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研究成果の概要（和文）：白血病前駆・幹細胞におけるメタボローム解析結果から白血病幹細胞特異的な代謝経路にお
けるヘキソキナーゼ（HK）、ホスホフルクトキナーゼ1, 2（PFK1, 2）、及びピルビン酸キナーゼ（PK）の活性化が明
らかとなり、これらの特異的な阻害剤（HK阻害剤としてヘキソキナーゼII阻害剤(3-BP)、PFK1, 2阻害剤としてPFKFB3
阻害剤(3PO)、PK阻害剤としてAlkannin）が白血病幹細胞特異的な細胞増殖抑制効果を示すことが示唆されました。

研究成果の概要（英文）：We investigated the metabolome analysis in leukemic stem/progenitor cells. We foun
d that hexokinase (HK), Phosphofructokinase 1 and 2 (PFK1 and 2) and Pyruvate Kinase (PK) were activated i
n leukemic stem/progenitor cells. We identified the inhibitors (3-BP, 3PO and Alkinnin) of these kinases a
s target molecules in leukemic stem/progenitor cells. We showed that these inhibitors inhibited the prolif
eration of leukemic stem/progenitor cells. We will perform the development of cancer stem cell-specific dr
ugs for leukemia therapy.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 白血病　メタボローム解析　代謝制御

内科系臨床医学・血液内科学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 メタボロミクス研究において目覚ましい

