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研究成果の概要（和文）：がん幹細胞はミトコンドリア優位の代謝を行い、至適なROSレベルを保ちながらATP産
生を行っており、そのための特異な制御機構を持つのではないかと考えた。ミトコンドリア制御機構としての小
胞体－ミトコンドリア繋留分子のひとつであるPDZD8に着目した。PDZD8はがん特異的な発現を示し、そのノック
ダウンにより、stress conditionにおいて酸素消費量抑制の消失、酸化ストレス上昇、細胞毒性増強と幹細胞性
の低下が見られた。これらの結果から、小胞体を介したミトコンドリアのROS-ATPバランスの制御系ががん幹細
胞の代謝形質に関わることが示唆されPDZD8はがん幹細胞の新たな治療標的と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells undergo mitochondrial-dominant metabolism and produce ATP 
while maintaining an optimal ROS level. We then suspect that mitochondria might posess a unique 
regulatory mechanism for that purpose. We focused on PDZD8, which is one of the endoplasmic 
reticulum-mitochondrial tethering molecules as a mitochondrial control mechanism. PDZD8 showed 
cancer-specific expression, and its knockdown showed disappearance of suppression of oxygen 
consumption, increased oxidative stress, increased cytotoxicity, and decreased stemness in stress 
conditions. These results suggest that the endoplasmic reticulum-mediated control system of 
mitochondrial ROS-ATP balance is involved in the metabolic phenotype of cancer stem cells, 
suggesting that PDZD8 is a new therapeutic target for cancer stem cells.

研究分野： 実験病理学

キーワード： ミトコンドリア　ミトコンドリア小胞体係留分子　骨肉腫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんにおける代謝の重要性は近年とくに注目されている。しかし、がんエネルギー代謝におけるミトコンドリア
―小胞体係留分子に着目した研究はいまだに乏しい。本研究では、ミトコンドリア―小胞体係留分子であるミト
コンドリアNEETおよびPDZD8のがん細胞における役割を解明し、これらを標的とする治療戦略に結びつく知見を
得ることができた。とくに、骨肉腫のような治療的選択肢に乏しい悪性腫瘍に対する新規かつ有効な治療法の開
発を可能にする知見が得られたことは、学術的にも社会的も大きな意義があったと考えられる。

※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、非がん幹細胞に比べ低エネルギーレベルで活性酸素生成も抑制されているが、酸
化的リン酸化に依存している。mitoNEET は電子伝達系の律速段階を担う補酵素である Fe-S 量
を負に制御しミトコンドリアの除去機能にも深く関与する。mitoNEET ががん幹細胞のミトコン
ドリア機能を制御し、活性酸素の過剰発生なしにエネルギー産生を可能にしている可能性があ
り、本申請では、MitoNEET に対し阻害作用を有する小分子を探索しがん幹細胞障害効果による
治療の開発を目指す。このため、mitoNEET の阻害効果を有する小分子をミトコンドリア内蛍光
鉄イメージングを用い探索し同定する。In vitro の幹細胞障害効果はスフェロイド培養系で検討
し、電子伝達系活性のない ρ0 細胞を作製し確認する。さらに動物モデルにより転移抑制効果と
既存の化学療法との相乗効果を検討する。本研究の成果は、がん幹細胞標的化を可能にし、がん
の転移・再発の抑制につながると期待される。 
 
２．研究の目的 
mitoNEET は、鉄-イオウ複合体と結合しピオグリタゾン刺激により鉄-イオウ複合体をミトコン
ドリアから放出させる（Paddock ML, Proc Natl Acad Sci USA, 2007）。また、鉄-イオウ複合体の減
少はミトコンドリア電位の低下を招き正常細胞では Parkin の活性化を通じミトファジーを誘導
する（Kusminski CM, Diabetes, 2016）。この結果、ミトコンドリアの酸化的リン酸化に影響すると
もに（Wiley SE, Proc Natl Acad Sci USA, 2007; Tamir S, Biochim. Biophys. Acta, 2015）、ミトコンド
リア依存性の細胞死であるフェロプトーシスを抑制するとされている（Yuan H, BBRC, 2016）。
フェロプトーシスは 2012 年に報告され、ミトコンドリア鉄に由来するミトコンドリア脂質過酸
化に伴うカスペース非依存性の細胞死である（Dixon SJ, Cell, 2012）。 
 一方、がん幹細胞が悪性腫瘍の造腫瘍性、再増殖能、転移能、薬剤耐性の根源となっているこ
とが明らかになり（Kreso A, Cell Stem Cell, 2014）、その標的化が癌研究の焦点のひとつとなって
いるが、未だ有効な方策は確立されていない。申請者らは、がん幹細胞に特異的なエネルギー代
謝がその標的化の鍵となると考えていたが（岸真五, 日本癌学会総会, 2016; 岸真五, 日本癌学会
総会, 2017）、最近の文献ではがん幹細胞は一般に Warburg 効果として膾炙している好気性解糖
系によるエネルギー産生ではなく、ミトコンドリアによる酸化的リン酸化によりエネルギーを
産生していることが示されている（Sancho P, Cell Metab, 2015; Shu X, Cell, 2016）。このとき、過
剰な酸化ストレスを惹起させることなく酸化的リン酸化を行ういわば「反応リミッター」が、必
要であり、mitoNEET などのミトコンドリア―小胞体繋留因子がその役割を果たしている可能性
が強く考えられる。「反応リミッター」を外すことは過剰な酸化ストレス産生から細胞死を誘導
することが可能であり（Kadochi Y, Kishi S, Oncol Lett, 2017）、がん幹細胞の標的化につながるこ
とが期待される。具体的には、乳酸・脂肪酸・ケトン体などの負荷とミトコンドリア―小胞体繋
留因子の阻害とを併用することで、酸化的リン酸化を強制的に促進し、過剰な酸化ストレスの発
生、あるいは、ROS バーストを誘導し腫瘍細胞に細胞死を惹起することが可能である。また、酸
化ストレス発生性が高まることは、通常の化学療法剤の効果を増大することが期待される。 
このように、ミトコンドリア―小胞体繋留因子阻害剤は、がん幹細胞標的化に対して高い有用

