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研究成果の概要（和文）：塩基性アミノ酸のリン酸化は、古くからその存在が知られていたにも

関わらずその不安定な性質からほとんど解析が試みられて来なかった。本課題では、遊離リン

酸化塩基性アミノ酸が癌幹細胞ポピュレーションの増大とともに増加することを見いだした。

特に、リン酸化アルギニンはピルビン酸キナーゼ活性を低下し好気性解糖系を亢進させること

により、癌幹細胞のエネルギー代謝の制御に深く関与することが明らかとなった。この好気性

解糖系を抑制し酸化的リン酸化を誘導することにより癌幹細胞の stemness は抑制された。一方、

ヒストン・リジン残基のリン酸化によるエピジェネティックスへの影響は、アセチル化、トリ

メチル化との関連に何らかの影響を与えるものの、単純な競争阻害にはなっておらず、むしろ

アセチル化やメチル化の遷移状態に関連する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Phosphorylation of basic amino acids were an old knowledge; however, it was 
hardly examined from their marked lability. We found the free phosphorylated basic amino acids were 
increased in stem cell-enriched cancer population. Especially, phosphoarginine inhibited pyruvate kinase 
activity, which induced aerobic glycolysis. Inhibition of the aerobic glycolysis and induction of 
oxidative phosphorylation decreased stemness of cancer cells. Thus, phosphoarginine might be 
associated with the energy production of cancer stem cells and stemness maintenance. We also examined 
the effect of phosphorylation of histone lysine residue on the epigenetics. Histone lysine 
phosphorylation did not show a simple inhibition of acetylation or methylation of the lysine residue. 
Histone lysine phosphorylation might induce a transitional status to acetylation or methylation of the 
lysine residue. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２３年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

２４年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

計 2,900,000 870,000 3,770,000 

 

研究分野：人体病理学 

科研費の分科・細目： 

キーワード：塩基性アミノ酸、リン酸化アミノ酸、がん幹細胞、大腸癌、リン酸化酵素 

 
１．研究開始当初の背景 
塩基性アミノ酸のリン酸化は古くは 1967 年
に報告が認められるが(1）、その後解明は進ま
ず、その制御機構や役割は未だ不明なままで
ある。近年になり原核生物では、蛋白質のヒ

