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研究成果の概要（和文）：hADSCを、溶存酸素濃度を指標として低酸素培養することにより、新規のhADSCの亜集
団を同定した。この時、解糖系が亢されることが認められた。このとき、これらの集団では、低酸素応答因子
HIF非依存的なNotchシグナルの活性化が引き起こされていた。Notchシグナルは解糖系亢進に関与するトランス
ポーター等の発現上昇、解糖系抑制に関与する酵素群の発現抑制に関与することを見出した。また、Notchシグ
ナルはp53シグナル経路の抑制、NF-κBによるGLUT3, TPIの発現上昇に関与していることを明らかにした。同時
に、上記の亜集団から、上述の表現型を強く示すさらなる細胞集団の絞り込みに至った。

研究成果の概要（英文）：Human adipose tissue-derived multilineage progenitor cells (hADMPCs) are 
attractive for cell therapy and
tissue engineering because of their multipotency and ease of isolation without serial ethical 
issues.  Here, we show that Notch signaling is required for glycolysis regulation under hypoxic 
conditions. Our results demonstrate that 5% O2 dramatically increased the glycolysis rate, improved 
the proliferation efficiency, prevented senescence, and maintained the multi potency of hADMPCs.  
Hypoxia significantly increased the level of activated Notch1 and expression of its downstream gene,
 HES1. Furthermore, Hypoxia markedly increased glucose consumption and lactate production, which 
decreased back to normoxic levels on treatment with a g-secretase inhibitor. We also found that HES1
 was involved in induction of GLUT3, TPI, and PGK1 in addition to reduction of TIGAR and SCO2 
expression. These results clearly suggest that Notch signaling regulates glycolysis under hypoxic 
conditions.

研究分野：幹細胞生物学・皮膚科学

キーワード： 間葉系幹細胞　分化能　Notchシグナル　解糖系　代謝
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１．研究開始当初の背景 
ヒト脂肪組織由来間葉系幹細胞(hADSC)は比
較的低侵襲に分離でき、多能性や増殖能力を
携えていることから、細胞再生医療における
有用な細胞資材の一つとして捉えられてい
る。しかしながら、間葉系幹細胞には細胞老
化による増殖能および分化能の低下が観察
され、これらが積極的な臨床応用を阻む一因
となっている。一般的に、体性幹細胞の多く
は生体内の比較的低い酸素濃度の環境下に
存在するとされており、そしてそのような環
境下では、Stemness（幹細胞らしさ）を維持
するメカニズムがはたらくとされている。私
たちは、hADSCを至適な低酸素培養条件下に
暴露することにより幹細胞としての機能亢
進が付与され、この現象に特有のシグナル系
が存在しエネルギー産生を制御することを
見出した。 
 
２．研究の目的 
申請者らは分子ゲージによる低酸素培養法
(特許出願)を介し、ヒト脂肪組織由来新規間
葉系幹細胞(Hx-hADMPC)の創製に成功した。
また、そのメカニズムを探索したところ、
Notchシグナルおよび解糖系の亢進が認めら
れた(Stem Cell Dev 2014)。また、マイクロ
アレイ機能解析によりメカニズムに関わる
新規シグナル伝達機構の存在が示唆された。
そこで本研究では、Hx-hADMPCの低酸素培
養下における ①Notch シグナルで制御され
る遺伝子の同定と未分化性維持・多分化性に
関わるシグナル機構の解析、②低酸素環境下
における新規解糖系機構の探索、③Notchシ
グナル系と新規解糖系シグナルクロストー
ク機構を応用した更に高品質なヒト脂肪由
来間葉系幹細胞創製を目的とし、標的細胞・
組織に高い指向性をもつオーダーメード再
生医療用幹細胞資材提供を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
ヒト脂肪組織由来間葉系幹細胞（human 
adipose tissue-derived mesenchymal stem 
cells: hADSC）は、形成外科手術時余剰ヒト
脂肪より単離した。脂肪組織は細かく切り刻
んだ後、0.3 ユニット/mL のコラゲナーゼ
I/PBS 中で 37℃にて 1時間激しく振盪しなが
ら処理した。その後、同量の 20% ウシ胎児血
清（Fetal Bovine Serum (FBS); Cell culture 
Bioscience, 東京, 日本）含有 DMEM (ナカラ
イテスク、京都、日本)を加え、遠心し、
Stromal Vascular Fraction (SVF)を得た。
SVF は Lymphoprep (AXIS Shield, Olso, 
Norway)と密度勾配遠心し、単球フラクショ
ンを得た。単球フラクションを 10% FBS 含有
DMEM で播種し、翌日 PBS で洗浄し、付着細胞
のみを hADSC 維持培地で培養し樹立した。
hADSC の維持培地には、
1×Antibiotic-Antimycotic Mixed Stock 
Solution (ナカライテスク、京都、日本)、

