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研究成果の概要（和文）：近年のリピドミクス解析の技術進展に伴い，様々な生命現象における脂質代謝の役割
が解明されつつある．リゾリン脂質はグリセロール骨格に1本の脂肪酸エステル基を持つ脂質分子であり，シグ
ナル伝達を担うセカンドメッセンジャーとして注目されている．本研究ではゲノム編集技術を用いてリゾリン脂
質代謝酵素Gdpd3のノックアウト(KO)マウスを樹立し，慢性骨髄性白血病(CML)幹細胞における機能解析を実施し
た．その結果，Gdpd3 KO CML幹細胞では自己複製能，及びTKI抵抗性が低下していることが判明した．従って，
Gdpd3によるリゾリン脂質代謝はCML幹細胞の制御に必須な役割を担うことが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：Although recent advance on lipidomics technology made it possible to 
quantitatively measure lipid components, little is known about biological role for how cancer cells 
govern lipid metabolisms. Here, we found that Gdpd3 gene encoding a lysophospholipase D enzyme was 
highly expressed in murine chronic myelogenous leukemia (CML) stem cells than hematopoietic stem 
cells, and that Gdpd3-deficient CML stem cells significantly decreased the disease-relapsing 
capacity in the transplanted animal in vivo. We found that the Gdpd3-deficiency decreased in the 
levels of certain lipid mediators in CML bone marrow cells by sophisticated lipidomics analysis, 
indicating that the lysophospholipid metabolism resulted in producing the lipid mediators. Our 
results firstly demonstrate that Gdpd3-mediated lysophospholipid metabolic pathway is responsible 
for the maintenance of CML stem cells, and thus point toward a new biological significance of 
lysophospholipid biosynthesis for cancer recurrence in vivo.

研究分野： 腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性骨髄性白血病 (CML) 患者の治療はチロシンキナーゼ阻害薬 (TKI)の開発によって飛躍的な改善を遂げた．
しかし, TKI治療だけでCMLは根治せず，TKI抵抗性の再発がおこることが重大な課題となっている． CML幹細胞
はこのような再発の原因となることが知られている．本研究では，CML幹細胞の自己複製能の維持，及びTKI抵抗
性にリゾリン脂質代謝酵素Gdpd3が重要な役割を担うことを解明した．従って，Gdpd3によるリゾリン脂質代謝は
CML幹細胞の再発を克服するための新しい治療標的とな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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

がん幹細胞は正常幹細胞と類似の未分化性を有する細胞であり，大量のがん細胞を生

み出す能力と抗がん剤治療に対する抵抗性を併せ持つことで再発や転移を引き起こす

原因となると考えられている．このがん幹細胞から生み出されたがん細胞は高い増殖

能を有するが，がん幹細胞自身は増殖能を低く抑えた特殊な低代謝状態を獲得するこ

とで，抗がん剤治療のような低栄養・ストレス環境下でも生存を維持することができ

る．慢性骨髄性白血病 Chronic myelogenous leukemia (CML) は造血幹細胞を起源とする

幹細胞疾患であり，原因遺伝子としてフィラデルフィア染色体転座 t(9;22)(q34;q22)に
よって産生される BCR-ABL1 が知られている．CML 患者の治療はチロシンキナーゼ

阻害薬 (Tyrosine kinase inhibitor; TKI) メシル酸イマチニブ，ニロチニブ，ダサチニブ，

ボスチニブ, ポナチニブ, 並びにアシミニブの開発によって劇的に改善した．しかし, 
TKI 治療だけで CML を根治することは難しく，治療後の再発が臨床上の重大な課題と

