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研究成果の概要（和文）：がん幹細胞は、化学療法や放射線治療に抵抗性を示し、治療後も残存してがん細胞を
生み続けて再発を引き起こすとされ、根治的治療のための標的として重視されている。なかでも、多剤耐性を示
すがん幹細胞集団の出現は、化学療法が奏功しない最大の要因になっている。本研究で代表者らは、糖代謝の中
心プログラムであるヘキソサミン合成経路の加速が、下流シグナルであるヒアルロン酸糖鎖シグナルとタンパク
質のO-GlcNAc修飾を活性化して、がん幹細胞の薬剤耐性の制御において相互補完的に機能していることを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells (CSCs) are self-renewing cancer cells that have been 
implicated in cancer recurrence and resistance to therapy and are considered promising targets for 
cancer therapy. The hexosamine biosynthetic pathway (HBP) is emerging as a nutrient sensor that 
integrates nutrient availability with numerous intracellular signaling networks. In this study, we 
investigated the role of HBP and its downstream signaling in CSC regulation and found that HBP flux 
comprehensively regulates CSC-like features by driving hyaluronan and O-GlcNAcylation signaling 
pathways. Furthermore, we found that hyaluronan signaling triggers the Akt/GSK3β/β-catenin 
signaling pathway and promotes cell survival and drug-resistance.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： がん幹細胞　薬剤耐性　ヒアルロン酸　O-GlcNAc修飾　ヘキソサミンシグナル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果として、ヘキソサミン合成経路とその下流シグナルであるヒアルロン酸糖鎖シグナルやO-GlcNAc修
飾シグナルが、薬剤耐性がん幹細胞の制御にはたらくことを明らかにした。この成果は、がん幹細胞性の制御機
構解明にとって重要であり、学術的意義がある。またこの成果を通じて、ヘキソサミン合成経路の代謝酵素や
O-GlcNAc修飾酵素を標的とした創薬への展開が期待でき、がんの薬剤耐性を制御する新たな治療戦略の可能性を
拡げる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

がん幹細胞は、化学療法や放射線治療に抵抗性を示し、治療後も残存してがん細胞を生み続けて
再発を引き起こすとされ、根治的治療のための標的として重視されている。なかでも、多剤耐性
を示すがん幹細胞集団の出現は、化学療法が奏功しない最大の要因になっている。がん幹細胞は
その高い可塑性により、様々な環境に適応できる不均一な細胞を生み出し、それらが集団をなし
て薬剤耐性を拡げていると考えられる。代表者はこれまでに、糖鎖の発現とがん幹細胞性との関
連を研究し、ヒアルロン酸糖鎖の過剰産生が、糖代謝中心プログラムのヘキソサミン合成経路
（HBP）を駆動して、がん幹細胞性を促進することを示してきた(Chanmee T. et al. J Biol Chem. 
291:24105-24120, 2016)。また、HBP 律速酵素のグルタミンフルクトース-6-リン酸アミドトラ
ンスフェラーゼ（GFAT）の活性阻害実験から、薬剤耐性がん幹細胞の出現に HBP が深く関わって
いることを明らかにしてきた。HBP は、糖供与体 UDP-N-アセチルグルコサミン（UDP-GlcNAc）の
供給を通じて、ヒアルロン酸合成にはたらくほか、O-GlcNAc によるタンパク質の翻訳後修飾を
制御している。O-GlcNAc 修飾は、リン酸化修飾と同様にシグナル伝達や遺伝子発現、代謝、エ
ピジェネティクス等、細胞機能の調節に重要なタンパク質翻訳後修飾であり、この反応異常は、
細胞形質に広範な変化をもたらす。故に、HBP 下流シグナルのヘキソサミンシグナルについて、
その伝達経路の解析は、がん幹細胞性制御の観点から重要であり、薬剤耐性拡大のメカニズムの
解明に重要な糸口を与える。 
 

