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研究成果の概要（和文）：神経膠腫幹細胞の代謝特性及び分子背景を解析し、治療標的となりうる代謝関連因子の同定
を目標として研究を行った。具体的には、悪性神経膠腫のマウスモデルを用いて、解糖経路を利用する腫瘍幹細胞及び
TCA回路を利用する腫瘍幹細胞を樹立し、代謝特性の解析を行った。その結果、各々の幹細胞分画について利用する基
質及び代謝特性を規定する酵素群を同定した。さらに、TCA回路を利用する神経膠腫幹細胞が低酸素の条件下では柔軟
に代謝経路を変えることができ、代謝可塑性を有することを見出した。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to analyze the metabolic characteristics of 
glioma stem cells (GSCs) and identify related targetable factors. With the use of a mouse model of 
glioblastoma, we established GSCs that rely on glycolysis and GSCs that obtain energy mainly through the 
tricarboxylic acid cycle and investigated their metabolic characteristics. For each GSC fraction, we 
identified their preferential substrates and the enzymes supporting their metabolic profile. Furthermore, 
we showed that GSCs that can use the TCA cycle under normal conditions can flexibly switch to glycolysis 
in hypoxic conditions and that they display metabolic plasticity.　
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１．研究開始当初の背景 

癌幹細胞は自己複製能、分化能が高く、ひ

とつの細胞からでも腫瘍塊を再構築する能

力を持っていることから、腫瘍再発の責任細

胞であると考えられている。つまり、癌を根

治する上で癌幹細胞の根絶が必須であると

いえる。膠芽腫（Glioblastoma: GBM）は再

発率が高く、生存期間が 2 年に満たない予後

不良な腫瘍である。GBM においても、治療

成績が向上しない原因の一つは神経膠腫幹

細胞（glioma stem cell: GSC）の存在にある

と考えられている。GSC は薬剤を排出する能

力、DNA損傷を修復する能力とも高いため、

既存の抗癌剤及び放射線治療では根絶がで

きない。つまり、GBM の再発を予防するた

めには GSC の特性を標的とした、新たな発

想に基づく治療が求められている。しかし、

GSC の性質がまだ十分に解明されていない

ため、治療標的となりうる特性や分子も未だ

に同定されていない。申請者はこれまでの研

究の遂行過程で、GSC が二つのエネルギー産

生経路を利用することができ、正常脳・腫瘍

組織の中でも極めて特徴的な代謝プロファ

イルを示すことを見出した。本研究では、

GSC の代謝特性の分子背景をさらに詳しく

解析し、GSC のエネルギー産生の規定因子で

あり、治療標的となりうる代謝関連因子の同

定を目標とした。 

 

２．研究の目的 

代謝経路の異なる２種類のマウス GSC モ

デル細胞を用いて、それぞれの代謝経路につ

いてその規定分子を探索し、GBM において

治療標的になりうる代謝制御因子の同定を

目標として研究を行った。具体的には、以下

の検討を行うものとした。 

（１）２種類の GSC モデル細胞のフェノタ

イプ解析：GSC、非癌幹細胞、そして正常神

経幹細胞（neural stem cell, NSC）との間で

遺伝子・蛋白質の発現解析、細胞内・外の代

謝産物の解析を行い、解糖系 GSC と TCA 回

路系 GSC に特異的に発現している因子を探

求する。 

（２）フローサイトメトリーを用いた解糖

系・TCA 回路系 GSC の分取法の確立：ヒト

GSC 細胞株から代謝経路が異なる様々な分

画の単離、樹立を最終目標に、マウスモデル

を用いて 2種類の代謝プロファイルの細胞を

分取する方法を確立する。 

（３）代謝経路制御因子の解析：（１）で同

定した因子についてマウスモデルで役割及

び機能解析を行い、解糖系 GSC と TCA 回路

系 GSC の代謝経路の規定因子を特定する。

さらに、特定した因子について、抗 GSC 治

療標的としての有用性を検証する。 

 

３．研究の方法 

（１）２種類の GSC モデル細胞のフェノタ

イプ解析： 

①基本特性の解析：樹立している 2 種類の

GSC の増殖能は細胞数カウント、自己複製能

はスフェア形成能より算出した。さらに、

GSC をマウスの前脳に移植し、形成された腫

瘍の病理組織解析を施行した。 

②細胞外フラックス解析：シーホース細胞外

フラックスアナライザーを用いて、GSC の細

胞外液酸性化速度、酸素消費を測定した。ま

た、BP400 バイオケミカル・アナライザーを

用いて、酸素、糖、グルタミンの消費、pH

の変動、乳酸、グルタミン酸、アンモニアの

産生を評価した。 

③遺伝子発現解析：Ink4/Arf -/-NSC、解糖系

GSC と TCA 回路系 GSC のマイクロアレイ

（Affimetrix の GeneChip）解析結果より

Gene Set Enrichment Analysis にて各遺伝

子群で特異的に上昇している代謝関連酵素

を検証した。  



（２）フローサイトメトリーを用いた解糖

系・TCA 回路系 GSC 分画の分取法の確立：

①分取方法１の検討：GSC に蛍光標識された

酸化ストレスマーカー及び代謝産物類縁体

を添加し、フローサイトメトリーにてラベル

体の取り込みが異なる分画を分取し、代謝特

性の解析を行った。 

 

