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研究成果の概要（和文）：がん幹細胞は、自己複製能と腫瘍創始能を持つがん細胞であり、二次腫瘍やがん再発
の原因であると考えられている。がん幹細胞性維持におけるグルタミンとその代謝産物の役割は、不明であっ
た。本研究において申請者は、膵がん幹細胞をグルタミン欠乏条件下で培養することにより、がん幹細胞マーカ
ーの発現量やsphere形成能が低下し、がん幹細胞性が失われることを示した。本研究成果は、がん幹細胞のグル
タミン代謝を標的とした新たながん幹細胞治療の開発につながる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells, which possess both self-renewal capacity and tumor 
initiation capacity, are thought to be involved in secondary tumor development and cancer 
recurrence. The roles of glutamine and its metabolites in the stemness of cancer stem cells are 
poorly understood. In this study, I demonstrate that glutamine depletion leads to a decrease in both
 expression levels of cancer stem cell markers and sphere forming capacity in pancreatic cancer stem
 cells. These results indicate that glutamine metabolism in cancer stem cells could be a target for 
cancer stem cells therapy.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： がん幹細胞　グルタミン代謝
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がん細胞では、グルコースのみならずグル

タミンの取り込み量も増加している。グルコ
ースは、主に好気的解糖のエネルギー基質と
して重要である。申請者が所属していた研究
室では、世界に先駆け、がん幹細胞の幹細胞
性（＝自己複製能・腫瘍創始能）の維持には、
グルコーストランスポーター１（GLUT1）を
介したグルコースの取り込みが重要である
ことを報告している（Oncotarget, 2015, 
6.2: 651）。 
一方、グルタミンは、エネルギー源として

だけでなく炭素・窒素源としても重要であり、
グルタミン代謝もまたグルコース代謝と同
様にがん幹細胞性の維持に重要な役割を担
っていると考えられる。 
本研究開始当初、“代謝性シグナル分子”

という概念が芽吹きつつあった。例えばグル
コースは、単なるエネルギー代謝基質として
の役割だけでなく、代謝性シグナル分子とし
てグルコースの中間代謝産物のアセチル CoA
が遺伝子発現制御に関わり、幹細胞性の維持
に関与していることや（Cell Metab., 2015, 
21.3: 392-402）、中性脂質であるトリグリセ
リドの分解産物群が代謝性シグナル分子と
して、脂質代謝関連遺伝子の発現制御に関与
していることが（Nat. Med., 2011, 17.9: 
1076-1085）報告されていた。しかしながら、
グルタミンが “代謝性シグナル分子” とし
てどのような分子機構でがん幹細胞性の維
持に関与しているかは、不明であった。 
 
２．研究の目的 
 グルコースとその代謝産物は、“エネルギ
ー基質”としてだけでなく “代謝性シグナ
ル分子”としても機能し、幹細胞性の維持に
関与していることが報告されている。一方で、
グルタミンとその代謝産物の代謝性シグナ
ル分子としての機能や幹細胞性との関係は
不明な部分が多い。そこで本研究は、『グル
タミンとその代謝産物が、代謝性シグナル分
子としてがん幹細胞性維持に関与する』とい
う作業仮説に基づき、ヒストンのアセチル化
修飾およびタンパク質の O-GlcNAc 修飾など
に着目し、がん幹細胞性維持におけるグルタ
ミン代謝の必要性とその分子機構の一端を
明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）培地中のグルタミンの欠乏ががん幹細
胞性に与える影響の確認 
グルタミン欠乏が、がん幹細胞性に与える

影響を調べる為に、膵がん幹細胞をグルタミ
ン欠乏培地で一定期間培養し、その後、ウエ
スタンブロッテイングによりがん幹細胞性
マーカーである Sox2、Nanog、Oct4 の発現量
を確認した。またグルタミン欠乏条件下にお
ける膵がん幹細胞の Sphere 形成能の変化も
調べた。 
 

（２）グルタミン欠乏が、膵がんがん細胞の
増殖に与える影響の確認 
膵がんがん細胞をグルタミン欠乏培地中

で一定期間培養し、細胞数を計測することに
より、グルタミン欠乏が膵がん幹細胞の増殖
に与える影響を確認した。 
 
（３）膵がん幹細胞おいて、グルタミンの欠
乏がヒストンアセチル化に与える影響の確
認 
グルタミン欠乏培地中で培養した膵がん

幹細胞から、ヒストンタンパク質を抽出した
後、ヒストンタンパク質の修飾状態を、各ヒ
ストン修飾特異的抗体を用いて、ウエスタン
ブロティングにより確認した。 
 
（４）膵がんがん細胞において、グルタミン
の欠乏がタンパク質のグルコシル化に与え
る影響の確認 
グルタミン欠乏培地中で培養した膵がん

幹細胞から、タンパク質を抽出し、小麦胚レ
クチン（WGA））を用い、グリコシル化タンパ
ク質量を確認した。 
 
（５）グルタミン欠乏が細胞内活性酸素種
（ROS）量に与える影響の確認 
グルタミン欠乏培地中で膵がんがん幹細

胞を培養し、その後、ROS 感受性蛍光プロー
ブを用いて細胞内 ROS 量の変化を確認した。 
 
（６）各種代謝中間産物の添加による、救援
実験 
グルタミン欠乏によるがん幹細胞性の低

下が、酢酸、グルコサミン、または脂肪酸添
加により回避されるかを確認した。 
 
４．研究成果 
１）培地中のグルタミンの欠乏ががん幹細胞
性に与える影響の確認 
グルタミン欠乏培地で3日間膵がん幹細胞

を培養し、その後各がん幹細胞マーカーの発
現量をウエスタンブロッテイングにより調
べると、Sox2、Oct4、Nanog いずれのがん幹
細胞マーカーも発現量は減少していた(図 1)。 