２．研究の目的 

本課題の目的は、HBP を中心とした糖代謝プログラムとその下流シグナルであるヒアルロン酸糖
鎖シグナルとタンパク質 O-GlcNAc 修飾に着眼し、がん幹細胞の薬剤耐性拡大に働く機構を統合
的に理解することである。そして、その成果をふまえて、がん幹細胞集団の薬剤耐性スペクトル
を狭小化するための技術基盤の形成、および創薬展開を目的とした。 
 

３．研究の方法 

(1) 試薬 
細胞培養試薬は、以下のものを使用した： ダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）（ナカライテス
ク）、ウシ胎児血清（FBS）（Biosera）、ペニシリン・ストラプトマイシン（和光純薬工業）、無血
清 DMEM/Ham's F12（Nacalai Tesque）、bFGF（和光純薬工業）、EGF（Miltenyi Biotec）、B27（Gibco 
Life Technologies）、ST045849(TimTec LLC)。抗 O-GlcNAc（CTD110. 6）、抗 OGT（D1D8Q）、抗 p-
Akt（Thr308）（C31E5E）、抗 p-Akt（Ser473）（D9E）、抗 Akt、抗 p-グリコーゲン合成酵素（GSK）
3β（Ser9）、抗 GSK3β（27C10）、抗βカテニン（D10A8）、 抗グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒ
ドロゲナーゼ（GAPDH）（14C10）、ホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）標識抗マウス IgG、
および HRP 標識抗ウサギ IgG は Cell Signaling Technology から購入した。抗β-アクチンは、
和光純薬工業から購入した。抗 GFAT1 および抗 OGA は、Proteintech から購入した。 
 
(2) 初代乳がん細胞の樹立 
Has2flox/flox乳がん細胞は、Has2flox/flox乳がんモデルマウス(Kobayashi N., et al. Cancer Res. 
70:7073-7083, 2010)に自然発生した乳腺原発腫瘍から、以前記述した方法により樹立した
(Chanmee T. et al. J Biol Chem. 291:24105-24120, 2016)。Has2flox/flox乳がん細胞に、CAG プ
ロモーター駆動下にCreリコンビナーゼ遺伝子を発現するアデノウイルスAxCANCreを感染させ、
Has2 欠損の Has2Δ/Δ細胞を作製した。β-ガラクトシダーゼ（LacZ）遺伝子を持つ AxCANLacZ ア
デノウイルスに感染させた Has2flox/flox細胞を対照細胞とした。全てのがん細胞は、10％ FBS を
含む DMEM を用い、5％ CO2、37℃の標準培養条件下で培養した。正常マウス乳腺上皮細胞は、
Prater らの方法に若干の修正を加えて単離した(Prater M. et al. Method Mol. Biol. 946:395-
409, 2013)。 
 
(3) shRNA による遺伝子サイレンシング 
Lenti-vpak lentivirus packaging kit (OriGene) と Lenti-X 293 T 細胞 (Takara Bio) を用
いて、組換えレンチウイルス粒子を作製した。以前の方法に従い、マウス GFAT1の shRNA（Gene 
ID 14583, OriGene）およびコントロールのノンターゲッティング shRNA を有するレンチウイル
スを Has2flox/flox細胞へ感染させた(Chanmee T. et al. J Biol Chem. 291:24105-24120, 2016)。
その後、形質転換された細胞を、10μg/ml ピューロマイシン存在下で 14 日間選択した。Has2 遺
伝子欠損細胞とその対照細胞を得るために、shGFAT および shControl 細胞に、それぞれ AxCANCre
および AxCANLacZ アデノウイルスを、前述と同様に感染させた。 
 
(4) ウエスタンブロット法 
乳がん細胞（2.5×105細胞）を 35mm 培養皿に播種し、培養後、RIPA lysis buffer（ナカライテ
スク）により細胞を可溶化した。可溶性画分中のタンパク質（2 μg）は 10% ポリアクリルアミ



