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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・前駆細胞を起源として発生する悪性腫瘍であ
り、その病態は異常増殖と分化ブロックに起因する。本研究では、白血病幹細胞の未分化性維持に寄与する栄養
シグナルと分化プログラムを結ぶ分子としてFOXOに着目して解析した。 AML細胞株にFOXOを特異的に阻害し、遺
伝子発現解析、メタボローム解析、代謝遺伝子変動解析を行った。その結果、FOXOは白血病の分化を直接制御す
るのみではなく、グルコースを中心とした栄養シグナルにより活性調節を受け、白血病細胞の生存調節に寄与し
ているものと考えられた。今後、新たな白血病治療の標的として、FOXOが有用であることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Myeloid leukemias are essentially hematopoiesis gone awry at hematopoietic 
stem cells(HSCs)/progenitor cells. Forkhead members of the class O transcription factor (FOXO), 
plays a critical role of maintenance of HSCs, leukemia initiating cells. In this study, we attempted
 to establish a system for identification of molecules regulating differentiation blockade of 
leukemia stem cells by monitoring FOXO activity. Analysis of effects of the pharmaceutical 
inactivation of FOXO on leukemia differentiation revealed unique FOXO function in maintaining LSCs 
and coupling it with cellular metabolism. FOXO inhibition induced glycolysis and consequently 
increased apoptosis and cell differentiation, thereby suppressing tumor formation in vivo. These 
results indicate that FOXO is involved in metabolic reprograming and differentiation in LSCs, and 
thus is a promising target for leukemia.
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１．研究開始当初の背景 

白血病幹細胞の生存・増殖・未分化性制御機

構の理解は、治療抵抗性の克服の重要な鍵と

なる。正常造血幹細胞と白血病幹細胞動態制

御の共通性と相違点を見極めることは、白血

病根治を目指した治療法開発には重要である。 

 最近の幹細胞制御機構のひとつに、細胞内

代謝調節の重要性が挙げられている。静止期

造血幹細胞は、活性酸素（ROS）が低く保たれ

ることが重要であり、解糖系の亢進とミトコ

ンドリア活性の抑制によって維持されてい

る。つまりワーバーグ効果に類似した代謝状

態だと考えられる。一方、急性骨髄性白血病

(AML)幹細胞では、ROSが低いものの、造血幹

細胞とは対照的に解糖系の抑制が知られ

（Lagadinou E.D. et al, Cell stem cell, 

2013）、白血病幹細胞特有の代謝調節機構の

存在が示された。代謝状態と分化の調節のバ

ランスは、白血病幹細胞の維持に必須の機構

であると考えられるが、両者を結ぶ機構は明

らかとなっていない。これまでに、造血幹細

胞と白血病幹細胞に共通して、フォークヘッ

ド転写因子FOXOが重要な分子であることが知

られている。申請者は、栄養と分化プログラ

ムを結ぶ分子として、FOXOに着目し、白血病

幹細胞維持メカニズムを解明することが、新

たな白血病治療法の開発へ応用できるのでは

ないかという着想に至った。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、 白血病幹細胞の未分化性維

持に寄与する栄養シグナルと分化プログラ

ムを結ぶ分子として FOXO に着目し、白血病

幹細胞維持メカニズムを明らかにすること

を目的とした。FOXO を標的とした新たな白血

病治療法への応用を目標とした。 

 

