage marker陰性CD38陽性CD34陽性)の細胞内 Pimoレベルは低く保たれた

ままで、造血幹細胞が細胞周期の静止期を獲得するためには低酸素状態の獲得が重要である可

能性が示唆された。次に低酸素状態がいかなるメカニズムで造血幹細胞の細胞周期を停止させ

るのかを検討するために移植後の造血幹細胞分画が Pimo 陽性を獲得する前後の cDNA を準備

し、リアルタイム PCR 法で造血関連遺伝子群の発現変動を検討した。現在までに細胞周期関連

遺伝子群、サイトカイン関連分子、そして低酸素関連分子の遺伝子発現検討が確認されており 5-9)、

現在これらのうち機能的に重要な遺伝子の同定を図っている。 

 

合田グループ 
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 平尾らの研究グループは今年度、癌組織は非常に未分化な細胞と分化した細胞が混在し、未

分化の高い細胞は nucleostemin を高発現していることを見いだしてきた。また、たった 1 個の細胞

から由来した癌組織でも分化度の異なる細胞集団からなることから、腫瘍形成過程において分化

度の違いが代謝変動に影響を及ぼすのではないか、また逆に代謝変動が分化度を変えているの

ではないかと考え、in vitro で分化誘導をさせた腫瘍細胞と未分化の腫瘍細胞のメタボローム解析

を施行した。その結果、解糖系、TCA回路、ペントースリン酸回路、核酸代謝に係わる代謝産物は

サンプル間でのばらつきが大きく、N 数が少ない今回の解析からははっきりとした傾向は認められ

なかった。一方、アミノ酸代謝に関しては、Ala, Asn, Gln, Trp, Cys を除く多くのアミノ酸含量が分

化誘導後に減少することが明らかになった。この結果はこれまで正常細胞の幹細胞において認め

られていた幹細胞維持とアミノ酸代謝産物との相関関係とは全く逆の変化であり、アミノ酸代謝が

がん幹細胞と正常幹細胞の未分化性維持機構において異なる役割を演じている可能性を示唆し

ていると考えられた。一方で、須田グループは、低酸素応答分子 HIF1 の造血幹細胞制御につい

て解析しているが、我々は、肝細胞再生や病態時における HIF1 を含む代謝制御分子役割を明ら

かにしている 10,11)。この結果は、細胞分化や再生能と代謝制御の関連を理解する上で重要な知見

であると考えられた。 

 

田賀グループ 

本研究課題は、造血幹細胞および神経幹細胞の増殖分化機構の解明と、癌幹細胞を規定す

る特性の解明を目指して取り組んだ。組織幹細胞の研究材料としては、盛んな増殖能を示す胎生

期の中枢神経組織ならびに造血組織を用いた。癌幹細胞の研究材料としては、ラット C6 グリオー

マにおける癌幹細胞様性質を有する細胞集団を用いた。いずれについても、幹細胞特性と幹細

胞微小環境（ニッチ）特性の双方の観点から研究を進めた。 

造血幹細胞に関する研究においては、胎生期のマウスにおける造血組織に焦点を当てた。造

血の場は、個体発生の進行に伴い変化することが知られており、たとえば、成体型造血幹細胞は、

大動脈-生殖原基-中腎(AGM)領域、肝臓、胎盤と、その存在が変遷する。この現象は、時期なら

びに場所に特異的な、幹細胞特性の変化と幹細胞ニッチの変化を反映しているものと考察される

ことから、胎生期造血組織は、幹細胞特性と幹細胞ニッチの双方に取り組むにあたり適した材料と

いえる。胎盤における造血幹細胞の存在はいくつかの報告があるが、その表面マーカーなどの詳

しい特性は未解決である。今年度の本研究課題では、昨年度に着手した胎盤における造血幹細

胞の性状に関する研究を展開させた。胎生 10.5 日目から 15.5 日目まで 1 日ごとのマウス胎盤に

ついて、OP9 ストローマ細胞上での敷石状コロニー形成能および半固形培地におけるコロニー形

成能を指標に造血活性を解析したところ、調べたいずれの胎生時期においても、CD45 陽性かつ

c-Kit 陽性の細胞集団に造血活性が認められた。CD45 陽性 c-Kit 陰性細胞集団、CD45 陰性

c-Kit 陽性細胞集団、CD45 陰性 c-Kit 陰性細胞集団には造血活性は殆ど検出されなかった。ま

た、成体造血幹細胞が濃縮される細胞集団として知られている Hoechst33342 色素排出性の SP

細胞集団は、CD45 陽性 c-Kit 陽性細胞集団中に最も高い割合で観察された。胎盤は胎児側組
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織と母体側組織が入り組んでいるが、GFP トランスジェニックマウスの利用により、胎児由来細胞を