10% FBS、10 ng/mL Epidermal growth factor 
(Pepro Tec, NJ, USA) 、10 mM HEPES Buffer 
Solution (ナカライテスク、京都、日本)、
1×GlutaMAX (Thermo Scientific, MA, USA)
含有 Knockout DMEM (Thermo Scientific, MA, 
USA)培地を供した。通常酸素培養は細胞を
5×103 cells/cm2となるよう播種した後 37℃, 
5% CO2条件下にて培養を行い、その間 2日ご
とに培地交換を行った。低酸素培養は細胞を
5×103 cells/cm2となるよう播種した後、37℃, 
5% CO2, 5% O2条件下にて培養を行いその間 2
日ごとに培地交換を行った。Notch シグナル
阻害には(3,5-Difluorophenylacetyl)-Ala- 
Phg-OBut (DAPT)（ペプチド研究所, 大阪, 日
本）を最終濃度 1 µM になるように培地へ加
えた。ヒト脂肪組織の使用に際しては、近畿
大学と神戸大学、先端医療振興財団、大阪市
立大学医学部、富田林病院にて倫理委員会か
ら承認を得て行った。 
(2) ウェスタンブロッティング法 
 細胞を PBS で洗浄し、M-PER Mammalian 
Protein Extraction Reagent （ Thermo 
Scientific, MA, USA）により溶解し、タン
パク質の抽出を行った。細胞質分画、核分画
の抽出には NE-PER（Thermo Scientific, MA, 
USA）を使用した。抽出したタンパク質は、
4×SampleBuffer (0.25 M Tris-HCl (pH 6.8), 
8% SDS, 10%グリセロール, 0.04%ブロモフェ
ノールブルー, 5% 2-メルカプトエタノール)
と混合したのち、95℃で 5分間ボイルし、SDS
を含むポリアクリルアミドゲルで泳動、分離
を行った。分離したタンパク質は PVDF 膜 
(Immobilon-P；Millipore) に転写した。ブ
ロッキングは 5%スキムミルク/TBST (20 mM 
Tris-HCl (pH 7.4), 137 mM NaCl, 0.1% 
Tween-20)を使用した。今回実験で使用した
抗体は、一次抗体として、ウサギ免疫抗
Cleaved Notch1 (Val1744) (D3B8)モノクロ
ーナル抗体 (1000 倍希釈) (Cell signaling, 
MA, USA)、ウサギ免疫抗 HES1 モノクローナ
ル抗体(1000 倍希釈)(Abcam, MA, USA)、マウ
ス免疫抗ヒト HIF-1α モノクローナル抗体 
(1000 倍希釈) (BD Biosciences, CA, USA)、
マウス免疫抗 Hypoxia inducible factor2 
alpha モノクローナル抗体 (1000 倍希釈) 
(CHEMICON INTERNATIONAL, CA, USA)、ウサ
ギ免疫抗 NF-κB p65 (D14E12)モノクローナ
ル抗体 (1000 倍希釈) (Cell signaling)、マ
ウス免疫抗IκBα (L35A5)モノクローナル抗
体抗 (1000 倍希釈) (Cell signaling)、ウサ
ギ免疫抗 Phospho-p53 (Ser15)ポリクローナ
ル抗体（1000 倍希釈）（Cell signaling）、ウ
サギ免疫抗 Phospho-MDM2 (Ser166)ポリクロ
ーナル抗体（1000倍希釈）（Cell signaling）、
マウス免疫抗 Actin モノクローナル抗体
（Clone C4） (10000 倍希釈) (Millipore)、
マウス免疫抗 Lamin A/C (636)モノクローナ
ル抗体（1000 倍希釈）（SANTA CRUZ）、2次抗
体として、HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体 (5000
倍希釈)、HRP 標識抗マウス IgG 抗体 (5000



