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研究成果の概要（和文）：ヒトの悪性腫瘍の中で最も治療が困難なもののひとつに悪性グリオーマと呼ばれる脳
腫瘍がある。本研究では悪性グリオーマの特性を知り、新たな治療法の開発の手がかりとするために、腫瘍細胞
の代謝動態を調べた。その結果、本腫瘍では脂質の合成も利用も共に活発に行われ、悪性の性質に寄与している
と考えられた。また、代謝を調節する薬剤であるメトホルミンの投与により、腫瘍細胞の代謝動態と共に、遺伝
子の化学修飾による発現調節（エピジェネティクス）が大きく変動した。これらの結果より、悪性グリオーマ細
胞内における代謝とエピジェネティクスとの相方向性の影響が本腫瘍の生物学的特性の基礎にあることが示され
た。

研究成果の概要（英文）：Malignant gliomas are brain tumors resistant to multimodal therapy, 
representing the most malignant class of tumor in human. In the present study, we investigated 
metabolic state of malignant glioma cells to understand biological nature of the tumor and gain a 
clue to novel therapeutic approach. We found that both synthesis and utilization of lipids are 
increased in the tumor cells to contribute to the malignant nature. When we applied metoformin, a 
drug regulating metabolism, to the glioma cells, drastic changes were observed not only in metabolic
 state but also in the chemical modification of gene expression (epigenetics). These results 
indicate that the biological characteristics of malignant gliomas are dependent of crosstalk between
 metabolism and epigenetics.

研究分野： 神経病理学

キーワード： グリオーマ　腫瘍幹細胞　代謝　エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景	 

(1)グリオーマ幹細胞とその治療標的として

の意義	 

	 	 グリオブラストーマに代表される悪性

グリオーマは脳実質内に浸潤性に増殖する

ため外科的全摘出が困難であり、放射線化学

療法を加えても多くの場合再発を免れない

ため、最も難治性の腫瘍のひとつである。最

近、さまざまな血液腫瘍や固形腫瘍で腫瘍幹

細胞の存在が確認され、グリオーマ組織やグ

リオーマ細胞株からも腫瘍幹細胞が分離さ

れている。腫瘍幹細胞は発生段階における正

常幹細胞を模倣し、非対称性分裂によって自

己複製を行うとともに、より分化した腫瘍細

胞を産生し続ける能力を有し、放射線化学療

法に抵抗性を示すため、腫瘍の発生、転移、

再発のいずれの局面においても腫瘍細胞の

主たる供給源として働くと考えられる。した

がって悪性グリオーマの治療開発のために

は、グリオーマ幹細胞の生物学的特性を理解

し、治療のための分子標的を探索する必要が

ある。	 

	 