３. 研究の方法 

 申請者は、急性骨髄性白血病細胞株を用い

て、栄養シグナルによる FOXO 活性制御機構

と白血病幹細胞維持メカニズムについて、①

最新技術（DNA マイクロアレイ、CAGE 法）を

用いた白血病細胞における FOXO 下流分子の

特定 ②FOXO 直接標的候補分子の白血病細

胞における機能解析 ③メタボローム解析、

代謝遺伝子変動解析を用いた FOXO による代

謝調節機構の解析、④栄養シグナルによる

FOXO活性制御機構の解析と主に4つを軸とし

て機能評価を行った。 

 まず、DNA マイクロアレイ、CAGE 法で得ら

れた結果を比較検証し、白血病分化に関与す

る FOXO の直接標的遺伝子候補を選別した。

直接標的遺伝子候補について、shRNA による

機能解析を行い、FOXO 活性阻害による効果と

比較検討を行った。栄養シグナルによる FOXO

活性制御機構については、細胞外フラックス

アナライザー(ECAR)を指標とした糖代謝変

動、酸素消費速度(OCR)を指標としたミトコ

ンドリア活性、ATP および乳酸産生量を測定

した。また、定量的 PCR によって、糖、アミ

ノ酸代謝酵素発現変動について評価した。さ

らに、 解糖系阻害剤(2-デオキシグルコー

ス、3-ブロモピルビン酸)やグルタミン代謝

阻害剤（BPTES,  6-ジアゾ-5-オキソ-L-ノル

ロイシン）との併用による、白血病への効果

を解析した。In vivo での効果を検証するた

めに、免疫不全マウスに白血病細胞株を皮下

移植した後、FOXO 阻害剤や代謝阻害剤の併用

投与し、腫瘍形成能への効果を解析した。 

 
４. 研究成果 

 転写開始点を網羅的に抽出する CAGE 法を

用いて、FOXO 阻害によって変動する遺伝子の

探索を試みた。 AML 由来細胞株 THP-1 を用

いて、FOXO 阻害化合物を処理し、解析を行っ

た。転写因子結合モチーフ解析により、FOXO

標的遺伝子の発現が抑制することが明らか

となった。また、解糖系関連因子の発現誘

導および糖新生酵素の発現抑制が検出され

た。これは、予備的実験での DNA マイクロ

アレイの結果を裏付ける結果であった。CAGE

解析により、FOXO 阻害によって、FOXO 下流



分子の発現が減少するのに対し、HIF1 標的遺

伝子の発現増加することが明らかとなった。

HIF1 は、FOXO と同様に解糖系に関与する遺

伝子の発現を制御し、白血病幹細胞の栄養代

謝シグナルを司る分子として知られている。

このことから、FOXO と HIF1 が、栄養シグナ

ルによる活性調節で機能し、協調的に白血病

細胞の生存調節に関与することが示唆され

た。網羅的解析によって得られた結果から、

FOXO および HIF1 によって発現制御される直

接標的分子の候補について選別した。 

 AML 由来細胞株(THP-1、HL60)を用いて、

FOXO 阻害化合物を処理することにより、分化

誘導刺激 24 時間後に S 期細胞の割合が一過

的に亢進した。分化誘導刺激を 72 時間処理

した細胞では、アポトーシスや分化抗原

（CD11b）の発現誘導が惹起されることを明

らかにした。長期的(30 日間)に刺激した細胞

では、 持続的な細胞増殖の抑制が観察され

た。網羅的解析で見出した FOXO 直接標的候

補分子については、shRNA による機能抑制を

行い、機能を評価した。機能抑制した細胞で

は、細胞増殖の抑制や細胞分化の誘導が観察

された。さらに、CRISPR/Cas9 システムを用

いて、直接標的候補分子を欠損した細胞株の

樹立を試みたが、研究期間内に完了すること

ができなかった。今後の詳細な解析により、

白血病幹細胞維持に関与する FOXO シグナル

カスケードが解明できると考えられた。 

 続いて、分化誘導刺激した細胞内での代謝

経路について、培地中のグルコースと乳酸を

高速液体クロマトグラフィー(HPLC)で測定

し、コントロール細胞と比較検討を行った。

分化誘導刺激によって、グルコース消費、乳

酸の産生が経時的に増加することを明らか

にした。細胞外フラックスアナライザー解析

により、FOXO 阻害によって解糖系の亢進する

ことが明らかとなった。また、分化誘導刺激

した細胞では、アミノ酸不含培地、グルコー

ス不含培地下で培養すると、通常培地と比較

して有意な細胞増殖の抑制が見られた。FOXO

阻害化合物と解糖系やグルタミン代謝酵素

阻害剤を共処理した細胞での細胞増殖抑制

効果について検討した。FOXO 阻害化合物と代

謝酵素阻害剤の共処理した細胞では、相乗的

に細胞増殖が抑制することが明らかとなっ

た。免疫不全マウスに白血病細胞株(THP-1、

HL60)を皮下移植した後、FOXO 阻害剤と解糖

系経路阻害剤の併用投与し、腫瘍形成能を解

析した。その結果、FOXO 阻害によって腫瘍形

成能が抑制された。また、FOXO 阻害剤と解糖

系経路阻害剤との併用によって、腫瘍形成抑

制効果が高まることが明らかとなった。 

 以上の結果から、AML 細胞で FOXO 阻害によ

り解糖系が活性化することが明らかとなっ

た。解糖系の亢進に伴って、分化、アポトー

シス、ROS 産生が誘導することから、FOXO は

白血病の分化を直接制御するのみではなく、

グルコースを中心とした栄養シグナルによ

り活性調節を受け、白血病細胞の生存調節に

寄与しているものと考えられた。新たな白血

病治療において、FOXO を治療標的とすること

は有用であると期待できる。 
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