なっている．CML のがん幹細胞 (CML 幹細胞) はこのような再発を引き起す原因にな

ることが知られており，CML 幹細胞の生存維持機構の解明や CML 幹細胞を根治する

新しい治療法の開発が必要とされている． 
 

２．研究の目的 

 研究代表者はこれまでに CML のマウスモデルを用いて，代謝制御に関わる転写因子

Foxo3a が CML 幹細胞の維持に重要な役割を担うことを報告した（Naka et al., Nature 
2010），また，CML 幹細胞内での栄養素や代謝産物のメタボローム解析を行い，CML
幹細胞は生存維持に必要な栄養素としてジペプチドを吸収していることを発見した 
(Naka et al., Nat Commun 2015). さらに，RNA-Sequence によって CML 幹細胞に特異的

な遺伝子発現を解析した結果，リゾリン脂質代謝酵素 Gdpd3 が高発現していることを

発見した．Gdpd3 は，リゾリン脂質の極性基を加水分解して LPA を産生するリゾホス

フォリパーゼ D 活性を持つ酵素として知られている．一般に，リン脂質はグセロール

骨格において 2本の脂肪酸エステル基と 1本の極性基をもつことで脂質二重膜を構成

するが，リゾリン脂質は１つの極性基と１つの脂肪酸エステル基を有していることか

らリン脂質生合成の中間体に位置付けられてきた．しかし，近年，これらのリゾリン

脂質や LPA は親水性が高く，それ自身も生理活性を有する新しいセカンドメッセンジ

ャーとして注目されている．本研究では，リゾリン脂質代謝を担う Gdpd3 遺伝子のノ

ックアウト(KO)マウスを樹立し，この Gdpd3 KO マウス由来の CML のマウスモデル

を構築して，生体内での CML 幹細胞の維持におけるリゾリン脂質代謝酵素 Gdpd3 の

役割の解明を目的とする研究を行った． 
 

３．研究の方法 

Gdpd3 ノックアウトマウス由来 CML モデルの樹立  
 マウス受精卵のゲノム編集技術により Gdpd3KO マウスを樹立した (セツロテック

社に委託)．この Gdpd3 KO マウスの骨髄より単核細胞を取得し，抗 CD4 (L3T4), 抗
CD8 (53-6.7), 抗 B220 (RA3-6B2), 抗 TER119 (Ly-76), 抗 Gr-1 (RB6-8C5), 抗 Mac1 
(M1/70), 抗 Sca-1 (E13-161.7), 並びに抗 c-Kit（2B8）抗体を用いた染色を行った．これ

らの細胞から，セルソーター (FACS Aria III BD 社)を用いて，マウス造血幹細胞 
(cKit+Sca1+Linage-細胞; KSL 細胞)を純化した．この KSL 細胞にレトロウイルスベクタ



ーを用いて BCR-ABL1-EGFP 遺伝子を導入した．別途取得したマウス (C57BL/6) の骨

髄単核細胞（マウス 1匹当たり 5x105細胞）と共に, 放射線 (9.5Gy) 照射を行ったレシ

ピエントマウス (C57BL/6) に尾静脈注射により移植を行なって，CML のマウスモデ

ルを構築した (1次移植).  
次いで，CML 幹細胞の白血病発症能力を解析するため，上記の 1 次移植マウスより

CML 幹細胞を純化してレシピエントマウスに 2 次移植を行った．1 次移植において

CML を発症したマウスの骨髄，及び脾臓より単核細胞を取得し，CML 幹細胞を含む

BCR-ABL1-EGFP+KSL 細胞を純化した．これらの細胞を，上述と同様の方法により,
放射線照射したレシピエントマウス (C57BL/6) に 2 次移植を行った.このマウスの生

存期間を 90日間解析して，CML 幹細胞の白血病発症能力の比較解析を行った． 
さらに，CML 幹細胞の TKI 抵抗性における Gdpd3 の役割を明らかにするため， CML
幹細胞の 1次移植モデルに対して，TKI の投与を行い，CML の再発を解析した．上記