ス チ ジ ン 残 基 側 鎖 の 燐 酸 化 を 介 し た
two-component system での phospho-relay を行
う、重要な情報伝達系として知られており、
同様の機構は一部の下等真核生物において
も報告されている。哺乳動物においても
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Smith らの報告が見られる(2)。その生体にお
ける役割には、肝再生の促進(3)、Ras 活性化
に伴う癌化(4)等の報告が見られるが、近年新
たな解析は見られない。申請者らは、1990 年
代に塩基性アミノ酸脱リン酸化酵素の単離
を行ってきたが(5-7)、その生体における機能
解析は停滞したままであった。申請者らは、
塩基性アミノ酸リン酸化が癌幹細胞におい
て非常に高いレベルで観察されることを見
出した。幹細胞マーカーCD133 でソーティン
グした大腸癌細胞における塩基性アミノ酸
リン酸化レベルをHLPCで測定するとCD133
陽性細胞では 12 倍を超えるレベルに増加し
ていた。この他、マウス胚性幹細胞における
塩基性アミノ酸リン酸化レベルを検討する
と胎芽期には高レベルであるが分化誘導と
ともにそのレベルが低下することを見出し
た。これらの結果から、塩基性アミノ酸リン
酸化が幹細胞に深く関連した現象であり、
stemness の維持に重要であるという仮説を立
てた。本申請では、この仮説を証明しさらに
幹細胞を標的とする癌治療法の開発、iPS 細
胞などによる再生医療への応用への可能性
を探索する。 
 塩基性アミノ酸リン酸化は、このようにこ
れまで明らかにされていない領域である。哺
乳動物のリン酸化アミノ酸の内これまで解
明されてきたSer/Thrリン酸化やTyrリン酸化
は 10-20％を占めるのみで、残りの大半は塩
基性アミノ酸リン酸化でありその役割は到
底看過できない。しかし、塩基性アミノ酸リ
ン酸化は pH 変化に非常に脆弱であり研究の
大きな障害となってきた。このため塩基性ア
ミノ酸リン酸化研究は停滞し PubMed による
検索でも原核・真核両生物を含めてもここ 5
年での論文は 30 に満たない。現在も真核動
物での塩基性アミノ酸リン酸化研究を継続
しているのはオーストラリアの Piggott らの
グループのみと言っても過言ではない。塩基
性アミノ酸リン酸化は生物学的・生化学的に
生命の根幹に関わる重要なシステムである
ことが示唆されているにも関わらず解明さ
れずにいる未開の分野と言える。 
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２．研究の目的 
本申請では、幹細胞に高い特異性を持って検
出される塩基性アミノ酸（Arg, Lys, His）のリ
ン酸化に対して、そのリン酸化経路の解明、
塩基性アミノ酸リン酸化の正常組織、癌組織、
および、胚性幹細胞の分化状態との関連を検
討し、さらに、塩基性アミノ酸リン酸化酵素
のノックアウト、酵素阻害などによる、組織
幹細胞・癌幹細胞、および、胚性幹細胞にお
ける塩基性アミノ酸リン酸化の役割を解明
する。また、臨床応用可能な塩基性アミノ酸
リン酸化制御法の基礎的研究までを本申請
の研究範囲とする。塩基性アミノ酸リン酸化
研究の結果は、幹細胞の基礎的制御機構の理
解を深めるとともに、iPS を含む胚性幹細胞
の分化と腫瘍形成の阻害、癌の発生進展の抑
制など広く臨床応用が可能な治療法の開発
につながると考えられる。本申請の着目点は
他に類を見ないユニークなものである。申請
者らも 1994 年に論文を発表したのち研究は
進捗していなかったが、塩基性アミノ酸リン
酸化が幹細胞と強く関連することを最近発
見した。この発見は現在未発表であり、学会
や文献上類似する発表はまったく見られて
いない。この発見はこの分野の研究の強力な
推進力となると考えられ、本研究を他国に先
行することはこの分野の研究に対して大き
なアドバンテージとなる。 
 その重要性は以下の 4 点にまとめられる。 
１）前項で述べたように塩基性アミノ酸リン
酸化が生物に重大な役割を担うと考えられ
る「未開領域」であり、生物学、生化学、そ
して、病理学・疾病学の教科書に新たな章を
加える「真実の発見」をもたらす可能性が挙
げられる。 
２）幹細胞研究が広汎な分野にわたり極めて
精力的に取り組まれている現在においても、
幹細胞が有する幹細胞特異的生化学的特性
は明らかになったとは言い難い。遺伝子発現
プロファイルは検討されているが、塩基性ア
ミノ酸リン酸化酵素・脱リン酸化酵素の遺伝
子群が同定されていない現状では、この試み
からは塩基性アミノ酸リン酸化機構は解明
されないままである。本申請によるアプロー
チにより幹細胞の本態を解明できる可能性
が高い。 
３）Tyr や Ser・Thr リン酸化でもそうであっ



たように、遺伝子発現ではなくリン酸化レベ
ルの変化を捉えなければリン酸化シグナル
の本態は解明できない。本申請ではリン酸化
塩基性アミノ酸特異的抗体の作成により塩
基性アミノ酸リン酸化シグナルの全体像を
解明可能である。 
４）本研究により解明される幹細胞の生物学
的・生化学的特性は、癌幹細胞の切り口にお
いて癌の発生・進展・転移における癌幹細胞
を標的とする治療戦略の開発につながると
考えられるのみならず、胚性幹細胞の切り口
からは、再生医療における iPS 細胞など全能
性幹細胞の未分化と分化の制御法の発見が
期待される。これらは、単なる遺伝子や遺伝
子産物の導入や付与によるものに留まらず、
根源的なシグナルを標的とするものになる
ことから、より効果的で有用な分子標的治療
戦略が可能になると考えられる。また、塩基
性アミノ酸リン酸化の刺激となる細胞外因
子を解明することにより、幹細胞のニッチェ
の役割にも新たな知見をもたらし、ニッチェ
を標的とする治療の開発をも可能にすると
期待される。 
 