(2)腫瘍細胞の代謝動態の特性と幹細胞性

(stemness)について	 

	 	 本研究では、正常細胞や分化したグリオ

ーマ細胞とグリオーマ幹細胞とを区別する

特性として、代謝動態の違いに着目する。	 

	 	 一般に腫瘍細胞では、代謝状態が正常細

胞と異なることが知られている。中でも糖代

謝に関して、Warburg 効果は腫瘍細胞におけ

る代謝の特徴として古くから重視されてき

た。Warburg 効果とは、腫瘍細胞では有酸素

下においても、元来嫌気的条件で作動する解

糖系によるグルコースの代謝と効率の悪い

ATP の産生に偏っており、TCA 回路における

酸化的リン酸化へのグルコースの供給が少

ないという現象である。Warburg 効果はエネ

ルギー産生の観点からは一見不利であり、そ

の意義については長い間定説がなかった。し

かしながら近年、Warburg 効果がペントース

リン酸経路における核酸や NADPH の合成や、

PI3K/Akt/mTOR 経路、c-Myc、	 p53 経路とい

った癌遺伝子、癌抑制遺伝子の経路と連動し

ていることが理解されるようになった。この

ように Warburg 効果は、腫瘍細胞特有の細胞

外環境や旺盛な増殖のための分子の生合成

の需要に適応するための、さまざまな遺伝子

発現や他の代謝経路の変化を伴った現象で

あることが明らかになりつつある。	 

	 	 最近、グルコースの欠乏した条件ではグ

リオーマ幹細胞の生存率が亢進するととも

に、より分化したグリオーマ細胞からグリオ

ーマ幹細胞が誘導されることが示された。ま

た、このようにして数を増やしたグリオーマ

幹細胞では、グルコーストランスポーターの

発現が高く、グルコースの取り込みが亢進し

ていた。さらに、グリオーマ幹細胞ではエネ

ルギー産生の経路として酸化的リン酸化と

解糖系を情況によって柔軟に使い分けるこ

とができると言う報告もある。これらのこと

から、腫瘍細胞における幹細胞性(stemness)

には、ストレス環境における代謝を通した適

応といった側面があり、グリオーマ幹細胞は

生存により有利な代謝特性をもっているこ

とが示唆される。	 

	 

(3)グリオーマ細胞における脂質代謝につい

て	 

	 	 近年、さまざまな癌細胞で脂肪酸合成酵

素(FASN)が発現し、脂肪酸合成が亢進してい

ることが報告されている。脂肪酸は細胞膜の

リン脂質の材料、β酸化によるエネルギーの

供給源、脂質性シグナル伝達に関わる分子の

合成材料として、腫瘍細胞の生存や増殖に密

接に関与している。細胞内の脂質の恒常性は、

内在性の脂肪酸合成、CD36 や endocytosis を

介した細胞外からの脂質の取り込み、および

脂肪酸分解の三者のバランスにより成り立

っている。グリオーマ細胞における脂質代謝



動態は上述の糖代謝に比べると未知な点が

多いが、最近、グリオーマの悪性度が増すに

つれ FASN の発現が高くなること、EGF 受容体

に遺伝子変異を持つグリオブラストーマで

は脂質合成の阻害が治療効果を示すことが

示された。しかしながら、グリオーマ幹細胞

における脂質代謝の特性についてはいまだ

ほとんど調べられていなかった。また、申請

者はグリオーマ細胞が種々のストレス条件

下で幹細胞様の形質を示すこと、ヒトグリオ

ーマ細胞や組織において fatty	 acid	 

synthase	 (FASN)や acetyl-CoA	 carboxylase	 

(ACC)といった脂質合成に関与する酵素が発

現していることを見い出してきた。	 

	 

２．研究の目的	 

(1)	 グリオーマ細胞における脂質代謝関連

蛋白の発現パターン、リン酸化パターンの解

析を通してグリオーマ細胞における脂質代

謝の特性を明らかにする。	 

	 

(2)	 グリオーマ細胞にメトホルミンを作用

させることによる脂質代謝動態の変化を細

胞レベル、蛋白レベル、遺伝子発現レベルで

解析する。このことにより、グリオーマ細胞

における脂質代謝動態が細胞の生存、増殖、

幹細胞性に及ぼす影響を検証し、代謝関連因

子を標的とした治療開発の端緒とする。	 

	 

３．研究の方法	 

(1)	 代謝動態の評価のための in	 vitro 実験

系の確立	 

	 	 細胞培養に用いる液体培地中の血清濃

度やグルコース濃度はグリオーマ細胞の糖

代謝や脂質代謝動態に大きな影響を及ぼす

と考えられる。通常の培養条件では細胞の安

定的な増殖のためにこうした因子が過剰に

供給されているため、代謝経路への実験的介

入の条件設定や再現性の確保を困難にして

いる。そこで、ヒトグリオーマ細胞株 U373

と U87 をさまざまな血清濃度、グルコース濃

度の環境で培養し、可能な限り低血清濃度、

低グルコース濃度下に安定的な増殖を得ら

れる条件を決定するべく検討した。	 

	 

