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研究成果の概要（和文）：がん組織には、再発や転移の原因となる特殊な細胞集団であるがん幹細胞が存在する
ことが近年明らかにされてきた。正常な組織幹細胞と同様に、がん幹細胞は自身の未分化性を保つと同時に、増
殖能の強いがん細胞を産生する二つの側面を持つ。本研究は、このがん幹細胞の未分化性を維持する新たな活性
制御機構について解明することを目指した。その結果、未分化性を維持するのに必須のRNA結合タンパク質が翻
訳語制御を受けることでがん幹細胞が分化すること、分化することでがん幹細胞が消失することが明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：Cancer Stem Cells (CSCs) are a small subpopulation of cells within tumors 
with capabilities of self-renewal, differentiation, and tumor reconstitution. In this study, we 
aimed to elucidate a novel regulatory mechanism to maintain cancer stem cells via RNA binding 
protein. We found that the amount of the protein, which is essential for leukemia growth, is 
regulated by post translational modification. Ectopic expression of the modified protein leaded to 
cancer stem cell differentiation. These results suggest that this translational modification pathway
 may become a novel therapeutic target of leukemia treatments.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： がん幹細胞　細胞運命決定　白血病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗がん剤治療における重要な課題は、がん幹細胞によって引き起こされる治療抵抗性と再発・転移である。がん
幹細胞は、それのみで腫瘍を再構築する能力を持つ特殊な細胞集団で、未分化状態を維持した自己を保つつと同
時に、腫瘍の維持に寄与する。動物モデルを用いた研究では、がん幹細胞の除去によりがん組織が消失すること
が示された。しかし、いまだがん幹細胞を標的とした治療は存在しない。本研究では、がん幹細胞の未分化性を
維持するタンパク質の活性制御機構の一端を明らかにした。今後、この制御分子を同定することで、これを基に
した創薬に繋がる重要な成果だと考えている。

※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、化学療法薬や放射線照射に高い抵抗性を示し、がん組織の長期的維持や部分寛解

後の再発に寄与する細胞集団で、白血病や脳腫瘍など様々な腫瘍に存在する。動物モデルを用い

た実験では、がん幹細胞を除くことでがんが治癒することが証明されている。従って、がん幹細

胞システムの分子的理解は、腫瘍生物学的にもがん幹細胞を標的とする治療法開発という観点

からも不可欠である。がん幹細胞制御に与る経路として、Notch, Wnt, Shh 等のシグナル経路や、

RUNX1, HOX 等の転写制御因子が同定されてきた。なかでも RNA 結合因子は、遺伝子の転写段

階ではなく、mRNA を標的とした転写後制御を介して白血病幹細胞の機能維持に機能する。私

はこれまでに、RNA 結合因子 X（RBD-X）の標的としてアミノ酸代謝酵素 BCAT1 遺伝子を同定

し、BCAT1 が白血病幹細胞の維持に必須であることを明らかにしてきた。一方で、RBD-X 自身

の発現・活性・機能がどのように調節されているかは不明な点が残されている。最近、私は、RBD-
X の活性がタンパク質の限定分解によって制御される可能性を示す知見を得た。そこで、本研究

では、細胞運命決定因子 RBD-X の活性制御機構を解明することで、がん幹細胞システムに関わ

る仕組みを理解することを目指した。 
 
 
２．研究の目的 
 RBD-X 自身の活性・機能がどのように調節されているか検討する過程で私は、RBD-X タンパ

ク質が細胞内で部分切断されることを発見した。この現象に着目し、「タンパク切断が Msi 2 を

不活性化する制御機構として働き、 切断型 RBD-X が増加した幹細胞では自己複製能を維持で

きずに分化に至る」との仮説を立てた。本研究では、白血病のマウスモデルと生化学的手法を用

いてこの仮説を検証する。これまでの解析から以下のことが示唆された。 
 強制発現させた RBD-X は骨髄由来造血細胞株 32D 内で C 末端側が切断されるが、線維芽細

胞など非造血細胞では切断されない 
 RNA 結合部位に変異を導入した RBD-X RBD 変異体は切断を受けない 
 マウス白血病細胞中の内在性 RBD-X は、未分化細胞では全長型のみが検出されたのに対し、

分化したがん細胞ではほぼ全てが切断されている 
RBD-X は、C 末端側で PolyA RNA 結合タンパク質 PABP と結合し、翻訳開始因子 eIF4E による