３．研究の方法 
塩基性アミノ酸リン酸化酵素・脱リン酸化酵
素の単離と遺伝子同定を行い、遺伝子配列に
基づきノックダウン系を作成、トランスクリ
プトーム解析およびリン酸化プロテオーム
解析を施行し、塩基性アミノ酸リン酸化の経
路およびリガンドを明らかにする。また、ノ
ックアウト・マウスを作成し塩基性アミノ酸
リン酸化の生体の形質に及ぼす影響を検討
する。また、リン酸化塩基性アミノ酸に対す
る抗体を作成し、リン酸化塩基性アミノ酸動
態の解析を行う。また、動物・ヒトの正常組
織・癌組織・胚性幹細胞を用いて免疫染色に
よるリン酸化塩基性アミノ酸の分布や組織
形質との関連を検討する。さらに、塩基性ア
ミノ酸リン酸化の阻害物質・阻害法を検討し
癌の進展や胚性幹細胞の分化への影響、幹細
胞の維持に与える変化、さらに、正常組織へ
の毒性について検討し、幹細胞ターゲッティ
ングへの応用の可能性を検討する。 
 １）塩基性アミノ酸リン酸化酵素群の蛋白
の単離（リジンリン酸化酵素、アルギニンリ
ン酸化酵素、ヒスチジンリン酸化酵素）とそ
の遺伝子同定、ならびに、塩基性アミノ酸リ
ン酸化酵素群の蛋白の単離（リジン脱リン酸
化酵素、アルギニン脱リン酸化酵素、ヒスチ
ジン脱リン酸化酵素）とその遺伝子同定を行
い、塩基性アミノ酸リン酸化・脱リン酸化を
直接行う機構を解明する。また、より上流・
下流の遺伝子発現変化を明らかにするため、
ノックダウン系を用いて発現変化を網羅的
に解析する。 
２）１）により同定した遺伝子のノックダウ

ン系を用い、リン酸化蛋白のプロテオーム解
析を行い、塩基性アミノ酸リン酸化の有無に
よるリン酸化蛋白プロファイルの変化を検
討する。そこからリン酸化シグナルマップを
作成し、塩基性アミノ酸リン酸化経路を同定
する。さらにこの経路上にある蛋白のリン酸
化を確認する。 
３）リン酸化塩基性アミノ酸に対する特異的
抗体を作成する。pArg, pLys, pHis のいずれも
高 pH 条件でしか安定しないため、免疫可能
な抗原を作成することは技術的困難があっ
た。pLys に対する抗体を本申請では作成する。
pLys を選択した理由は、リジン残基は多くの
蛋白で種々の修飾を受ける高い活性を有す
る残基であること、ヒストン・コードに関係
し pArg や pHis に比較しより広汎な細胞内機
能を担う可能性があること、さらに、水酸化
リジンなどで置換することによりリジン残
機を不活性化できるためである。作成した抗
体により、培養細胞、実験動物の正常組織・
癌組織・胎児組織におけるリン酸化塩基性ア
ミノ酸の分布をウェスタン法・免疫染色法に
より同定・解析する。また、ES 細胞とその分
化過程における変化や癌組織（原発巣・転移
巣）における変化を検討する。これらの検討
により、正常、胎児発生、再生、癌における
リン酸化塩基性アミノ酸の役割を解明する。 
４）同定した遺伝子に基づいてノックアウ
ト・マウスを作成し、その形質を検討する。
致死の場合には、Tet/on システムにより遺伝
子発現を調節する。また、ノックアウト・マ
ウスの胎芽および諸臓器における幹細胞を
単離し、その形質を明らかにする。なお、ノ
ックアウト・マウス作成も予算上の制約から、
まずリジンリン酸化酵素について行う。 
５）塩基性アミノ酸リン酸化を生じる細胞外
刺激に対する受容体をノックダウン系の遺
伝子発現プロファイル、および、リン酸化蛋
白プロファイルの変化から見出す。このとき
予算上の制約からリジンリン酸化酵素のノ
ックダウン系を用いて検討を行う。さらにそ
のリガンドを検索することで、塩基性アミノ
酸リン酸化を生じる細胞外刺激そのものを
解明する。この細胞外刺激から幹細胞ニッチ
ェを明らかにすることが可能である。さらに
リガンドを生合成し幹細胞を処理すること
により、幹細胞ニッチェへの影響を確認する。
６）塩基性アミノ酸リン酸化の阻害法につい
て、ニッチェ内塩基性アミノ酸リン酸化刺激、
塩基性アミノ酸リン酸化受容体、塩基性アミ
ノ酸リン酸化シグナル、塩基性アミノ酸リン
酸化酵素・塩基性アミノ酸脱リン酸化酵素な
どを標的として検討を行う。今回特に検討の
対象としているリジン残基のリン酸化阻害
については、水酸化リジンを細胞内に投与し
リジン残基を置換する方法も検討する。阻害
の判定は in vitro における塩基性アミノ酸リ



ン酸化により行う。 
７）塩基性アミノ酸リン酸化阻害法について
動物実験によりその生体内幹細胞・癌幹細胞
への影響を検討する。胎児発生、癌の増大・
転移、組織再生の変化を評価することにより、
塩基性アミノ酸リン酸化阻害法を評価する。
８）このほか、塩基性アミノ酸リン酸化カス
ケードが明らかになるに従い、これまでに知
られていなかった塩基性アミノ酸リン酸化
特異的な複数のシグナル、遺伝子転写経路、
エピジェネティックスが発見される可能性
がある。これらについても重要なものは適宜
その検討を行う。とくにリジン残基は H4 ヒ
ストンにおいてアセチル化を受け遺伝子発
現の調節に深く関与していることから、H4
ヒストン・リジン残基のリン酸化のエピジェ
ネティックスへの関与は特に検討を行う。 
 
