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研究成果の概要（和文）：　白血病細胞が骨髄で生存・増殖するための代謝リプログラミング制御機構を解明
し、その代謝経路阻害剤の評価を行った。まず、ヒトAML細胞株においてAMPKはその生存とグルコース飢餓耐性
に必須でありAMPK阻害剤は効率よく白血病エネルギー代謝を阻害した。また、AMLの予後不良因子であるEVI1は
白血病発症過程においてグルタミン依存的な酸化的リン酸化の活性化に寄与し代謝活性を亢進させる。EVI1高発
現AMLではL-アスパラギナーゼの感受性が著しく亢進しており、白血病マウスモデルにおいて治療群では白血病
増殖抑制効果と生存期間の延長を認めた。AMPK阻害剤とL-アスパラギナーゼは代謝阻害療法の候補である。

研究成果の概要（英文）：Leukemia cells can survive and proliferate under the metabolic stress 
environment of bone marrow. We aim to identify a specific metabolic inhibitor and clarify change of 
energy metabolism in refractory leukemia. 1) Based on anti-proliferative and energy metabolism 
inhibitory effects in human AML cells, AMPK inhibitor (Compound C) had a high anti-leukemic effect 
in MLL-rearranged (MLL-r) leukemia.  2) We analyzed metabolic change during the leukemia development
 process in the EVI1 high expression (EVI1+) MLL-r AML mice model by Extracellular flux analyzer, 
and revealed the predominant accelerated oxidative phosphorylation (OXPHOS) prior to activation of 
glycolysis and higher dependency on glutamine as energy source. We revealed that L-Asparaginase 
suppressed OXPHOS and cell proliferation of the EVI1+ AML cells effectively in vitro and in vivo. 
Further clarification of metabolic reprograming in leukemia cells can be a new tool to realize a 
breakthrough of refractory leukemia treatment.

研究分野： 血液腫瘍学、小児科学、がん代謝
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１．研究開始当初の背景 

 白血病細胞は低酸素・低栄養といった増殖

には極めて不利な環境においてもエネルギ

ー代謝を巧みに変化させること(代謝リプロ

グラミング)によって生存・増殖することが可

能である。この代謝リプログラミングを阻害

すると、白血病細胞は骨髄の過酷な代謝スト

レス環境下においてエネルギー枯渇状態に

陥り死滅すると考えられる。しかし、どのよ

うな代謝センサーが白血病細胞特異的な代

謝を誘導し骨髄での生存・増殖に寄与してい

るのかこれまで不明であった。申請者は代謝

センサーである AMPK の活性阻害が白血病

幹細胞特異的エネルギー代謝阻害を引き起

こすことことから、新規白血病幹細胞の治療

標的になることを報告した 1)。難治性急性骨

髄性白血病(AML)において代謝リプログラ

ミングを制御する因子と特異的な阻害剤を

同定することができれば白血病の新規治療

法として治療成績改善に寄与することが可

能である。しかし、白血病原因遺伝子や白血

病分類の違いによってどのようなエネルギ

ー代謝を利用するのかその「生存戦略」はこ

れまで明らかにされていなかった。種々の白

血病原因遺伝子に特徴的な白血病エネルギ

ー代謝表現型を解析することにより、難治性

白血病に対する新規治療の選択が可能にな

ることが予想される。 

 

２．研究の目的 

MLL 再構成 AML(MLL-r AML)では、成人小

児ともに転写因子 EVI1 の高発現を伴うこと

で末梢血の芽球は著しく増殖し、その予後は

極めて不良となる 2,3)。本研究ではこの EVI1

と代謝センサーAMPK に着目し、ヒト白血病

細胞と難治性白血病幹細胞における代謝リ

プログラミング機構の解明と新規代謝阻害

療法を開発するために以下の解析を行う。 

I. AMPK 阻害剤による代謝阻害効果を検討

し、標的となる代謝経路を同定する。 

II. 各種ヒト AML 細胞株に対する AMPK 阻害

剤の抗白血病効果を明らかにする。 

III. 難治性白血病マウスモデル (EVI1 高発現

MLL 再構成白血病:EVI1+MLL-r AML) を樹

立し白血病発症過程における代謝リプログラミ

ング機構の解明と新規代謝阻害剤の同定を行う。 

 

３．研究の方法 

I. AMPK 阻害剤による解糖系代謝阻害効果を

検討し、標的となる代謝経路を同定する。 

a)ヒト AML 細胞株に AMPK 阻害剤を添加し、

その解糖系活性の指標である Extra cellular 

acidification rate (ECAR)ならびに酸化的リン

酸化の指標である Oxgen consumption rate 

(OCR)の変化を XF analyzer を用いて解析する。 

b) 同様の実験系を用いて AMPK 阻害剤を添加

した細胞を回収し、DNA マイクロアレイを用

いて網羅的な遺伝子発現変化を Gene Set 

Enrichment analysis (GSEA)を用いて解析す

る。 

II. 各種ヒト難治性白血病に対するAMPK阻害

剤の抗白血病効果を明らかにする。 

a) ヒト AML 細胞株に AMPK を標的とした

shRNA ベクターを導入し、AMPK 発現抑制株

を作製する。この細胞株を低栄養、低酸素、抗

がん剤存在下などのストレス環境で培養し、細

胞生存率あるいはエネルギー産生能(解糖系活

性)がどのように変化するのか検討する。 

b) AML 細胞株に AMPK 阻害剤(Compound C)

