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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病（AML）は、造血幹・前駆細胞から生じる悪性腫瘍で、異常増殖と
分化不全を特徴とする。白血病幹細胞の未分化性維持に必須な転写因子FOXOの機能解析の過程で、分化が解糖系
をはじめとした代謝制御と深く関連していることを見いだした。本研究では、FOXO下流の代謝関連遺伝子に着目
し、未分化維持因子の探索を進めるとともに、生体に存在するすべての代謝酵素、トランスポーターを対象に
CRISPR機能的スクリーニングを行い、白血病幹細胞の未分化性に寄与する代謝制御機構を解析した。未分化維持
に寄与する代謝酵素を複数同定した。また、その阻害剤は白血病細胞特異的に抗増殖作用を示した。

研究成果の概要（英文）：Acute myeloid leukemia (AML) is malignant disease characterized by abnormal 
proliferation and differentiation blockade. We have found that metabolic reprograming including 
glycolysis are related with differentiation in the process of research into FOXO’s function. In 
this project, regulators of differentiation blockade are explored from FOXO target genes related 
with metabolism or all metabolic enzymes and transporters using CRISPR Cas9 screening. We have found
 that some metabolic enzymes play pivotal role in differentiation blockade. Moreover, the inhibitor 
represses proliferation of leukemia specifically.

研究分野：造血器腫瘍

キーワード： 分化　代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
すべての代謝酵素、トランスポーターを対象として未分化維持因子を網羅的に探索した結果、未分化維持に寄与
する代謝酵素を複数同定した。本研究により、未分化維持に特に重要な経路及び代謝分子を特定することがで
き、代謝による未分化維持機構の一端が明らかとなった。また、代謝酵素の活性阻害は白血病特異的に抗増殖作
用を示した。その研究成果は、将来、白血病患者に対して有用な治療薬の開発につながることが期待される。

※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 
急性骨髄性白血病（AML）は、造血幹・前駆細胞から生じる悪性腫瘍で、骨髄球系細
胞の異常増殖と分化不全を特徴とする。AML では、特に未分化な形質を示す集団、い
わゆる白血病幹細胞が存在することが知られ、抗がん剤に対して抵抗性を示す。従って、
その未分化維持機構を理解し、分化誘導法を開発することは、白血病根治に向けて重要
な課題と言える。申請者らは、造血幹細胞の未分化性制御の基本原理の解明を目指し、
転写因子 FOXO に着目し、造血幹細胞および白血病幹細胞での未分化性維持機構を解
析してきた。その過程で、FOXO阻害剤（AS1842856）は①複数の AML細胞株の分化
誘導効果、最終的に増殖停止に導くこと、②ゼノグラフト系において、生体内で AML
分化誘導効果と増殖抑制効果を示すこと、③10-100nM のレベルでは臍帯血由来造血幹
細胞（CD34+）には強い影響を及ぼさない一方で、AML患者由来白血病幹細胞（CD34
＋）から前駆細胞（CD34-）細胞への分化誘導効果を示唆するデータを得られた。このこ
とから、FOXO により制御を受ける分子群の中に白血病幹細胞特異的に未分化維持に
寄与する遺伝子が存在することが判明した。 

FOXO阻害剤処理した後、遺伝子発現量解析を行い、247遺伝子の候補分子を得た。
これら FOXO 下流候補分子すべてに対する sgRNA ライブラリーを作製し、これらの
分子の機能評価を行った。スクリーニングの結果、５つの分子（RUNX1, ZEB2, L-Myc, 
SLC38A2, GOLGA8O）の欠損が白血病細胞の増殖を停止することが判明した。L-Myc
は、糖、脂質など多彩な代謝制御に関わるMycファミリーに属す。 SLC38A2は、ア
ミノ酸トランスポーターとして中性アミノの取り込みに寄与する。さらに、FOXO阻害
剤は優位に解糖系を活性化した。これらのことから、糖やアミノ酸を含む代謝制御が、
白血病幹細胞の未分化維持に関与している可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、FOXOにより制御を受ける代謝調節分子，特に L-Myc, SCL38A2に焦点
をあて、白血病幹細胞の未分化維持に関わる分子機構を理解する。さらに、生体に存在
するすべての代謝酵素、トランスポーターを対象に CRISPR機能的スクリーニングを行
い、白血病幹細胞に寄与する代謝制御機構を解明することを目的とする。 