性が期待される。 
 
３． 研究の方法 
下記の 4 点から、検討を行った。 
１）ミトコンドリア―小胞体繋留因子阻害作用を有する小分子化合物の検索 
２）2 次スフェアを用いたミトコンドリア―小胞体繋留因子ノックダウンによるエネルギー代
謝・幹細胞性への影響 
３） がん細胞由来 ρ0細胞を用いたミトコンドリア―小胞体繋留因子ノックダウンの効果 
４） mitoNEET 阻害剤候補化合物のエネルギー代謝・幹細胞性および ρ0細胞への影響 
 
４．研究成果 
ミトコンドリアはエネルギー産生の場である一方で活性酸素（ROS）が産生される。癌は Warburg
効果と呼ばれる解糖系優位の代謝を行っているとされてきたが、近年癌幹細胞ではミトコンド
リア優位の代謝を行っているという報告が相次いでなされている。我々は癌幹細胞が至適な
ROS レベルを保ちながら ATP 産生を行うミトコンドリア制御機構を持つのではないかと考えた。
ミトコンドリアの ATP 合成酵素の阻害剤である pterostilbene（PTE）処理によって SaOS2, U2OS
骨肉腫細胞の mitochondrial ROS の産生は上昇し、幹細胞マーカーの発現、スフェア形成能は低
下した。この時の酸素消費量は PTE 投与により減少したが、VitE 投与により回復したことから
活性酸素によりミトコンドリア呼吸が抑制されたことが示唆された。 
ミトコンドリアはその機能を維持するために，他のオルガネラと膜接触部位を介してコミュニ
ケートしており，その一つとして，小胞体－ミトコンドリア膜接触領域(mitochondria-associated 
membrane, MAM)がある。細胞内でミトコンドリアは小胞体に繋留され存在するが、その繋留分



子の PDZD8 に着目した。胃癌とそ
の前がん病変について PDZD8 の
発現を検討し、癌における PDZD8
の役割について検討した。我々は，
MAM 局在タンパク質である 
PDZD8 に着目した。PDZD8 機能
は未解明であるが、小胞体－ミト
コンドリア間の物質輸送を通して
ミトコンドリア機能の維持に深く
関与していると考えている。ヒト
胃癌細胞株（MKN74, TMK1）を用
いて PDZD8 の発現をノックダウ
ンしたところ，ミトコンドリア
ROSの増加を伴う著明な増殖抑制
と細胞死を認めた．また免疫染色
にて，ヒトの胃癌 72 症例のうち，
93%に PDZD8 の過剰発現を認め
た（図 1）。PDZD8 の発現度は病理
学的進行度とも相関していた。一
方、腸上皮化生（12 症例）や胃腺
腫（11 例）では PDZD8 の過剰発
現を認めなかった。これらの結果から，PDZD8 がミトコンドリア機能の維持や細胞死抑制に関
与しており，前がん病変から癌に進展する際に重要な役割を有することが示唆された。胃癌に対
する分子標的治療における新たな標的分子となり得る可能性が示唆された。 
さらに、MKN74 および TMK-1

ヒト胃癌細胞で PDZD8 をノック
ダウンすると、基礎呼吸、活性酸
素量は変化しなかったが、PTE 投
与下の stress condition において酸
素消費量の抑制が消失し ROS の
上昇と細胞毒性の増強、幹細胞性
の低下が見られた。すなわち、
Mitogreen によるミトコンドリア
容積の増大、TMRE によるミトコ
ンドリア膜電位の亢進、および、
DHR（過酸化水素）と MitoROS（スーパーオキサイド）によるミトコンドリアの ROS の増加が
認められ、これに伴い、顕著な増殖抑制と細胞死の誘導が認められた。これに対して、シーホー
ス・フラックス解析を行うと、がん細胞の酸素消費率は低下し、酸化的リン酸化は抑制されてい
た。さらに、MitoFerroGreen によりミトコンドリア内の 2 価鉄を検討すると、PDZD8 ノックダ
ウンにより鉄の増加が認められた。これらのデータは、PDZD8 がミトコンドリア鉄代謝に関連
しており、ミトコンドリアにおける ROS の過剰活性化と過剰産生を抑制する役割を果たす可能
性があることを示唆している。また、小胞体を介したミトコンドリアの ROS-ATP バランスの制
御系が存在し、がん幹細胞の代謝形質にかかわっていることが示唆された。 
 本研究は、当初ミトコンドリア NEET を中心にミトコンドリア―小胞体繋留因子について検
討を行う予定であったが、よりがんとの関連が深い PDZD8 を見出したため、PDZD8 について詳
細を検討した。今後、動物モデルを用いた治療実験などにより、臨床的応用に向けた検討を行う
必要があると考えられる。 
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