を各種濃度(10, 1, 0.1, 0.01μM)で添加し、細胞

増殖阻害効果(IC50)を算出する。 

III. EVI1高発現AMLの代謝リプログラミング

を阻害する薬剤を同定する。 

a) EVI1+MLL-r AML のマウスモデルを樹立し、

白血病発症過程における代謝変化と代謝関連遺

伝子の変化を細胞外フラックスアナライザーお

よびマイクロアレイで解析する 

b) Evi1高発現AML特異的に活性化している代

謝経路に対して解糖系阻害剤(2-DG),グルタミ

ン代謝阻害剤(BPTES, L-アスパラギナーゼ)阻



害剤を添加し in vitro, in vivo における抗白

血病効果を検討する。 

 

４．研究成果 

(1) AMPK 阻害剤は白血病細胞の解糖系と酸

化的リン酸化を効率良く阻害する。 

 ヒト白血病細胞株 (MOLM13, K562)に

AMPKを標的とした shRNAを導入し細胞生

存率および解糖系、酸化的リン酸化活性の測

定を行った。MLL 再構成を有する MOLM13

では AMPK 発現抑制により細胞生存率は著

しく低下した。一方、BCR-ABL を有する

K562 においては細胞増殖能に変化は認めな

かったもののグルコース飢餓状態における

解糖系および酸化的リン酸化の代謝活性が

著しく低下した。このことから AMPK 非依

存的な細胞においても代謝飢餓抵抗性に

AMPK が寄与している可能性が示唆された。 

次に白血病細胞株(MOLM13, MOLM14)に

Compound Cを 1μM添加し 1時間培養した

白血病細胞の解糖系、酸化的リン酸化活性を

細胞外フラックスアナライザーで測定した。

Compound C の添加により解糖系活性のみ

ならず酸化的リン酸化も阻害されることが

明らかとなった。さらに AMPK 阻害剤によ

る代謝関連遺伝子の発現変化を GSEA で解

析したところ解糖系関連遺伝子の発現変化

を同定した。 

Compound C による AMPK の阻害は極めて

効率的にエネルギー産生を阻害することが

明らかとなった。 

(2) AMPK 阻害剤は MLL 再構成白血病にお

いて高い抗白血病効果を有する。 

 種々の AML 細胞株を用いて増殖阻害効果

の検討を行った。Compound C は MLL 再構

成陽性 AML 細胞株(MOLM13, MOLM14, 

MV4;11, KOCL48)で IC50<1μM と高い増殖

阻害効果を示した(図 2)。次に、白血病患者

検体を用いて増殖阻害効果を測定したとこ

ろ細胞株と同様に MLL 再構成陽性 AML で

高い抗白血病効果を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) MLL 再構成白血病では EVI1 高発現によっ

て酸化的リン酸化と解糖系が活性化する。 

 MLL 再構成 AML(MLL-r AML)では、成人小

児ともに転写因子 EVI1 の高発現を伴うことで

末梢血の芽球は著しく増殖し、その予後は極め

て不良となる。我々は、造血幹前駆細胞特異的

にEvi1が発現するTgマウスの造血幹前駆細胞

を採取し MLL-AF9 発現レトロウイルスベクタ

ーを導入することで Evi1+MLL-r AML マウス

モデルを作製した。Evi1+MLL-r AML マウス

は白血病発症能が亢進し末梢血芽球が著増する

ことからヒト白血病と同様の表現系が再現され

た。次に、MLL 白血病発症過程におけるエネ

ルギー代謝変化を細胞外フラックスアナライザ

ーで解析したところ、Evi1+MLL-r AML では

解糖系の活性化よりも先に酸化的リン酸化が優

位に亢進することが明らかとなった(図 2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (4) Evi1 はグルタミン代謝依存的に酸化的リ

ン酸化を活性化する。 

Evi1 が酸化的リン酸化を活性化する機序を明

らかにするために Evi1+MLL-r 白血病細胞が

どのような基質をエネルギー源として利用して



いるか細胞外フラックスアナライザーを用

いて解析した。WT MLL-r AML と比較して

Evi1+MLL-r AML ではグルタミン依存的な

エネルギー代謝が亢進していた(図 3)。さら

に Evi1 が制御する代謝関連遺伝子を網羅的

に解析し、Slc1a5, Idh2, Asns を候補遺伝子

として抽出した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) Evi1+MLL-r AML では L-アスパラギナ

ーゼの感受性が亢進する。 

Evi1 が活性化する解糖系およびグルタミン

依存的なエネルギー代謝を阻害する薬剤を

検索したところグルタミナーゼ活性を有す

る 4) L-アスパラギナーゼに著しく感受性を有

す る こ と が 明 ら か と な っ た ( 図 4) 。

Evi1+MLL-r AML マウスに対して L-アスパ

ラギナーゼ(1000U/kg) 週 5 日腹腔内投与を

行った結果、骨髄・末梢血における芽球の抑

制と生存期間の延長を認めた(図 5)。さらに、

ヒト EVI1 高発現 AML 細胞株 UCSD/AML1

の xenograftモデルにおいてもL-アスパラギ

ナーゼ投与群では有意に腫瘍抑制効果を認

めた。 

 

 

 

 

 

(結論と考察) 

これらの結果から MLL 再構成白血病では

AMPK 阻害剤が、EVI1 高発現白血病では L-

アスパラギナーゼが代謝リプログラミング

を阻害するために有効な治療薬剤であるこ

とが示された。また、これまで一部の AML に

おいて L-アスパラギナーゼの有効性が報告さ

れていたもののその機序や感受性の指標は不明

であった 5)。本研究によりグルタミン依存度が

高いAMLおよびSlc1a5, Idh2の高発現とAsns

低発現が感受性を予測する因子であることが示

唆された。今後、難治性 AML 治療の新たな選

択肢として AMPK 阻害剤の開発ならびに L-ア

スパラギナーゼの drug repositioning を推進し

ていく。 
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