翻訳反応を制御する。すなわち、RBD-X の C 末端領域は標的 RNA の翻訳制御に必須であり、

この領域を欠損する切断型 RBD-X は標的 RNA の翻訳制御を行えないと考えられた。実際に、

RBD-X 欠損白血病細胞のコロニー形成能の低下は、PABD 結合ドメインを欠失させた RBD-X の

過剰発現ではレスキューされなかった。以上の研究結果は、自己複製する白血病幹細胞ではRBD-
X タンパク質が全長型で存在するのに対し、分化し自己複製能を失ったがん細胞では RBD-X が

限定分解により不活性化していることを示唆している。そこで、本研究では RBD-X の限定分解

が、RBD-X の機能を抑制し、白血病幹細胞の分化を誘導する可能性について検討する。この可

能性を検討するため、以下の方法で本研究を進めた。 
 
 
３．研究の方法 
 
項目１：がん幹細胞の自己複製能・生存における、RBD-X 限定分解の意義 
RBD-X タンパク質の切断により RNA 結合ドメインと翻訳制御活性に必要な PABP 結合領域が

分離することから、切断型 RBD-X は機能的に不活性であることが予想される。この点を明らか

にするため、切断部位以降を欠損した RBD-XΔC 変異体、切断部位以降の RBD-XΔN 変異体およ

び、切断されない非切断型 RBD-X 変異体を作成し、コロニー形成法を用いて検証する。野生型

（WT）の白血病細胞は半固形培地中で造血細胞コロニーを形成するが、RBD-X 欠損（KO）細

胞ではコロニー形成率が著しく低下することがわかっている。そこで、RBD-X 欠損細胞にレト

ロウイルスを用いて得られた各変異体を発現し、KO 細胞のコロニー形成異常が抑圧されるか検



討した。 
 
項目２：細胞分化を決定する RBD-X 切断酵素の同定と機能解析 
RBD-X の切断にはプロテアーゼの関与が考えられるので、本項目では生化学的手法を用いてこ

れを同定するため、プロテアーゼの分子的特徴を明らかにする。具体的には、マウス白血病細胞

を用いて、プロテアーゼの細胞内局在や細胞の分化度による活性変化を明らかにする。また、精

製のため、切断の至適塩濃度、pH、温度、反応液を検討することで、カラムクロマトグラフィー

によるプロテアーゼの精製条件を検討する。加えて、プロテアーゼ以外の、RNA や阻害因子な

どの RBD-X タンパク質の切断を制御する因子の同定を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
 当初研究計画では、がん幹細胞の自己複製能・生存における、RBD-X 限定分解の意義を解明

することを第一の目的として研究を遂行してきた。これまでの研究期間で、切断された RBD-X
の N 末断片および C 末断片の両方の質量分析により、RBD-X の切断部位が C 末端側に存在す

る PABD ドメインの直前であることを発見した。マウス白血病細胞およびヒト白血病培養細胞

を用いた解析から、自己複製する白血病幹細胞では RBD-X タンパク質が全長型で存在するのに

対し、自己複製能を失ったがん細胞では RBD-X が限定分解により不活性化することで分化が誘

導されることを明らかにした。細胞分化を決定する RBD-X 切断因子の同定を進める中で、RBD-
X 切断の特徴として複数の興味深い発見があった。第一に、RNA 結合部位に変異を導入した

RBD-X 変異体は切断を受けないことと、切断活性を持つ細胞抽出液に RNase 処理を行うと切断

活性を失うことから、切断は RBD-X が標的 mRNA に結合している状態で引き起こされること

が示唆された。これは、total RNA の再添加によって回復したことから、確かに RNA が切断に寄

与することが示唆された。また、切断活性を持つ白血病細胞を細胞質・核質・クロマチン画分に

分けて活性を調べたところ、細胞質画分はほとんど RBD-X 切断活性を持たず、核質・クロマチ

ン画分で高い活性が観察された。さらに細胞内 RBD-X の免疫染色を行うと RBD-X が細胞質だ

けでなく核にも局在することが明らかになった。また、非切断型 RBD-X を作成するため、切断

部位周辺に変異を導入したが、完全に切断を抑制することができなかったことから、RBD-X の

切断因子は、RBD-X の特定の配列を認識していない可能性があることや、RNA 依存的に切断を

起こすことなど、既知のプロテアーゼとは異なった性質をもっていることがわかってきている。

新たに採択された基盤 B 研究課題において、切断活性をもつ細胞抽出液の分画を進めており当

初計画どおり来年度中にプロテアーゼを同定し、この機能解析を進めていく。 
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