GFP 標識することを今年度可能にした。これにより幹細胞ニッチの探索に来年度展開させる糸口

を得た。 

神経幹細胞に関する研究においては、扁平上皮癌において遺伝子増幅が見られる gasc1 の変

異マウスの解析に着手した。この遺伝子産物は、ヒストンH3の 9番目のリジンの脱メチル化酵素で

ある。用いた変異マウスは同遺伝子への外来遺伝子の挿入変異を有し、Gasc1 蛋白の発現減弱

を来す。外来遺伝子に含まれる LacZ 遺伝子発現解析の結果、胎生期神経幹細胞ニューロンの

成熟に伴い発現量が増加する知見を得た。来年度以降、ヒストン修飾の変化が幹細胞特性に与

える影響を解析する予定である。これとは別に、我々は前年度までに FGF2 と Wnt のふたつのシ

グナルが相互作用してマウス神経網膜の幹細胞画分を増殖させるという報告をしたが、今年度は、

神経網膜中の GFAP 陽性アストログリア細胞の増加がふたつのサイトカイン leukemia inhibitory 

factor (LIF)と bone morphogenetic protein 2 (BMP2)によって引き起こされることを報告した１2）。ラッ

ト C6 グリオーマを用いて進めた研究からは、腫瘍再構成能の高い SP 細胞集団の in vitro 培養後

の SP 細胞維持効率が、意外にも SP 細胞だけを培養した条件下よりも、SP 細胞と非 SP 細胞を混

合した培養条件下の方が高いことを見出した。この知見は、癌幹細胞が自ら一部分化して癌幹細

胞を支持するニッチ環境を構築するという生存戦略をとっている可能性を示唆する点で興味深い。

さらに、がん幹細胞抗原ＣＤ１33 の発現制御について解析した１３)。この知見に基づいて次年度の、

癌幹細胞特性と癌幹細胞ニッチ特性の研究へと展開させる。 

 

岩間グループ 

がん幹細胞研究に関する研究として、まず癌幹細胞の重要な制御分子であるポリコーム複合体

の解析を昨年に引き続き行った。その結果、ヒト肝細胞癌におけるポリコーム蛋白 BMI1 と EZH2

の発現亢進が、幹細胞癌の再発と有意に相関することを明らかにした。我々はポリコーム蛋白が

肝癌幹細胞の維持・造腫瘍活性に必須であることをこれまでに報告してきたが、その重要性がヒト

肝細胞癌症例において確認された 14)。また、昨年度の研究においてポリコーム遺伝子産物 Bmi1

が癌幹細胞において制御する遺伝子群の同定を行ったが、その中で転写因子 Sox17 が BMI1 に

よって直接されること、マウス Dlk+胎児肝幹・前駆細胞に BMI1 とともに Sox17 を強制発現すると、

BMI1による造腫瘍活性が著明に抑制されることを確認した。したがって、Sox17は癌抑制遺伝子と

機能しうること、しかしながら癌化の過程においては BMI1 によってその発現が抑制されているもの

と考えられる（論文投稿中）。以上の知見は、癌幹細胞において活性が増強しているポリコーム複

合体によって、多くの癌抑制遺伝子の発現が同時に抑制されていることを示唆するものであり、癌

幹細胞の成立・維持の分子メカニズムの一面を明らかにするものである。さらに、ポリコーム複合体

が遺伝子発現制御を介して癌幹細胞特異的な代謝制御にも関与する可能性を示唆するものであ

り、この点について ChIP-Chip 法などにより解析を進める予定である。 

 また、肝細胞癌における癌抑制遺伝子産物 p63 の活性が Plk1 によるリン酸化によりどのように制
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御されているかを報告するとともに 15）、ヒト骨髄増殖性疾患の癌幹細胞におけるシグナル制御機

構を解析し、染色体転座に伴う融合遺伝子として TEL-Lyn 融合遺伝子を同定した。TEL-Lyn は

造血幹細胞の自己複製を強力に増強し、マウスモデルにおいて致死性の骨髄増殖性疾患を誘

発することを確認した 16）。また、phospholipase C-beta3 が STAT5 の活性を抑制的に制御すること、

phospholipase C−β3 欠損マウスにおいては STAT5 の活性亢進に伴い造血幹細胞の自己複製活

性が増強され、高率に骨髄増殖性疾患を発症することを明らかにした 17）。 
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