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研究成果の概要（和文）：本研究では、高齢者骨髄（黄色髄 / 脂肪髄）内で生き残り、治療後の再発を多く認
める急性骨髄単球性白血病(AMoL)細胞に対する骨髄脂肪細胞の働きを明らかにした。
骨髄脂肪細胞は、AMoL細胞における脂肪酸代謝を促進し、HSPシャペロンを含む細胞シグナルネットワークを活
性化した。この代謝バランスは、エネルギーセンサーであるAMPKによって調節されていた。さらに本研究では、
新規脂肪酸代謝阻害剤AvocainBの抗腫瘍作用について評価を行った。

研究成果の概要（英文）：In acute monocytic leukemia (AMoL) cells, the prevention of spontaneous 
apoptosis by BM adipocytes was associated with an increase in fatty acid β-oxidation (FAO). The 
novel FAO inhibitor avocatin B induced apoptosis and growth inhibition in mono-cultured AML cells. 
In AML cells co-cultured with BM adipocytes, FAO inhibition with avocatin B caused adaptive 
stimulation of free fatty acid (FFA) uptake through upregulation of FABP4 mRNA, enhanced glucose 
uptake and switch to glycolysis. These changes facilitate the protection of AMoL cells from avocatin
 B induced apoptosis in the presence of BM adipocytes. However, the combination treatment of 
avocatin B and cytarabine (AraC) increased reactive oxygen species and demonstrated highly 
synergistic effects on AMoL cells under BM adipocyte co-culture condition. These findings highlight 
the potential for combination regimens of AraC and FAO inhibitors that target bone marrow-resident 
chemoresistant AMoL cells.

研究分野：臨床検査医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
臓器予備能が低下した高齢者のがん治療の選択肢は少なく予後は不良でなる。急性骨髄性白血病もその例外では
なく、副作用の少ない新しい治療戦略の開発が求められている。本研究では、脂肪成分が豊富な高齢者骨髄（黄
色髄 / 脂肪髄）が難治性のAMoL細胞の生存に関与する分子機序の一端を明らかにした。本研究で得られた知見
は、白血病にとどまらず、将来の高齢者のがん代謝制御治療に有用な情報を提供する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景  
がんは、高齢者に多発する疾患であり、高齢者人口比率が世界一というわが国の医療は、が
んとの闘いに直面している。しかし、現在の高齢者がん治療では、併存疾患と臓器予備能の低
下によって治療の選択肢や抗癌剤投与量が制限され、高齢者悪性腫瘍の予後は極端に不良であ
る。例えば急性骨髄性白血病（AML）は、75%が 60歳以上で発症する高齢者疾患であるが、
治療後死亡率は 65歳以上で急増する（若年成人の５～10倍、Hassan, Haematologica, 2014）。
現在求められているのは、若年者に対する治療法とは異なる高齢者に優しく効果的な治療戦略