４．研究成果 
1) がん幹細胞におけるリン酸化塩基性アミ
ノ酸レベルの検討：大腸癌培養株 CT26、HT29
を用いて spheroid assay によりがん幹細胞の
比率が高い細胞を選別し生化学的方法によ
りリン酸化塩基性アミノ酸を測定したとこ
ろ、 pArg, pHis, pLys いずれのレベルも
spheroid を形成しない細胞群よりも 2.5～4.8
倍に増大していた。 
 
２）がん幹細胞におけるリジン残基リン酸化
抑制の影響：水酸化リジンはリジンアミノ基
へのリン酸化等の修飾が不能な安定体であ
る。これをリジン(-)培養液に混じて投与し、
大腸癌細胞の継代を行ったところ、経時的に
がん幹細胞に特異的とされるアルデヒド・デ 
ヒドロゲナーゼ活性のレベルは低下し、増殖
速度も低下した。4 週培養後に spheroid assay
を行うと spheroid形成能は約 1/4に低下した。
このように、リジンリン酸化抑制はがん幹細
胞の抑制をもたらしたと考えられる。 
 
３）ヒスチジンリン酸化酵素群の大腸癌にお
ける発現：すでにヒスチジンリン酸化活性を
持つことが報告されている、nm23H2, LHPP, 
PDK1 などの発現をヒト大腸癌病理標本を用
い免疫染色にて検討した。このうち、nm23H2
は腫瘍内の限定的なポピュレーションに発
現していたが、CD133 陽性細胞よりも数倍の
数の細胞に陽性であった。LHPP はほとんど
のがん細胞で過剰発現を示していた。いずれ
も、がんにおいて何らかの役割を担っている
が、がん幹細胞特異性は低いと見なされた。 
 
４）pArg はいわゆる phosphagen と呼ばれ、
その蓄積は pyruvate kinase (PK)の活性を抑制
し、TCA サイクル／酸化的リン酸化を抑制し、
いわゆる Warburg 効果と呼ばれる aerobic 
glycolysis をもたらす。塩基性アミノ酸リン酸

化が癌幹細胞に果たす役割を検討するため、
リン酸化アルギニン(pAgr)を用いて、大腸癌
細胞株におけるその効果を検討した。CT26
マウス大腸癌細胞を pAgr により処理すると、
濃度依存性に pyruvate kinase 活性が低下した。
CT26 細胞では、PKM2 が主に発現しており、
PKM1 の発現はごく低レベルである。pyruvate 
kinase 活性の低下に伴い、乳酸発酵による乳
酸の生成が増大した。一方、ミトコンドリア
における ATP 産生は低下し、同時に ROS の
産生も減少した。さらに、pAgr 処理により
ADHL 陽性癌幹細胞数は増加した。このよう
に pAgr により、癌細胞に aerobic glycolysis
が亢進し、stemness の増大が誘導される可能
性が示唆された。 
 これに対して、PKM1 遺伝子を導入し過剰
発現させると、pArg によっても酸化的リン酸
化から好気性解糖へのスィッチングは惹起
されなかった。このような状態では、stemness
マーカーである CD133や nucleosteminの発現
のレベルは減少した。このように、塩基性ア
ミノ酸レベルは癌幹細胞の stemness維持をエ
ネルギー代謝の面から制御していることが
示唆された。 
 
５）ヒストン・リジン残基の修飾はヒスト
ン・コードとも呼ばれ、遺伝子のエピジェネ
ティックな変化に重要な役割を担っている。
H4 ヒストン K9 および H3 ヒストン K27 のリ
ン酸化とアセチル化、トリメチル化、ならび
に、CpG メチル化、遺伝子発現について p16
遺伝子について HT29 ヒト大腸癌を用いて検
討した。H4 ヒストン K9 のリン酸化とアセチ
ルかおよび非アセチル化状態は、必ずしも排
他的事象ではなく、ChIP アッセイでは、H4
ヒストン K9 リン酸化を促進してもアセチル
化レベルは必ずしも減少せず、H3 ヒストン
K27 リン酸化を増加しても、トリメチル化の
量的変化は一定しなかった。ヒストン・リジ
ン残基のリン酸化は比較的不安定であると
考えられ、アセチル化、メチル化などの修飾
の遷移的状態となっている可能性が考えら
れた。 
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