の野生型・Gdpd3 KO CML モデルに対して，人工胃液 (組成, 993ml蒸留水, 2.0g NaCl, 
7ml 濃塩酸, 3.2g ペプシン) 中でダサチニブ(5 mg/Kg, ブリストルマイヤーズ)を，移植

後 8日から 60日まで経口投与し，マウスの生存期間 (再発) の解析を行った．    
 
Gdpd3 KO テトラサイクリン制御型 CML マウス由来の長期 CML 幹細胞の純化 
Gdpd3 KO マウス由来のテトラサイクリン制御型 CML マウス (tet-CML) モデルを樹

立し，未分化な長期 CML 幹細胞の解析を行った．tet-CML マウスモデルは，幹細胞特

異的にテトラサイクリン制御性転写活性化因子 (tTA) を発現する Scl-tTA トランスジ

ェニックマウス (ジャクソン研究所: #6209)と，tTA によって BCR-ABL1 遺伝子の発現

をコントロール出来る tetO-BCR-ABL1 トランスジェニックマウス (ジャクソン研究

所：#6202) の 2系統のトランスジェニックマウスからなるCMLマウスモデルである．

この Scl-tTA・tetO-BCR-ABL1 ダブルトランスジェニックマウスはテトラサイクリン誘

導体であるドキシサイクリン (Dox) (20mg/l; Sigma社) の投与によりBCR-ABL1の発現

を抑制し，Dox投与を中止することで BCR-ABL1 を発現させて CML の発症を誘導する

ことができるテトラサイクリン制御型 CML マウスモデルとして汎用されている.   
 上記の Gdpd3 KO マウスと Scl-tTA，及び tetO-BCR-ABL1 トランスジェニックマウス

の交配を行い，Gdpd3 KO・Scl-tTA・tetO-BCR-ABL1 マウスを樹立した．野生型，並び

にGdpd3 KO・Scl-tTA・tetO-BCR-ABL1トランスジェニックマウスのDox投与を中止し，

5 週間後，CML マウスモデルを得た．次いで，これらの CML の発症誘導を行った野

生型，並びに Gdpd3 KO・Scl-tTA・tetO-BCR-ABL1 トランスジェニックマウスから骨髄

単核球を取得し，未分化な長期CML幹細胞を得るため，抗CD4 (L3T4), 抗CD8 (53-6.7), 
抗 B220 (RA3-6B2), 抗 TER119 (Ly-76), 抗 Gr-1 (RB6-8C5), 抗 Mac1 (M1/70), 抗 Sca-1 
(E13-161.7), 抗 c-Kit（2B8），抗 CD150/SLAM (TC15-12F12.2), 抗 CD48 (HM48-1), 並び

に抗 CD135/Flk2 (A2F10) 抗体を用いた染色を行った．これらの染色を行った細胞から, 
セルソーターを用いて長期 CML 幹細胞を含む CD150+CD48-CD135-KSL 細胞を単離し

た.  
 
細胞周期分布の解析 

生体内における CML 幹細胞の細胞増殖能の制御における Gdpd3 の役割を明らかにす

るため，1次移植 CML マウスモデルに対して Bromodeoxyuridine (BrdU) のパルスラベ



ルを行い，CML 幹細胞における BrdU の取り込みを解析した．野生型・Gdpd3 KO CML
マウスモデルに対して，BrdU (100 mg /Kg; Sigma社) の腹腔内投与を行い，3時間後，

マウス脾臓より単核細胞を分離して，EGFP+KSL 細胞の sorting を行なった．この CML
幹細胞を固定後，抗 BrdU-FITC 抗体 (1:500, Clone # 3D4, BD Biosciences) と 7-AAD 
(BD Biosciences) による染色を行い，フローサイトメトリーを用いて BrdU陽性細胞の

頻度を解析して，CML 幹細胞における細胞周期を解析した． 
 
In vitro での CML 幹細胞のコロニー形成能の解析 
OP-9 ストローマ細胞 (ATCC®, CRL-2749) 上，CML 幹細胞を共培養したのちに，メ