である。AMLの中でも難治性の急性単球性白血病（AMoL）についても、高齢者は治療に抵抗
性で、寛解に達した後で骨髄中に残存する白血病幹細胞から再発することが多い（WHO 
Classification of Tumors of the Hematopoietic and Lymphoid Tissues. the 4th edition, 
Tallman, J Clin Oncol, 2004）。高齢者の骨髄は脂肪髄（黄色髄）となっているのが特徴だが、
治療抵抗性との関連はこれまで不明であった。がん細胞は、脂肪酸代謝の亢進とこれに伴う活
性酸素の産生抑制を介して抗アポトーシス能を獲得することが知られており、PPAR活性化に
よって誘導される脂肪酸代謝が造血幹細胞の自己再生に寄与するとの報告がある (Ito, Nat 
Med, 2012)。 その一方で、脂肪酸代謝酵素阻害剤の抗腫瘍効果を検討した研究は散見される
ものの、腫瘍細胞周囲の脂肪細胞が腫瘍の脂肪酸代謝に及ぼす影響に着目した研究はほとんど
ない。そこで申請者らは、副作用が少なく高齢者に優しいがん治療戦略として微小環境の代謝
制御を着想し、骨髄微小環境で AMoL細胞が治療抵抗性を獲得するメカニズムについて、骨髄
脂肪細胞から放出される脂肪酸が果たす役割に注目して研究を行った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、脂肪細胞が豊富な高齢者骨髄微小環境における AMoL細胞の生存に脂肪酸代
謝が寄与すると考え、AMoL細胞中の脂肪酸代謝関連因子が、遺伝子の転写や生存シグナル活
性化に果たす役割を解明することを目的とした。さらに、高齢者の骨髄中で生き残る AMoL 細胞
を標的としたがん代謝制御マーカーを同定し、新規脂肪酸代謝阻害の効果についても評価を行
った。 個別の研究目的は以下の 4点である。 
(1) AMoL 細胞内に取り込まれた脂肪酸によって生じる脂肪酸代謝（ミトコンドリア内）と遺
伝子転写（核内）の変化を明らかにする。 
(2) 脂肪酸代謝を介して AMoL 細胞が獲得する抗アポトーシス能と脂肪酸代謝阻害剤による
細胞内シグナルの活性変化を検出する。 
(3) AMoL 細胞の生存に関わる脂肪酸代謝 - 転写 - 細胞内シグナルネットワークを明らかに
し、脂肪酸代謝を調整する因子を抽出する。 
(4) 新規に開発された脂肪酸代謝阻害剤 AvocatinB の抗腫瘍効果を評価し、化学療法剤との併
用効果とその作用機序を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
AMoL 細胞株（U937, THP1, MOLM13, MV4;11, OCI-AML3）およびインフォームドコンセントを
得て採取した患者由来 AMoL 細胞と正常ヒト骨髄間質系幹細胞 (mesenchymal stem cell; MSC）
および MSC から分化誘導した骨髄脂肪細胞を用いた。 
(1) AMoL 細胞に対して血清非添加条件でアポトーシスを誘導し、これらが骨髄脂肪細胞との共
培養で抑制されるか否かを調べた（Annexin V, PI cell cycle; フローサイトメトリー法）。 
(2) 脂肪細胞由来の脂肪酸が AMoL 細胞の代謝と遺伝子転写に及ぼす影響と脂肪酸代謝阻害剤
の作用を明らかにするために、脂肪細胞から放出される脂肪酸を測定し（ELISA 法）、共培養 AMoL
細胞の脂肪酸代謝の変化 (FAO 促進と ROS 抑制) を確認した。同時に、CETOF-MS システム 
(Agilent Technologies)を用いて AMoL 細胞内の代謝変化を網羅的に測定し、代謝ネットワーク
の変化を検出した。 
(3) 骨髄脂肪細胞との共培養および脂肪酸代謝阻害剤使用後の AMoL 細胞（U937, THP-1）の遺
伝子転写プロファイルの変化を RNA-seq および cap analysis of gene expression (CAGE)解析
により検出し（Hiseq 2000, illumina）、 U937, THP-1 細胞で共通して変動した遺伝子発現を
抽出した。 
(4) AMoL 細胞の生存に関わる脂肪酸代謝 - 転写 - 細胞シグナルネットワークを検出するために先