図１：全 GSC より解糖系 GSC（GSCGLY）

及び TCA 回路系 GSC（GSCTCA）を分取す

る方法の検討 

②分取方法２の検討：GSC に細胞内酸素化状

態を反映するマーカーを添加し、フローサイ

トメトリーにてラベル体の取り込みが異な

る分画を分取し、代謝特性の解析を行った。 

 

（３）代謝経路制御因子の解析： 

①代謝プロファイルの安定性の評価：解糖

系・TCA 回路系 GSC 分画を低酸素、低栄養

などに曝露し、代謝経路の変化を評価した。 

②代謝経路制御因子の解析：定常状態及び①

の条件で培養した GSC における代謝関連酵

素の発現をPCR、immunoblotにて検証した。 

 

４．研究成果 

（１）２種類の GSC モデル細胞のフェノタ

イプ解析：解糖系 GSC と TCA 回路系 GSC

の増殖能、自己複製能、腫瘍形成能には有意

差が認められなかった。それぞれの GSC が

形成した腫瘍の病理像にも明らかな違いは

みられなかった。一方、細胞外フラックス解

析よりTCA回路系GSCは乳酸産生能のみな

らず、酸素消費速度も有意に高いことが確認

された。さらに、グルタミンの消費及びグル

タミン酸の産生も有意に高いことが明らか

になった（表１）。 

 

表１：  GSCGLY 及び GSCTCA の特性比較

（Shibao S, Sampetrean O et al, 論文投稿

準備中） 

 

遺伝子発現解析より解糖系 GSC において

上昇している代謝酵素群として解糖系、糖新

生、ペントースリン酸経路、脂肪酸代謝、プ

リン、ピリミジン代謝関連遺伝子群、TCA 回

路系 GSC において発現が上昇している代謝

酵素群として酸化的リン酸化、トリプトファ

ン代謝、スフィンゴ脂質代謝関連遺伝子群を

同定した（図 2）。各遺伝子群より発現が有意

に高い酵素を選択し、immunoblot や免疫染

色にてタンパク発現も上昇していることを

明らかにした。 

 

 

図２：解糖系 GSC（GSCGLY）及び TCA 回

路系 GSC（GSCTCA）における代謝関連遺伝

子群の発現差の一例（Shibao S, Sampetrean 

O et al, 論文投稿準備中） 

 



（２）フローサイトメトリーを用いた解糖

系・TCA 回路系 GSC 分画の分取法の確立：

酸化ストレスマーカー及び代謝産物蛍光標

識類縁体による単剤ソーティングを行った

結果、糖などの基質消費、乳酸などの代謝産

物産生速度が異なる分画が樹立できた。しか

し、樹立できた分画の増殖能も異なったこと

から、代謝の違いは増殖速度を反映するもの

であり、解糖系 GSC と TCA 回路系 GSC に

相当する分画の単離には不十分であること

が明らかになった。この分取方法については

今後、二つのマーカーの組み合わせによる単

離の検討を予定している。 

一方、細胞内酸素化状態を反映するマーカ

ーによるソーティングでは代謝経路の異な

る分画の単離に成功した。ソーティングの結

果樹立した GSC 分画は糖消費、乳酸産生な

どの細胞外代謝産物フラックスが有意に異

なっており、また、マウスの脳内に移植した

場合、腫瘍形成能、血管新生にも有意差が認

められた（図３）。 

図３：細胞内低酸素を呈する GSC は血管新

生、出血及び壊死が顕著な腫瘍を形成する。

細胞内低酸素を呈しない GSC は細胞密度が

高く、均一な腫瘍塊を形成する。 

 

腫瘍形成能、病理組織像に差異が認められ

たことから、この方法で単離した GSC は代

謝特性が異なるものの、解糖系 GSC 、TCA

回路系 GSC と完全に一致しないことが予想

されたため、現在はその代謝プロファイルの

詳細な解析を進めている。 

 

（３）代謝経路制御因子の解析： 

（１）の解析より解糖系 GSC 代謝のキーフ

ァクターとして hexokinase２（HK2）、

lactate dehydrogenase（LDH）, pyruvate 

dehydrogenase kinase 1 (PDK1)を含む解糖

系関連酵素の同定に成功した。同定した因子

より治療標的となりうるものを選定するた

め、各々の GSC 分画で低酸素、低栄養など

の腫瘍内の環境因子に影響を受ける因子と

影響を受けない因子について検証した。その

結果、TCA 回路系 GSC が低酸素曝露によっ

て可逆的に解糖系 GSC に変化することを見

出した。さらに低酸素下の GSCTCAの代謝プ

ロファイルを明らかにし、発現が変動する関

連酵素と変動しない関連酵素の 2群を同定し

た。現在、各群より発現レベルの変動がもっ

とも大きかった因子についてRNAiを用いた

機能阻害実験を開始している。 

 上記の結果より、膠芽腫において解糖系代

謝を利用している幹細胞、酸化的リン酸化

代謝を利用している幹細胞のいずれも存在

し、自己複製、増殖ができることが示唆さ

れた。各々の GSC の代謝特性を制御する

因子の機能解析とともに、壊死、低酸素、

低栄養などの環境因子が誘導する代謝経路

の変化のさらなる解明が膠芽腫における抗

代謝療法の考案につながると考えられた。 
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