ドゲル電気泳動により分離し、PVDF 膜(Millipore)に転写した。一次抗体には、抗 O-GlcNAc（1：
1000 希釈）、抗 GFAT1（1：1000）、抗 p-Akt Ser473（1.000）、抗 p-Akt Thr 308（1：1000）、抗
p-GSK3β Ser9（1：1000）、抗β-カテニン（1：2000）、抗 Akt（1：1000）、そして抗 GSK3β（1：
1000）を用いた。二次抗体には HRP 標識抗体 (1:2000 希釈)を用いた。抗β-アクチン抗体また
は抗 GAPDH 抗体を内部コントロールとして使用した。抗体反応後、ウエスタンブロット検出試薬 
(和光純薬工業)で PVDF 膜を処理し、化学発光シグナルを ImageQuant LAS4000 Mini Luminescent 
image analyzer (GE Healthcare)で検出した。バンド強度は、ImageJ ソフトウェア（National 
Institutes of Health）を用いたデンシトメトリー解析により定量した。 
 
(5)HPLC による UDP-GlcNAc の定量 
細胞内 UDP-GlcNAc プール量は、イオンペア逆相 HPLC 法により定量した（Nakajima K., et al. 
Glycobiology 20:865-871, 2010)。 
 
(6) フローサイトメトリー解析 
フローサイトメトリー解析は、以前の方法に従い実施した(Chanmee T. et al. J Biol Chem. 
291:24105-24120, 2016)。乳がん細胞を PE/Cy5-標識抗 CD24 および PE-標識抗 CD44 抗体と反応
させ、洗浄後、冷 1% FBS 含有リン酸緩衝液(PBS)に懸濁して、FACS Calibur (BD Biosciences)
で解析した。 
 
(7) 抗がん剤・阻害剤処理 
乳がん細胞を 6 穴培養皿の各ウェルに 1×105細胞の細胞数で播種し、24 時間培養した。培養後、
細胞を種々の濃度のシスプラチン(0-50 μM)を含む培地で 24 時間培養し、アポトーシス細胞の
割合をフローサイトメトリー解析により測定した。 
 
(8) アポトーシス細胞の測定 
シスプラチン処理した細胞は、PBS で 2 回洗浄し、トリプシン処理後、細胞懸濁液として回収し
た。回収した細胞と PBS 洗浄液中に回収された死細胞をまとめて 1200 rpm、室温で 5 分間遠心
し、上清を除去した。細胞を MEBCYTO apoptosis kit(MBL ライフサイエンス社)を用いて、暗所
で 15 分間、室温にて反応して染色した。アポトーシス細胞は、FACS Melody を用いて測定し、
FlowJo ソフトウェア(BD Biosciences)により解析した。 
 
(9) 統計解析 
二群間の比較は、t 検定を用いて行い、危険率 5％未満（*p ＜ 0.05）を統計学的有意差ありと
判定した。 
 
４．研究成果 
(1) がん幹細胞性の制御におけるヒアルロン酸の機能を理解するために、Has2 flox アレルをホ
モ接合性にもつ MMTV-PyVT 由来乳がん細胞（対照 Has2flox/flox細胞）と Has2 欠損乳がん細胞（Has2
Δ/Δ細胞）について、がん幹細胞性を比較した。先ず、Has2 遺伝子欠損の前後でがん幹細胞様細
胞の割合を CD44 と CD24 の発現を指標にフローサイトメトリーにより解析した。Has2 欠損 Has2
Δ/Δ細胞では、対照 Has2flox/flox細胞と比較して、CD44high/CD24lowがん幹細胞様細胞の割合が著し
く減少していた（図 1a）。乳がん幹細胞は、マンモスフィアと呼ばれる浮遊球状のコロニーを
形成し、基質への接着に依存しない条件で生存し、増殖することが知られている。対照 Has2flox/flox