行研究および RNA-seq、CAGE 解析の結果から予測される AMPK, S6K, 4EBP1, ERK, NFB, IB
などのリン酸化レベルの上昇を Western blot 法により確認した。同時に iTRAQ LC-MS/MS を用
いたリン酸化タンパクの網羅的検出を行い、活性化シグナルネットワークの変化を検出した。 
(5) CETOF-MS メタボローム解析結果、CAGE 法で得られたトランスクリプトーム解析結果、シグ
ナルタンパクの変動結果を統合的に解析し、検出されたネットワークの中で、脂肪酸代謝制御
標的マーカー候補 と転写因子とシグナル因子を抽出した。 
(6)上記の検討により抽出された標的マーカー候補を選択し、shRNA を用いてノックダウンした。 
ノックダウン細胞を脂肪細胞との共培養および脂肪酸代謝阻害剤添加実験に付し、それぞれの
作用の変化を検証した（Annexin V, PI cell cycle, 細胞計数）。 
(7) 新規に開発された脂肪酸代謝阻害剤AvocatinBのAMoL細胞に対する抗腫瘍効果を骨髄脂肪
細胞との共培養(-/+)条件下で評価するとともに化学療法剤との併用効果とその作用機序につ



いて検討した。（Annexin V, PI cell cycle; フローサイトメトリー法）。 
 
４．研究成果 
本研究は、高齢者骨髄（黄色髄 / 脂肪髄）内で生き残り、治療後再発を多く認める急性骨髄
単球性白血病(AMoL)をモデルとして、AMoL 細胞中の脂肪酸代謝が、遺伝子転写や生存シグナル
活性化に果たす役割を明らかにした。 まず AMoL 細胞に対して血清非添加条件でアポトーシス
を誘導し、これらが MSC や骨髄脂肪細胞との共培養で抑制されるか否かを調べた。その結果、
骨髄脂肪細胞が AMoL 細胞に対して抗アポトーシス効果を発揮することを確認した。 
さらに遺伝子転写、脂肪酸代謝、ミトコンドリアにおける活性酸素 (ROS) 産生に及ぼす影響に
ついて検討を行った。その結果、骨髄脂肪細胞の存在下で AMoL 細胞内への脂肪酸の取り込みと
ミトコンドリアでの脂肪酸β酸化が亢進し、ケトン体産生が亢進することがわかった。AMoL 細
胞に取り込まれた脂肪酸そのものが、核内受容体 PPARの転写活性を亢進させ、脂肪酸の細胞
内輸送やミトコンドリア内への取り込みに関与する遺伝子の転写を活性化することが示された。
また、PPARの標的遺伝子である CD36 (脂肪酸 scavenger 受容体)遺伝子、FABP4 (脂肪酸輸送
蛋白)遺伝子、脂肪酸のミトコンドリア取り込みを制御する CPT-1 遺伝子、抗アポトーシス BCL2
遺伝子等の発現が亢進することが明らかになった。CD36 については、骨髄脂肪細胞との共培養
下の AMoL 細胞において、遺伝子発現のみならず細胞表面での受容体としての発現レベルにおい
ても有意に上昇することが確認された。CD36 は細胞表面マーカーとして検出可能であり、検査
マーカーとしての有用性が示唆された。一方、脂肪酸代謝マーカー候補として測定したカルニ
チンの分泌濃度は骨髄脂肪細胞との共培養前後で変化を認めず、検査指標としての有用性は否
定的と考えられた。 
これらの知見は、脂肪細胞が増生した高齢者の骨髄中において AMoL 細胞の生存が脂肪酸代謝
に強く依存していることを示唆するとともに、脂肪酸代謝と遺伝子転写との明確な関連性を示唆するも
のと考えられる。 
次に、骨髄脂肪細胞との共培養および脂肪酸代謝阻害剤使用後の AMoL 細胞株の遺伝子転写プ
ロファイルの変化を RNA-seq および CAGE 解析により検出した。その結果、(1) AMoL 細胞が骨髄脂
肪細胞との相互作用の中で脂肪酸酸化を亢進させる一方、脂肪酸合成を抑制すること、(2) 骨髄脂肪
細胞との共培養下の AMoL 細胞では脂肪酸合成に働く SREBP1 が抑制され、SREBP1 の発現は脂肪
酸代謝阻害によって回復することがわかった。これは、AMoL 細胞が脂肪細胞との相互作用の中で脂
肪酸酸化を亢進させる一方、脂肪酸合成を抑制しているということを証明するものと考えられた。また、
脂肪細胞との共培養時に活性化されるシグナルとして p38MAPKの経路が特定されたほか、脂肪酸代
謝阻害剤（Etomoxir）によって、小胞体ストレス因子である ATF4 の誘導が認められた。これらの結果は、