倍希釈) (以上すべて Cell signaling)を使用
した。検出は LuminataTM Forte Western HRP 
Substrate ま たは LuminataTM Crescendo 
Western HRP Substrate ( 以 上 す べ て
Millipore) を使用し、37 ℃にて 5分間イン
キュベーションした後、GE ヘルスケア社
（ Buckinghamshire, UK ）の Image Quant 
LAS4000 mini で撮影した。また、バンドのマ
ーカーとして、ビオチン化プロテインラダー 
(Cell signaling) とプレステインプロテイ
ンマーカー（nacalai tesque）の 2種を用い
た。また、ビオチン化プロテインラダーを検
出するために、HRP 標識抗ビオチン化抗体 
(5000 倍希釈) (Cell signaling) を用いた。 
(3)定量的 PCR 
Total RNA は RNeasy Micro Kit (Qiagen, 
Hilden, Germany) を用いて抽出した。cDNA
は、Total RNA 1 µgより、Verso cDNA Synthesis 
Kit (Thermo Scientific) を用いて合成し、
合成後の cDNA は MinElute PCR Purification 
Kit (Qiagen) を用いて精製した。定量的 PCR
は SsoFast EvaGreen supermix (Bio-Rad, CA, 
USA) を使用して行った。内部標準となる遺
伝子は、8 種類のハウスキーピング遺伝子の
中から、geNorm ソフトウエア (Biogazelle, 
Zwijnaarde, Belgium) を用いて決定し、そ
れぞれの遺伝子の相対的な発現量を ΔΔCt
法にて算出した。 
(4) グルコース消費量の測定 
 培地中グルコース濃度はGlucose Cellular 
Uptake Measurement Kit（BioAssay Systems, 
CA, USA）を用いて定量し、実験方法は
BioAssay Systems社のプロトコルに準拠した。
グルコース濃度は励起波長 540 nm、蛍光波長
590 nm における蛍光強度を Microplate 
reader Synergy 2 (BioTek, Winooski, VT, 
USA) を用いて定量し、測定した細胞のタン
パク量にて補正し、グルコース消費量として
算出した。 
(5) 乳酸産生量の測定 
 培地中乳酸濃度は Lactate Colorimetric 
Assay kit Ⅱ (BioVision, CA, USA)を用い
て定量し、実験方法は BioVision 社のプロト
コルに準拠した。乳酸濃度は吸光波長 450 nm
における吸光度を、 Microplate reader 
Synergy 2 (BioTek) を用いて定量し、測定
した細胞のタンパク量にて補正し、乳酸産生
量として算出した。 
(6)ルシフェラーゼアッセイ 
 pGF1-mCMV もしくは pGF1-HIF1 （ SBI, 
Moutain View, CA, USA）レポーターレンチ
ウイルスベクターを感染させた hADSC に、
DsRedもしくはNotch1IC発現アデノウイルス
ベクターを導入した。Notch シグナル阻害実
験には、pGF1-mCMV もしくは pGF1-HIF1 レポ
ーターレンチウイルスベクターを感染させ
た hADSC に、5 µMとなるように DAPT を添加
した。細胞内のルシフェラーゼ活性は、
Luciferase Reporter Assay System 
(Promega)を用いて測定した。実験方法は

Promega 社のプロトコルにしたがって行った。
Luciferase 活性は、総タンパク質量で補正し
た。 
 
４．研究成果 
(1)低酸素条件下において解糖系は Notch シ
グナルに制御される 
hADSC において、Notch シグナルに制御され
うる代謝経路を検討するために、hADSC を通
常酸素、低酸素濃度下で培養したもの、なら
びに NICD1, Hes1 を過剰発現させたものでメ
タボローム解析を行った。主成分分析の結果、
これらの代謝経路は大きく異なっているこ
とが明らかとなった。低酸素条件下における
Notch シグナルを介した解糖系の調節にどの
ような因子が関与するのか検討を行うため
に、低酸素条件下において発現が変動する解
糖系遺伝子とNotchシグナルとの関係につい
て検討を行った。リアルタイム PCR 法を用い
たスクリーニング試験により、解糖系に関わ
る因子をコードする遺伝子である SLC2A1 
(GLUT1), SLC2A3 (GLUT3), TPI, PGK1, PFKFB3
の発現が低酸素条件下にて上昇すること、
TIGAR, SCO2 が低酸素条件下にて低下するこ
とが示された。また、ノックダウン、過剰発
現系、阻害剤実験等により、低酸素下におけ
る解糖系の亢進には Notch-HES1 経路を介し
た GLUT1, GLUT3, TPI, PGK1, PFKFB3, TIGAR, 
SCO2 の発現調節が関わっていると示唆され
た。さらに、解糖系にかかわる酵素の活性を
調べたところ、低酸素条件下では Notch シグ
ナルによって解糖系の酵素が活性化すると
ともに、ミトコンドリア呼吸が抑制されるこ
とによって、嫌気的解糖系が亢進しているこ
とが示唆された。 
 