チルセルロース半固形培地を用いて in vitro で維持された CML 幹細胞のコロニー形成

能の解析を行った．まず，OP-9 ストローマ細胞 100,000 細胞を 24 ウェルプレートで

１日間培養した．この細胞上にマウス CML 幹細胞 1,500 細胞を加えた．さらに, この

培養液に Ginkgolide B (Selleck biotech社，最終濃度 2, 5, 10μM)を添加し，3%酸素濃度

条件下, 3日間，37℃で培養を行った．この後に OP-9 ストローマ細胞上で維持された

CML 幹細胞を回収し，リン酸緩衝液を用いて残存する化合物を洗浄後，メチルセルロ

ース半固形培地（GFM3434; Stem cell technology社）中，3%酸素濃度条件下，37℃で 1
週間培養して，コロニー形成能を評価した．さらに，イマチニブ含有条件下，in vitro
での CML 幹細胞のイマチニブ抵抗性の解析を行った．  
 
４．研究成果 

上記のごとく，RNA-Sequence によって CML 幹細胞に特異的な遺伝子発現を解析し

た結果，リゾリン脂質代謝酵素 Gdpd3 が高発現していることを発見した．そこで, マ
ウス正常造血幹細胞と CML 幹細胞との間でリアルタイム qRT-PCR 解析を行い，CML
幹細胞のなかでも最も未分化とされる長期 CML 幹細胞において Gdpd3 が高発現して

いることを確認した．次いで，マウス Gdpd3 遺伝子を標的とする siRNA を合成し，CML
幹細胞に導入後，低酸素 (3%O2濃度) 環境下，メチルセルロース半固形培地中でコロ

ニー形成能の解析を行った．その結果，Gdpd3 siRNA を導入した CML 幹細胞はコロニ

ー形成能が低下していることが明らかとなった． 
そこで，ゲノム編集技術により Gdpd3 KO マウスを樹立して，生体内における CML
幹細胞の機能解析を行った．野生型・Gdpd3 KO マウスから造血幹細胞を純化し，ヒト

CML の原因遺伝子である BCR-ABL1 遺伝子を導入後，放射線照射を行ったレシピエン

トマウスに移植して CML のマウスモデルを構築した．この 1次移植 CML マウスモデ

ルを用いた解析において，Gdpd3 KO CML 幹細胞を移植したマウスは，野生型マウス

由来 CML 幹細胞を移植したマウスと同様の CML 発症能を有していた．ところが，こ

れらのマウスから CML 幹細胞を純化して 2次移植を行った結果，野生型 CML 幹細胞

では CML 発症能が維持されていたのに対して，Gdpd3 KO CML 幹細胞は CML 発症能

を喪失していることが明らかとなった．さらに，これらの 2 次移植を行ったマウスで

の CML 幹細胞の細胞数を解析した結果，野生型 CML 幹細胞では CML 幹細胞が維持

されているのに対して，Gdpd3 KO CML 幹細胞では CML 幹細胞が失われていること

が明らかとなった．これらの結果から，Gdpd3 によるリゾリン脂質代謝は，CML 幹細

胞の長期間の維持に重要な役割を担うことが判明した． 
次いで，CML 幹細胞の長期間の自己複製能の維持における Gdpd3 の役割を明らかに



するため，Gdpd3 KO 幹細胞において CML 幹細胞の維持に必須な細胞周期の休眠状態 
(G0期)での制御を解析した．上記の野生型・Gdpd3 KO CML 幹細胞の 1次移植を行っ

た CML 発症マウスに対して BrdU のパルスラベルを行い，生体内での CML 幹細胞に

おける細胞周期分布の解析を行った．その結果，野生型 CML 幹細胞と比較して，Gdpd3 
KO CML 幹細胞では DNA合成期 (S期) の細胞頻度が増加していることが判明した．