細胞は、大きな球状のコロニーを形成するが、Has2 欠損 Has2Δ/Δ細胞は、主に直径 75-150μm の
小さなマンモスフェアを形成した（図 1b）。がん幹細胞は、抗がん剤に対する抵抗性を示すこ
とから、次に、抗がん剤耐性能について調べた。Has2 欠損 Has2Δ/Δ細胞と対照 Has2flox/flox細胞を
抗がん剤のシスプラチンで処理し、蛍光標識 Annexin V とヨウ化プロピジウム（PI）の二重染色
によって、初期および後期のアポトーシス細胞の割合を測定した。その結果、シスプラチン曝露
後、Has2 欠損 Has2Δ/Δ細胞では、初期および後期のアポトーシス細胞の有意な増加が観察された
（図 1c）。以上の結果は、がん幹細胞性と抗がん剤耐性の制御におけるヒアルロン酸産生の重
要な役割を示している。 



 
(2) ホスファチジルイノシトール-
3-キナーゼ（PI3K）の下流で制御さ
れる Akt は、グリコーゲン合成酵素
キナーゼ 3β（GSK3β）をリン酸化
して、不活性化し、腫瘍形成やがん
幹細胞の自己複製に関連すること
が知られている。そこで、ヒアルロ
ン酸の腫瘍形成促進作用に関与す
るシグナル伝達経路を同定するた
め、Has2遺伝子欠損前後でのこれら
シグナルの変化について解析した。
Has2 欠損 Has2Δ/Δ細胞では、対照
Has2flox/flox細胞と比較して、Akt の
Ser473と Thr308のリン酸化と GSK3
βの Ser9 のリン酸化が大幅に減少
した（図 2a,b）。GSK3βのリン酸化
は、β-カテニンの安定化と核内移
行を可能にし、安定化したβ-カテ
ニンは、その後 、がん幹細胞の維
持に重要な上皮間葉系転換（EMT）
を誘導する。実際、Has2 欠損 Has2
Δ/Δ細胞では、GSK3βのリン酸化が
低下するのに伴い、β-カテニンの
発現が低下した（図 2c）。以上の結
果から、ヒアルロン酸産生が
PI3K/Akt-GSK3β-β-カテニンを軸
とする細胞の生存シグナルを活性
化していることが示唆された。 
 
 

 
(3) 乳がん細胞で HBP 代謝流束を低下させたときの、がん幹細胞性への影響について検討した。
HBP の律速酵素である GFAT1 をノックダウンするため、マウス GFAT1 mRNA に対する shRNA を、
レンチウイルスベクターを用いて対照 Has2flox/flox 細胞に導入した。導入された細胞は、内因性
GFAT1 タンパク質の発現レベルが、コントロール shRNA を導入した Has2flox/flox細胞と比較して、
約 50％減少した（図 3a）。GFAT1 ノックダウン細胞では、GFAT1 発現の低下に伴って、UDP-GlcNAc
の細胞内プール量が低下した（図 3b）。GFAT1 ノックダウン細胞では、CD44high/CD24low がん幹細
胞様細胞の割合が低下し（図 3c）、マンモスフェアのサイズが低下した（図 3d）。次に、GFAT1
ノックダウン細胞を用いて、Has2 遺伝子破壊の前後で、CD44 と CD24 の発現とマンモスフィア形
成に及ぼす影響ついて解析した。GFAT ノックダウン／Has2 遺伝子欠損細胞では、GFAT1 単独ノ
ックダウン細胞よりも、CD44high/CD24lowがん幹細胞様細胞の割合が著減した（図 3c）。同様に、
GFAT 単独ノックダウンに比べ、GFAT ノックダウン／Has2 遺伝子欠損細胞では、直径 150μm 以
上の大きなマンモスフィアが減少した（図 3d）。以上の結果は、GFAT1 と Has2 の協調的な作用