骨髄脂肪細胞との共培養下での AMoL 細胞では、遺伝子転写や細胞シグナルによる調整のもとで脂
肪酸β酸化の亢進や細胞の増殖抑制等が起こり、これらはいずれも抗アポトーシス能の獲得に作用し
ていると考えられた。一方、脂肪酸代謝抑制時の ATF4 の誘導についてはアポトーシスとの関連が示
唆された。 
骨髄脂肪細胞との共培養下での AMoL 細胞を用いて CETOF-MS メタボローム解析および iTRAQ 
LC-MS/MS を用いたリン酸化タンパクの網羅的検出を行い、脂肪酸代謝制御標的マーカー候補を抽
出した。CETOF-MS メタボローム解析の結果、AMoL 細胞中のグルコース 6-リン酸、フルクトース 6-リ
ン酸およびピルビン酸が骨髄脂肪細胞との共培養後に上昇したが、ATP 産生は増加しなかった。 脂
肪酸代謝は酸化的リン酸化による ATP 合成効率を低下させることから、これらの結果より骨髄脂肪細
胞がAMoL細胞におけるATP生成を増加させることなく脂肪酸代謝を促進することが示唆された。さら
に Etomoxir による脂肪酸代謝阻害は乳酸を増加させた。乳酸の蓄積は、アシドーシスを引き起こし、
細胞外マトリックスを分解するプロテアーゼの活性を高め、エネルギー生成に用いられるアミノ酸を遊
離させる。 Etomoxir 添加後、クレブス回路内のクエン酸塩、コハク酸塩、フマル酸塩、リンゴ酸塩は著
減したが、これらの減少はグルタミンを含むほとんどのアミノ酸の増加を伴った。 また、Etomoxir によっ
てAMPの有意な増加とATPの減少を認めた。 iTRAQプロテオーム解析では、骨髄脂肪細胞と共培
養した AMoL 細胞において HSP70 の発現上昇と AMPK および p38 MAPK の活性化が抽出され、こ
れらの変化は Etomoxir によって解消された。 AMPK は、重要な細胞エネルギーセンサーおよび代謝
調節因子であることから、本研究で求め
る分子マーカーとなる可能性があること
がわかった。 
すなわち、骨髄脂肪細胞が代謝エネ
ルギーバランスを調節することにより
AMoL 細胞の生存を支持するが、脂肪
酸代謝阻害剤がこの AMoL 細胞の代謝
恒常性を破壊することがわかった。また、
骨髄脂肪細胞が、AMoL 細胞における
脂肪酸代謝を促進し、HSP シャペロンを
含む細胞シグナルネットワークを活性化
することともに、この代謝バランスが、エ
ネルギーセンサーである AMPKによって
調節されることが示唆された。(図 1) 



 
  最後に、新規に開発された脂肪酸代謝阻害剤 AvocatinB を用いた検討を行い、AvocatinB の抗腫
瘍効果を評価するとともに化学療法剤との併用効果とその作用機序について考察した。また、これま
での研究で抽出された標的マーカー候補（AMPK, ATF4）のノックダウン細胞を作成し、骨髄脂肪細胞
との共培養下で AvocatinB の効果がどのように変化するかを検討した。予想に反して、AvocatinB の
AMoL 細胞に対するアポトーシス誘導効果は、骨髄脂肪細胞との共培養によって減弱した。その際、
AMoL細胞のグルコース取り込みやFABP4遺伝子・蛋白発現の上昇が観察された。これらの現象は、
脂肪酸代謝抑制に対する代償反応と考えられ、AMPK ノックダウン細胞でアポトーシス阻害効果が減
弱したため、AMPK シグナルが骨髄脂肪細胞存在下での白血病細胞の抗アポトーシス作用に寄与す
ることが示唆された。一方、AvocatinB と化学療法剤シタラビン（AraC）を併用した場合、骨髄脂肪細胞
と共培養下においてもAMoL細胞内で活性酸素の増加が認められ相乗的抗腫瘍効果が認められた。
転写因子 ATF4 は、ストレス環境下でアポトーシス誘導性あるいはアポトーシス抵抗性の両方に作用
することが知られているが、骨髄脂肪細胞共培養下での AvocatinB と AraC 併用によるアポトーシス誘
導はATF4 ノックダウンによって減弱したことから、ATF4がアポトーシス誘導性に作用していることが示
唆された。(図 2) 

 
以上より、化学療法抵抗性のAMoLに対してAvocatinBなどの脂肪酸代謝阻害剤とAraCなどの化学
療法剤の併用の有効性が示唆された。 
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