進歩を遂げてきているメタボローム解析技

術の中で、キャピラリー電気泳動質量分析装

置(CE-MS: capillary electrophoresis mass 

spectrometry)はエネルギー代謝に関連する

一連の物質を一斉に同定・定量が可能であり、

癌細胞内外の代謝変化の解析に最適である。

癌のメタボローム研究において、マウスやラ

ットの様々な組織切片や体液、ヒトの臨床検

体、さらに培養細胞における細胞及び培養液

などを用い、解糖系やペントースリン酸回路、

クエン酸回路、尿素回路、アミノ酸及びポリ

アミン代謝、プリン体及びピリミジン代謝経

路等エネルギー代謝に関与する物質群の一

斉定量によるメタボローム解析も可能であ

り、メタボロームデータの比較解析により、

比較検討したいサンプルから得られたメタ

ボロームデータを網羅的に解析し、有意差の

ある物質のみを二次元マップに表示するこ

とが可能になった。これらの基盤技術の確立

により、癌研究において、エネルギー代謝の

側面から正常細胞と腫瘍細胞における相違

を導き出すことが可能となり、治療薬開発へ

も応用が可能である。 

 白血病は、正常造血における造血幹細胞と

同様にごく少数の白血病幹細胞が、自己複製

と限定された分化を行うことにより構成さ

れている。白血病化は、自己複製能を有する

造血幹細胞に遺伝子変異が生ずる場合と、分

化した造血前駆細胞が遺伝子変異により自

己複製能を再獲得して白血病幹細胞システ

ムを構築する場合がある。しかしながらいず

れの場合も、白血病幹細胞の自己複製機構に

は不明な点が多い。白血病幹細胞は正常造血

幹細胞と同様に骨髄微小環境を構成し、造血

幹細胞ニッチと推定される骨髄両端の骨皮

質と接する場所に存在し、大多数は細胞周期

静止期にある。このことにより、抗癌剤治療

によって増殖している大多数の白血病細胞

を死滅させても、正常造血幹細胞と同様に増

殖速度が遅い細胞周期静止期にある白血病

幹細胞は抗癌剤への感受性が低く、死滅せず

に残存し、再発へと結びつくと考えられる。

従って、白血病治療成績向上には、白血病幹

細胞を標的としたより有効な治療薬、治療法

の開発が求められている。近年、正常造血幹

細胞と白血病幹細胞の間で、表面抗原や転写

因子、シグナル伝達の差が明らかとなりつつ

あり、それに基づいて白血病幹細胞を直接標

的とした治療法の開発も進みつつある。また、

その自己複製能の違いを解明することによ

り、新たな標的治療薬の開発に寄与する可能

性が推測される。 

 
２．研究の目的 
我々は、CE-MS システムを用い、正常造血

幹細胞と白血病幹細胞におけるエネルギー

代謝を網羅的に解析し、両幹細胞が自己複製

に必要なエネルギーをどのように捻出して

いるのか、両者の間でのエネルギー代謝で相

違があるのかどうかを解析することを目的

とした。このことは、常造血幹細胞と白血病

幹細胞の間で、表面抗原や転写因子、シグナ

ル伝達の差に基づく治療法の開発のほかに、

エネルギー代謝制御の面から新しい治療法、

治療薬の開発に役立つと考えられる。 

 
３．研究の方法 
（１） CE-MSによるメタボローム解析 

説明と同意を得た急性骨髄性白血病患者

及び健常人の骨髄から単核球を分離し、フロ

ーサイトメトリ―にてALDHhi/CD34+陽性分画

を更に分離することにより、白血病幹/前駆

細胞と正常造血幹細胞/前駆細胞をそれぞれ

採取し、CE-MSを用いて解糖系やペントース

リン酸回路、クエン酸回路、尿素回路、アミ

ノ酸及びポリアミン代謝、プリン体及びピリ

ミジン代謝経路等エネルギー代謝に関与す

る物質群を網羅的にメタボローム解析した。 

（２）各代謝経路における阻害剤による白血



病細胞の増殖抑制効果 

HK阻害剤としてヘキソキナーゼII阻害剤

(3-BP)、PFK1, 2阻害剤としてPFKFB3阻害剤

(3PO)、PK阻害剤としてAlkanninを使用しま

した。急性骨髄性白血病細胞株としてU937細

胞とYRK2細胞を使用し、阻害剤を加えること

による細胞増殖抑制効果を細胞数カウント

とMTTアッセイにて評価しました。また、白

血病患者と健常人由来のALDHhi/CD34+陽性細

胞を用い、阻害剤添加によるコロニー形成抑

制効果をコロニーアッセイを用いて評価し

ました。 

（３）阻害剤投与によるin vivo白血病細胞

増殖抑制効果 

白血病患者由来 ALDHhi/CD34+細胞を、免疫

不全マウス（NOD/SCID ﾇｰﾄﾞﾏｳｽ）の背部へ移

植することにより、白血病細胞腫瘍塊を形成

させ、腫瘍形成部に各阻害剤を腫瘍内に注入

することによる腫瘍体積の変化を評価しま

した。 

 

４．研究成果 

（１） CE-MSによるメタボローム解析 

白血病幹/前駆細胞として白血病患者由来

のALDHhi/CD34+細胞をFACSを用いて分離し、

CE-MSをもちいてエネルギー代謝に関与する

物質群の一斉定量によるメタボローム解析

を行った。その中で、嫌気的解糖系に関与す

るヘキソキナーゼ（HK）、ホスホフルクトキ

ナーゼ１、２（PFK１、２）、及びピルビン

酸 キ ナ ー ゼ （ PK ） が 白 血 病 患 者 由 来

ALDHhi/CD34+細胞において正常造血幹/前駆細

胞と比較して有意に活性化していることが

示されました。 

（２）各代謝経路における阻害剤による白血

病細胞の増殖抑制効果 

まず、HK阻害剤としてヘキソキナーゼII阻

害剤(3-BP)、PFK1, 2阻害剤としてPFKFB3阻

害剤(3PO)、PK阻害剤としてAlkanninを各濃

度で白血病細胞株U937細胞とYRK2細胞を処

理することにより、U937細胞（図１，２）と

YRK2細胞（図３，４）はともに細胞数とMTT

アッセイにおいて有意に白血病細胞数の増

加を抑制しました。従って、3-BP (25 μM)、

3PO (10 μM)及びAlkannin (10 μM)には白

血病細胞の増殖抑制効果があることが示さ

れました。 

 次に、3-BP、3PO及びAlkanninにより白血

病患者由来ALDHhi/CD34+細胞の増殖が抑制さ

れるかどうかをコロニーアッセイにて評価

しました。 

 3-BP(25 μM)単独、3PO(10 μM)単独、

Alkannin(10 μM)単独、3-BP(25 μM)/3PO(10 

μM)併用、3-BP(25 μM)/Alkannin(10 μM)