図 2．ヒアルロン酸合成依存
的な腫瘍形成促進シグナル 
Akt（a）および GSK3β（b）
のリン酸化。リン酸化タンパ
ク質の量は、総 Akt と総 GSK3
β量で標準化した。（c）βカ
テニンの発現 βカテニン
の発現量は、β-アクチンを
内部コントロールとして標
準化した。平均±S.D.(n = 3) 
*p < 0.05; **p < 0.01 
Chokchaitaweesuk C.,et al. 
Cell Death Dis. 10:803, 
2019 より抜粋 
 

a b 

c 

図 1．ヒアルロン酸合成欠損は、がん幹細胞性を抑制す
る 
(a) Has2 欠損乳がん細胞におけるがん幹細胞様細胞の
フローサイトメトリー解析。平均±S.D.(n = 3) 
**p < 0.01. (b) Has2 欠損乳がん細胞のマンモスフィ
ア形成 スケールバー： 100 µm。平均±S.D.(n = 6) 
*p < 0.05, **p < 0.01 (c) Has2 欠損乳がん細胞のシス
プラチン耐性能 平均±S.D. (n = 4) **p < 0.01 
Has2Δ/Δ細胞 対 Has2flox/flox細胞 
Chokchaitaweesuk C.,et al. Cell Death Dis. 10:803, 
2019 より抜粋 
 



が、がん幹細胞性の制御に関与していることを示唆している。 
 

 
(4) HBP は、タンパク質の O-GlcNAc 修飾を含むシグナル伝達ネットワークに不可欠な主要代謝
経路として機能している。そこで、タンパク質の O-GlcNAc 修飾が HBP の下流シグナルとしてが
ん幹細胞性を制御している可能性について調べた。高いレベルの O-GlcNAc修飾を示す MMTV-PyVT
進行性乳がん細胞を、O-GlcNAc 修飾酵素 OGT の阻害剤 ST045849 で処理すると、未処理の対照群
に比べ、O-GlcNAc 修飾のレベルが減少した（図 4a）。そして、O-GlcNAc 修飾の低下に伴って、
CD44high/CD24lowがん幹細胞様細胞の割合とマンモスフェアの数が著しく減少した（図 4b,c）。 
 

 
以上の結果から、ヘキソサミン合成経路の下流シグナルであるヒアルロン酸糖鎖シグナルと

タンパク質の O-GlcNAc 修飾が、がん幹細胞性の制御と抗がん剤耐性の発現に協調的にはたらく
ことが示唆された。このことは新規の発見であり、その成果は、抗がん剤耐性を獲得したがん細
胞に対する新たな治療法の開発に途を拓くと期待される。 

図 3．GFAT と Has2 の協調作用によ
るがん幹細胞性の制御 
GFAT1 ノックダウン細胞（shGFAT #1
および#2）における GFAT1 の発現 
(a) と UDP-GlcNAc 細胞内プール量 
(b)。GFAT1 の発現は抗 GFAT1 抗体を
用いたウェスタンブロット分析に
より定量し、β-アクチンの発現で
標準化した。平均±S.D. (n = 3) 
(c) GFAT1 ノックダウン/Has2 欠損
細胞におけるがん幹細胞様細胞の
割合。平均±S.D. (n = 7) **p < 
0.01 対 コントロール細胞 ##p < 
0.01、対  Has2flox/flox 細胞  (d) 
GFAT1 ノックダウン/Has2 欠損細胞
のマンモスフィア形成。平均値±
S.D.(n = 6) *p < 0.05; **p < 0.01 
対 コントロール細胞. ##p < 0.01、
対 Has2flox/flox細胞  
Chokchaitaweesuk C.,et al. Cell 
Death Dis. 10:803, 2019 より抜粋 
 

図 4．がん幹細胞性制御におけるタンパク質 O-GlcNAc 修飾の重要性 
(a) MMTV-PyVT（PyVT）細胞における O-GlcNAc 修飾のウェスタンブロット解析。β-アクチ
ン:内部コントロール (b) OGT 阻害後のがん幹細胞様細胞のフローサイトメトリー解析。
MMTV-PyVT がん細胞を 50μM ST045849 で 7 日間処理し、フローサイトメトリーで CD24 およ
び CD44 の発現を分析した。平均±S.D.(n = 3) **p < 0.01 対未処理細胞。 (c) OGT 阻害後
のマンモスフィア形成。スケールバー 100 µm。平均±S.D.(n = 3) **p < 0.01 対 未処理
細胞  Chokchaitaweesuk C.,et al. Cell Death Dis. 10:803, 2019 より抜粋 
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