 

図 1 グルタミン欠乏培地での膵がん幹細胞培養

ががん幹細胞性マーカーの発現量に与える影響 



グルタミン欠乏が膵がん幹細胞の自己複
製能に与える影響を調べるため、グルタミン
濃度が 2.5 mM（コントロール）または 0.1 
mM(欠乏条件)で 12 日間膵がん幹細胞を培養
（前処理）した。その後、細胞低接着性プレ
ートに細胞を撒き、10 日間の Sphere 形成能
試験を行った。グルタミン欠乏培地で膵がん
幹細胞を前処理することにより、Sphere 形成
能試験時のグルタミン濃度には関係なく
Sphere 形成能は低下した。また、Sphere 形
成能試験時のみグルタミン欠乏培地でも、
Sphere 形成能は低下した(図 2)。 

 
（２）グルタミン欠乏が、膵がん幹細胞の増
殖に与える影響の確認 
グルタミンの欠乏が、膵がん幹細胞の細胞

増殖に与える影響を調べるために、グルタミ
ン欠乏培地で 3 日間膵がん幹細胞を培養し、
その後トリパンブルー染色法により細胞数
の計測を行った。グルタミン欠乏条件下では、
有意に細胞増殖が抑えられた（図 3）。 

 

 
（３）膵がん幹細胞において、グルタミンの
欠乏がヒストンアセチル化に与える影響の
確認 
グルタミンの代謝中間産物であるアセチ

ルCoAがヒストンのアセチル化修飾を介して
がん幹細胞性の維持に関与している可能性
を検討した。グルタミン欠乏培地中で培養し
た膵がん幹細胞から、ヒストンタンパク質を
抽出後、ヒストンタンパク質の修飾状態を調
べた。グルタミン欠乏によりヒストン H3 の
27 番目のリジン残基のアセチル化が抑制さ

れていた。 
一方、ヒストン H3 の 9番及び 27 番目のト

リメチル化の程度には、グルタミン欠乏の影
響は無かった(図 4)。 

 
（４）膵がん幹細胞において、グルタミンの
欠乏がタンパク質のグルコシル化に与える
影響の確認 
グルタミン代謝がタンパク質の糖鎖修飾

を介してがん幹細胞性を制御している可能
性に関して検討を行った。グルタミン欠乏培
地中で膵がん幹細胞を一定期間培養後、タン
パク質を抽出し、小麦胚レクチン（WGA））を
用い、グリコシル化タンパク質量を調べた。
グルタミンの欠乏により、細胞内グリコシル
化タンパク質量は減少していた(図 5)。 

（５）グルタミン欠乏が膵がん幹細胞内活性
酸素種（ROS）量に与える影響の確認 
グルタミンは抗酸化物質の1つであるグル

タチオンの生合成に重要である。そこで、グ
ルタミンの欠乏が、細胞内活性酸素種(ROS)
量に与える影響について検討した。 
 膵がん幹細胞をグルタミン欠乏培地で一
定期間培養後、ROS 感受性プローブを用いて
細胞を染色し、フローサイトメトリーを用い
て評価した。コントロール群と比較して、グ
ルタミン欠乏培地群では細胞内ROS量の増加
は引き起こされなかった。 
 

図２ グルタミンの欠乏が膵がん幹細胞の

Sphere 形成能に与える影響 

図３ グルタミン欠乏が膵がん幹細胞の細胞増

殖に与える影響 

図４ グルタミン欠乏がヒストン修飾に与える影響 

図５ グルタミン欠乏が細胞内グリコシル化 
タンパク質量に与える影響 



（６）各代謝中間産物の添加による、救援実
験 
アセチルCoAの直接の前駆物質である酢酸

や、アセチルグルコサミンの前駆物質である
グルコサミンの添加などにより、グルタミン
欠乏によるがん幹細胞性の喪失が、抑制され
るかを検討した。グルタミン欠乏条件下で酢
酸または、グルコサミンを添加し一定期間培
養後、タンパク質を抽出し、がん幹細胞マー
カーである Sox2、Oct4、Nanog の発現量をウ
エスタンブロッテイングにより確認した。酢
酸または、グルコサミン添加によりグルタミ
ン欠乏によるがん幹細胞マーカーの減少は
阻止できなかった。 
一方、中間代謝産物がアセチル CoA である

脂肪酸をグルタミン欠乏条件下で培地に添
加すると、各がん幹細胞マーカーの減少は抑
えられた（図６）。 
 

 
これらの結果より、グルタミンは、膵がん

幹細胞のがん幹細胞性の維持に重要である
ことが明らかとなった。 
本研究では、グルタミンが、代謝性シグナ

ル分子としてがん幹細胞性の維持に重要な
役割を担っているという仮説に基づき研究
を開始した。がん幹細胞をグルタミン欠乏培
地で培養することより、ヒストンアセチル化
の程度と細胞内グリコシル化タンパク質量
は減少した。しかしながら、酢酸やグルコサ
ミンの培地添加による救援実験では、グルタ
ミン欠乏によるがん幹細胞性の低下を抑え
られなかったことから、グルタミン代謝がタ
ンパク質のアセチル化や糖鎖修飾を介して
がん幹細胞性の維持に関与している可能性
は低いことが示唆された。 
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