３．研究の方法 
（１）FOXO下流の代謝分子の未分化性維持への寄与 
遺伝子破壊細胞を作成した後、分化マーカーCD11b および形態変化を指標に判定した。 
（２）未分化維持に寄与する代謝分子の特定 
CRISPR/Cas9スクリーニングを用いて未分化維持に寄与する代謝分子を探索した。sgRNA
を細胞内に導入した後、分化マーカーCD11b を指標に分化細胞を sort し、未分化維持
に寄与する sgRNA のセレクションを行った。その後、PCR にて sgRNA を単離した後、
LentiCRISPRv2 に再導入し、同様なセレクションを繰り返した。そのセレクションによ
り濃縮された sgRNA を次世代シーケンサーにて同定することで、未分化維持因子候補を
特定した。個々の sgRNA を細胞に再導入し、sgRNA の分化誘導能を確認することで、未
分化維持因子を確定した。また、その阻害剤が遺伝子破壊と同様に分化および増殖阻害
を誘導するかを検討した。 
（３）スクリーニングで同定した因子の阻害剤の薬効評価および作用機序の同定 
阻害剤が正常造血に比べ、白血病細胞特異的に抗増殖作用を示すかをコロニー形成アッ
セイにて検討した。その作用機序を調べるために、トランスクリプトーム解析を行った。
発現変動を示した因子を過剰発現もしくは遺伝子破壊することで、薬剤による分化誘導
および増殖停止を阻害するかを検討した。 
 
４．研究成果 



（１）FOXO下流の代謝分子の未分化性維持への寄与 
SLC38A2 及び L-Myc の遺伝子破壊は、増殖阻害、細胞死を誘導した。しかしながら、
SLC38A2 及び L-Myc の遺伝子破壊は分化マーカーCD11b の増加および形態変化を誘導せ
ず、SLC38A2 及び L-Myc は未分化維持には寄与しないことが判明した。 
（２）未分化維持に寄与する代謝分子の特定 
すべての代謝酵素、トランスポーターを対象とした sgRNA ライブラリーを作成し、未分
化維持に寄与する遺伝子を探索した。その結果、すでに未分化維持に寄与すると報告の
ある LSD1 (lysine-specific demethylase 1)が hit 遺伝子の候補に含まれており、本
スクリーニングが機能していたことを支持する。また、個々の sgRNA を細胞に再導入し
分化誘導作用の再確認を行った。その結果、電子伝達系、鉄の恒常性維持、リソソーム
の機能維持に関わる遺伝子が未分化維持に寄与することが明らかとなった。特に、リソ
ソームの機能維持に関わる遺伝子の破壊は顕著に分化を誘導した。また、リソソームの
阻害剤も分化誘導および増殖阻害作用を示した。従って、リソソームの機能維持が白血
病細胞の未分化維持に重要であることが判明した。 
（３）スクリーニングで同定した因子の阻害剤の薬効評価および作用機序の同定 
リソソームの活性は白血病細胞で亢進している。そこで、リソソーム阻害剤は白血病細
胞特異的に抗増殖作用を示す可能性を考え、その薬効を正常造血細胞および白血病細胞
で比較した。その結果、リソソーム阻害剤は白血病細胞で特異的にコロニー形成能を低
下させた。従って、リソソームは白血病の治療標的として有望であることが示唆された。
リソソームは鉄の恒常性維持に必須の役割を果たす。また、本スクリーニングにおいて、
鉄の恒常性維持に寄与する遺伝子を未分化維持因子として同定した。従って、リソソー
ム阻害剤による分化誘導に鉄が寄与する可能性が考えられた。そこで、リソソームの阻
害剤に加え鉄を添加したところ、その薬剤による分化誘導および増殖停止が阻害された。
従って、リソソームは鉄の恒常性の維持することで未分化性維持に寄与することが明ら
かとなった。また、その作用機序を調べるために、トランスクリプトーム解析を行った。
リソソーム阻害剤は分化誘導因子 HIF の標的遺伝子の発現を亢進し、鉄の添加はその発
現亢進を阻害した。そこで、HIF1a および 2aの遺伝子破壊細胞を作成し、リソソーム阻
害剤よる分化誘導への影響を調べた。しかしながら、HIF1a および 2a の遺伝子破壊は
リソソーム阻害剤による分化誘導を減弱しなかった。従って、HIF1a および 2a はリソ
ソーム阻害剤による分化誘導に寄与しないことが明らかとなった。また、リソソーム阻
害剤は未分化維持に寄与するがん遺伝子の発現を低下させた。そこで、そのがん遺伝子
の過剰発現細胞を作成し、リソソーム阻害剤による分化誘導作用への影響を調べたとこ
ろ、分化誘導が部分的に阻害された。従って、リソソーム下流の未分化維持因子を同定
することができた。以上本研究により、リソソーム-鉄経路が白血病の未分化維持に寄
与すること、また、その下流分子を特定することができた。 
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