(2) NF-κB シグナルは解糖系制御に関与する 
次に、Notch シグナルがどのように解糖系に
関わる因子を制御しているのか検討するた
めに、細胞内シグナル伝達に着目した。糖代
謝に関与するシグナル伝達を網羅的に解析
した結果、低酸素で NF-κB の構成タンパク
質である p65 の核内移行が増加し、Notch シ
グナルを阻害することでp65の核内移行は減
少することから、低酸素状態において Notch
シグナルは NF-κB シグナルを活性化するこ
とが明らかとなった。また、HES1 の過剰発現
で IκBαの発現が低下し、p65 の核内移行の
増加が確認された。以上の結果から、NF-κB
経路は Notch-HES1 経路によって活性化され
ることが明らかとなった。そこで、NF-κB 経
路の活性化による解糖系への影響を検討す
るために RELA 遺伝子をノックダウンしたと
ころ、グルコース取り込み量や乳酸産生量の
減少が引き起こされた。 また、定量的 PCR
法にて NF-κB 経路と解糖系因子との関係に
ついて検討を行ったところ、RELA ノックダウ
ンにより SLC2A3 (GLUT3), TPI の発現低下が
確認されたことから、GLUT3, TPI の発現は
NF-κB シグナルに制御されていることが明



らかとなった。以上より、低酸素状態下では
Notch-HES1 経路によって NF-κB シグナルの
活性化が起こり、解糖系を亢進させている可
能性が示唆された。 
 
(3) p53 は解糖系の制御に関与する 
さらにNotchシグナルが関与するシグナル因
子の探索を行ったところ、解糖系の抑制に関
与することが知られているリン酸化p53の核
内での発現量が低酸素条件下において低下
することが判明した。また、NICD1, HES1 を
それぞれ過剰発現させた hADSC において、リ
ン酸化p53の発現量が顕著に減少した。次に、
p53 の発現量低下による解糖系への影響を検
討するために、p53をノックダウンしたhADSC
における細胞内へのグルコース取り込み量、
乳酸産生量への影響を検討した。すると、p53
をノックダウンしたhADSCではグルコース取
り込み量や乳酸産生量が増加していること
が確認された。そこで、p53 の抑制によって
解糖系因子がどう影響を受けるのか、定量的
PCR 法にて検討を行ったところ、p53 のノッ
クダウンによって TP53 遺伝子の発現量がお
よそ 1/10 にまで抑制されていることが確認
でき、解糖系抑制因子である TIGAR の減少や
SLC2A1(GLUT1), PFKFB3 の増加が確認された。
また、p53 のノックダウンによって NF-κBの
活性化が引き起こされた。以上のことから、
低酸素条件下では Notch-HES1 経路によって
p53 による解糖系の制御が抑制され、解糖系
を亢進させている可能性が示唆された。 
 
(4) Notch シグナルは HIF の転写活性を活性
化する 
5%酸素濃度下の hADSC では、HIF の有意な安
定化を観察することは出来なかった。しかし、
Notch シグナルが活性化することで HIF の活
性を上げるという報告がある。また、HIF は
解糖系制御因子をコードする遺伝子の上流
プロモーター部分に結合し、これら遺伝子の
発現を直接的に制御するとの報告もある。実
際、リアルタイム PCR 法を用いたスクリーニ
ング試験により、解糖系に関わる因子をコー
ドする遺伝子である SLC2A1 (GLUT1), PGK1, 
PFKFB3 の発現を検討したところ、低酸素条件
下にて上昇していた発現量が、HIF1A をノッ
クダウンしたhADSCにおいて抑制されること
を見出した。また、HIF1A をノックダウンす
ると、グルコース取り込み量や乳酸産生量が
減少することも確認できたことから、
HIF-1α は低酸素条件下での hADSC の糖代謝
に関与していることが示された。さらに、
NICD１を過剰発現し、さらに HIF-1αをノッ
クダウンした hADSC において、SLC2A1 
(GLUT1)の遺伝子発現量の変化をリアルタイ
ム PCR 法にて検討したところ、NICD1 を過剰
発現させることによって上昇した発現量が、
HIF-1α ノックダウンによって減少した。こ
のことから、解糖系制御遺伝子は Notch-HES
シグナルとHIFの協調によって制御されると

示唆された。これを受けて、Notch シグナル
がHIFの転写活性を制御するかについて、HIF
応答プロモーターコンストラクトを用いた
プロモーターアッセイを行ったところ、興味
深いことに、Notch シグナルの活性化により、
HIF の転写活性が上昇することが観察され
た  。このことから、Notch シグナルは HIF
の転写活性を上昇させることにより、解糖系
を制御している可能性が示唆された。 
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