また，蛍光免疫染色を行い，細胞増殖に関わる Akt と S6 リボソーマルタンパク質のリ

ン酸化状態を解析した．その結果，野生型マウス由来の CML 幹細胞では Akt や S6 の

リン酸化が低下しているのに対して，Gdpd3 KO マウス由来の CML 幹細胞では，Akt
とS6のリン酸化レベルが亢進していることが明らかとなった．従って，Gdpd3 KO CML
幹細胞では PI3K-Akt-mTORC1 経路が活性化して細胞周期の S 期の細胞頻度が増加し

ていると考えられる．興味深いことに，野生型 CML 幹細胞において，幹細胞性の未分

化性の維持に関わる Foxo3a が細胞核に局在して活性化状態にあることが判明した．そ

れに対して Gdpd3 KO CML 幹細胞では Foxo3a は細胞核から細胞質へと排出され，活

性を喪失していることが明らかとなった．また，野生型 CML 幹細胞では Foxo3a と

b-catenin との相互作用が検出されたが，Gdpd3 KO CML 幹細胞では Foxo3a とb-catenin
との相互作用が低下していた． 
さらに，野生型・Gdpd3 KO CML 幹細胞を用いて，CML 幹細胞の TKI 抵抗性におけ

る Gdpd3 の役割を解析した．上記の CML 幹細胞を移植したマウスに対して TKI ダサ

チニブを投与して，マウスの生存期間 (再発) を解析した．その結果，野生型マウス由

来の CML 幹細胞を移植したマウスでは，移植から 90日で再発を起こしてマウスは死

亡した．それに対して，Gdpd3 KO CML 幹細胞を移植したマウスでは，ダサチニブ治

療後の白血病発症能が低下し，生存期間が延長していることが判明した．これらの野

生型・Gdpd3 KO マウス由来の CML 幹細胞を移植したマウスにおいて，ダサチニブ投

与後に残存している TKI 抵抗性 CML 幹細胞の解析を行った．その結果，野生型マウ

ス由来の CML 幹細胞はダサチニブ投与後も残存しているのに対して，Gdpd3 KO マウ

ス由来の CML 幹細胞は，ダサチニブ投与後，減少していることが明らかとなった． 
これらの野生型, 及び Gdpd3 KO CML 幹細胞における脂質代謝産物の解析を行った

結果，血小板活性化因子(PAF) 経路が低下していることが明らかとなった．そこで，

PAF経路に関わる Ginkgolide B  (Selleck Chem社) を用いて CML 幹細胞の抑制効果を

解析した．テトラサイクリン誘導型 CML マウスモデル (Scl-tTA・tetO-BCR-ABL1 ダ

ブルトランスジェニックマウス) から最も未分化な長期 CML 幹細胞を純化し，生体内

環境を模倣した OP-9 ストローマ細胞との共培養を用いて CML 幹細胞に対する

Ginkgolide B の抑制効果の解析を行った．その結果，Ginkgolide B処理によって CML
幹細胞のコロニー形成能が低下していることが判明した．さらに，TKI (イマチニブ・

ダサチニブ) 存在下，Ginkgolide B の処理を行うと，TKI 抵抗性 CML 幹細胞が低下す

ることが明らかとなった．従って， PAF経路は，Gdpd3 の下流で CML 幹細胞の自己

複製能の維持や TKI 抵抗性に関わっており，Gdpd3 の下流の代謝経路を抑制する CML
幹細胞の治療標的となると考えられる． 
 以上の結果から，Gdpd3 によるリゾリン脂質代謝は CML 幹細胞の未分化性の維持，

並びに TKI 抵抗性に重要な役割を担うことが明らかとなった．本研究成果を基盤とし

て，今後，CML 幹細胞特異的なリゾリン脂質代謝経路の解明，及びこれらを標的とす

る副作用の少ない CML 幹細胞に特異的な治療法の開発へと発展させる計画である． 
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