併用、3PO(10 μM)/Alkannin(10 μM)併用、

及び3-BP(25 μM)/3PO(10 μM)/Alkannin(10 

μM)併用群に分けて、各種の濃度で白血病由

来ALDHhi/CD34+細胞のコロニー形成抑制能を

評価したところ、どの薬剤の併用群でもコロ

ニー形成が抑制され、3剤併用群が最も強力

にコロニー形成を抑制しました（図５上）。

一方、健常人由来ALDHhi/CD34+細胞のコロニー



形成はどの組み合わせにおいても優位な抑

制効果は認められませんでした（図５下）。

これらの結果から、HK、PFK1、2、PKの抑制

が白血病癌幹細胞を根絶することが可能で

あることが示唆されました。 

（３）阻害剤投与によるin vivo白血病細胞

増殖抑制効果 

フローサイトメトリー解析 ALDHhi/CD34+細胞

を分離し、免疫不全マウス（NOD/SCID ﾇｰﾄﾞﾏ

ｳｽ）へ移植。３週間後に生着を確認し、腫瘍

形成部位に 3-BP(25 μM)単独、3PO(10 μM)

単独、Alkannin(10 μM)単独、及び 3-BP(25 

μM)/3PO(10 μM)/Alkannin(10 μM)併用群

に分けて注射する（週１回を計２回）、その

後の腫瘍体積の変化を３週間経過観察した

ところ、薬剤単独でも併用群でも有意な腫瘍

形 成 抑制効 果 が認め ら れた。 中 で も

3-BP/3PO/Alkannin 併用群において最も腫瘍

形成抑制効果が強く認められた（図６）。ま

た、それぞれの薬剤投与群において有意な体

重減少などの変化は認められませんでした。 

 

本研究結果から得られた白血病幹細胞に

おける代謝経路ヘキソキナーゼ（HK）、ホス

ホフルクトキナーゼ 1, 2（PFK1, 2）、及びピ

ルビン酸キナーゼ（PK）の活性化に基づき、

これらの特異的な阻害剤（HK 阻害剤としてヘ

キソキナーゼ II 阻害剤(3-BP)、PFK1, 2 阻害

剤として PFKFB3 阻害剤(3PO)、PK 阻害剤とし

て Alkannin）による白血病幹細胞特異的増殖

制御を可能にする治療法を確立することを

目指した基礎的研究を行いました。 (1)白血

病 由 来 ALDHhi/CD34+ 細 胞 と 健 常 人 由 来

ALDHhi/CD34+細胞の細胞障害評価：3-BP、3PO、

Alkannin のより白血病由来 ALDHhi/CD34+細胞

にのみ細胞増殖抑制効果が認められました。 

(2)白血病幹細胞の分離と白血病幹細胞移植

実験：フローサイトメトリー解析により

ALDHhi/CD34+細胞を示す表面形質をもつ白血

病幹細胞を免疫不全マウス（NOD/SCID ﾇｰﾄﾞﾏ

ｳｽ）の背部皮下へ移植することにより、白血

病担癌マウスを作成し、3-BP、3PO、Alkannin

の腫瘍部位への皮下投与により、腫瘍増殖抑

制効果が認められました。(3) 正常造血幹細

胞への 3-BP、3PO、Alkannin の細胞障害活性

は白血病由来幹/前駆細胞に比べて軽度であ

った。  

以上の結果より、3-BP、3PO、Alkannin 等

の代謝酵素阻害剤は白血病幹細胞を特異的

に根絶する可能性がると推測できました。 

(4)新規化合物の探索：今後、エネルギー代

謝経路における標的酵素蛋白質を同定する

ことにより、その蛋白質を特異的に阻害する

物質、つまり、白血病幹細胞の代謝システム

のキーとなる酵素を選択的に阻害する化合

物を合成することで副作用がなく、治療効果

の高い抗がん剤の実現を目指したいと考え

ています。 
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