(2)	 (1)で確立した低血清・低グルコース濃

度培養条件下の U373 および U87 において、

脂質代謝関連蛋白（CPT1C、FASN、ACC1、AMPK）	 

の発現パターンおよびリン酸化のパターン

を、免疫染色ならびにウェスタンブロッティ

ング法で検討した。また、この系において 1mM

メトホルミン投与の代謝動態への経時的な

影響を、これら蛋白の発現パターンやリン酸

化パターンの変化を指標に検討した。	 

	 

(3)(1)で確立した U373 の低血清・低グルコ

ース濃度培養条件下において 1mM メトホル

ミン 3 日間投与した後、マイクロアレイ解析

を用いて遺伝子発現の変化を網羅的に検討

した。	 

	 

４．研究成果	 

(1)	 代謝動態の評価のための in	 vitro 実験

系の確立	 

	 	 U373 と U87 を低血清濃度、低グルコー

ス濃度の環境で培養して馴化した結果、2%

血清、17.5mM グルコースの条件で継代可能

で安定的な増殖を得られることが判明した。

これにより、血清やグルコースが代謝の基

底状態に及ぼす影響がより低減された実験

系が得られた。 
 
(2) 脂質代謝関連蛋白の発現パターンおよび
リン酸化のパターン	 

	 	 上記の in	 vitro 系において CPT1C、FASN、

ACC1、AMPK に対する免疫染色を行ったところ、

CPT1C は核に発現し、FASN が細胞質に発現

していた。この結果よりグリオーマ細胞で

は脂肪酸の合成と分解・利用の両方が亢進

していることが示唆された。また、ACC1 は



グリオーマ細胞の胞体に分布したが、リン

酸化ACC1はCPT1Cと同じく核に移行してい

た。AMPK は非リン酸化、リン酸化状態とも

に細胞質に局在した。	 

	 

(3)代謝経路への実験的介入	 

① 1mM メトホルミンの添加により、低血
清・低グルコース培養において、U373 の増

殖が通常培養よりも顕著に抑制された。 
② メトホルミン添加低血清・低グルコース
培養において、細胞質内の ACC1 が減少し、

リン酸化 ACC1 が核内への移行が促進され

た。ウェスタンブロッティングによっても

メトホルミン添加により ACC1、AMPK のリン

酸化がともに亢進することを示唆する結果

が得られ、免疫染色で観察された所見に合

致した。このことはメトホルミンが AMPK

の活性化を介して ACC1 をリン酸化し、脂肪

酸合成を抑制するとの仮説（Fullerton,	 

2013）に合致した。	 

③ 両グリオーマ株ともに低グルコース濃
度の幹細胞培養条件において良好な

sphere 形成が得られた。	 

	 

(4)	 代謝動態と遺伝子発現プロファイル	 と

の関係	 	 

	 	 上記の U373 低血清・低グルコース濃
度培養条件下においてメトホルミン 1mM
を 3日間作用させた後、マイクロアレイ解
析を用いて遺伝子発現の変化を網羅的に検

討した結果、753 の遺伝子で発現亢進が、
382 の遺伝子で発現低下が有意に認められ
た。メトホルミン投与により、予想された

代謝関連遺伝子、増殖関連遺伝子などの発

現変化に加えて、58の癌抑制遺伝子で有意
な発現亢進がみられ、その大半が DNA メ
チル化やヒストンの化学修飾といったエピ

ジェネティックな発現制御を受けることが

知られている遺伝子であった。中でも

sox11 は顕著な発現亢進を示した。Sox11

はグリオーマ幹細胞をニューロンへ分化さ

せる方向に働き、癌抑制遺伝子として働く

との報告がある（Hide,	 2009）。このこと

から、悪性グリオーマ細胞内における代謝

とエピジェネティクスとの相方向性の影響

が本腫瘍の生物学的特性や幹細胞性維持機

構の基礎にあることが示された。 
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