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研究成果の概要（和文）：白血病の根治を目指した治療法の開発には、白血病幹細胞の特性を知り、その制御を
司る重要な分子を特定することが必要である。研究代表者らは、これまで白血病幹細胞の代謝調節に着目し研究
を進め、mTOR複合体２が白血病幹細胞の抗がん剤抵抗性に重要な役割を果たすことを見いだした。mTOR複合体2
の下流分子群を対象に、CRISPRカスタムライブラリーを用いた機能スクリーニング法を実施し、脂質代謝経路お
よびメチオニン代謝経路が白血病細胞の抗がん剤耐性に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to develop therapeutic methods for cure of leukemia, it is 
necessary to know the characteristics of leukemia stem cells and identify the important molecules 
that regulate them. Previously, we studied about the regulation of metabolisms in leukemia stem 
cells, and we found that mTOR complex 2 (mTORC2) is important for the resistance of leukemia stem 
cells to anticancer drugs. A functional screening using a CRISPR custom library targeting downstream
 molecules of mTORC2 revealed that lipid and methionine metabolism are important for anticancer drug
 resistance in leukemia cells.

研究分野： 白血病幹細胞
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
白血病の根治を目指した治療法の開発には、白血病細胞の特性を知り、その制御を司る重要な分子を特定するこ
とが必要である。研究代表者らは、白血病細胞の代謝調節に着目し研究を進め、脂質代謝経路およびメチオニン
代謝経路が白血病細胞の抗がん剤耐性に重要であることを明らかにした。これらの知見は、代謝経路の阻害剤と
抗がん剤を組み合わせた新たな治療法の確立に貢献す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、研究者個人に帰属されます。



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

白血病幹細胞は、白血病の発症や再発の根源となる細胞集団であり、その制御メカニズムを理解

することにより、白血病の根治を目指した治療法の開発が可能となる。最近の研究で、生体内で

の白血病幹細胞は、解糖系の抑制や低 ATP 産生など、代謝的静止期(metabolic dormancy)と呼ば

れる状態にあり、正常造血幹細胞とも異なる特徴的な代謝プロファイルを呈することが示され

た。この白血病幹細胞特有の代謝調節は、再発や治療耐性に寄与していると考えられるが、その

詳細は不明である。 

 mTOR キナーゼは、複数の制御因子と結合し、機能が異なる二つの複合体を形成する（図１）。

mTOR 複合体１（mTORC1）は生体内の様々な栄養素を感知して活性化し、mRNA 翻訳、タンパク質

合成、解糖系、脂質代謝、エネルギー代謝を調節することによって、がんの生存や悪性化に重要

な役割を果たしている。一方、mTOR 複合体 2 （mTORC2）は細胞接着や細胞骨格を制御している

ものの、代謝調節における機能は全く不明である。研究代表者は、造血組織における mTORC2 の

役割を解明する目的で、本複合体の必須コンポーネントの一

つの遺伝子改変マウスを用いて解析を行った結果（H26-H28 

基盤研究(C)）、mTORC2 機能欠損マウスでは、造血幹細胞には

大きな異常は認められないものの、白血病幹細胞の抗がん剤

感受性が亢進することを見いだした。さらに、mTORC2 機能を

欠損させたヒト白血病細胞株を解析した結果、同様に抗がん

剤感受性が高まることを確認した。このことから mTORC2 を

特異的に失活させることができれば、正常造血には影響せ

ず、白血病の根絶に寄与できる理想的な治療標的になるとい

う着想を持つに至った。 

 

２．研究の目的 

 複数の製薬企業によって mTOR 阻害剤（両複合体ともに阻害）が開発され、造血器腫瘍を含む

多くのがんを対象とした臨床治験も進行中であるが、これらは正常組織への影響が大きく、適切

な治療ウインドウが設定できるか疑問が持たれている。また、mTORC2 の構造は複雑であり、そ

の特異的阻害剤の開発は未だ報告されていない。そこで研究代表者は、mTORC2 そのものではな

く、その下流分子を詳細に解析することによって、新たな白血病幹細胞治療の有望な標的分子を

同定できると考えた。本研究では、研究代表者が本目的のために開発した「CRISPR カスタムラ

イブラリーを用いた機能スクリーニング法」を駆使し、mTORC2 の下流分子を網羅的に同定し、

白血病幹細胞治療耐性の克服を目指すこととした。具体的には後述の 3つの研究を実施し、白血

病における mTORC2 による抗がん剤耐性機構の解明を目的とした。 

 

３．研究の方法 

研究１：抗がん剤耐性における mTOR 複合体 2の機能解析 

 mTORC2 の必須コンポーネントの一つを欠損させた mTORC2 機能欠損白血病細胞株を作製し、in 

vitro および in vivo における抗がん剤感受性（アポトーシス、細胞周期など）を解析した。さ

らに、抗がん剤処理時における mTOR 複合体 2の標的タンパク（AKT, FOXOs, SGK1 など）のリン

酸化を評価するとともに、遺伝子発現解析により、抗がん剤耐性に関与する経路の探索を行った。 

 

研究２：CRISPR カスタムライブラリーを用いた抗がん剤耐性機能分子スクリーニング 



 mTORC2 機能欠損白血病細胞株を用いて、mTORC2 に依存して抗がん剤処理後に発現変動を示す

約 1,000 遺伝子を対象に、CRISPR カスタムライブラリーを作製し、スクリーニングを実施した

（詳細を以下に示した）。この実験系はゲノム編集とバーコード技術を組み合わせた機能スクリ

ーニングであり、標的遺伝子が破壊された場合に、細胞にどのような影響を及ぼすのかを、ハイ

スループットにスクリーニングすることを可能とした。 

① 候補遺伝子の選択： mTORC2 機能欠損細胞に抗がん剤処理を行い、mTORC2 活性に依存して

発現変動を示す約 1,000 の遺伝子を候補として選別した。 

② CRISPR カスタムライブラリーの作製：１候補遺伝子につき 10 種類の sgRNA(計 10,000 

sgRNA)からなるカスタムライブラリー（レンチウイルス）を作製し、白血病細胞株に感染さ

せた。 

③ 抗がん剤処理：カスタムライブラリーを感染させた白血病細胞株に対して抗がん剤処理

を行った。 

④ 抗がん剤感受性を示すクローンの選択：抗がん剤処理前後の白血病細胞株から DNA を抽

出し、次世代シークエンサーで sgRNA の鋳型配列（バーコード）を解析し、抗がん剤処理前

後で有意に変動するバーコードを同定した。 

 

研究３：抗がん剤耐性解除のための標的分子の特定 

 上記スクリーニングにて得られた個々の候補分子、および、予備的に実施したスクリーニング

や発現パターン解析から得られた候補分子に関して、それぞれの分子の特性に合わせて解析を

進めた。それぞれの候補分子に関して、再度個別に遺伝子欠損細胞を作製し、抗がん剤感受性に

関わる表現型を確認した。さらに効率よく機能分子を同定する方法を模索し、得られたデータを

基にバイオインフォマティクス解析を進め、治療耐性に関わる経路を統合的に解析した。 

 

４．研究成果 

研究１：抗がん剤耐性における mTOR 複合体 2の機能解析 

CRISPR/Cas9 法により、TOR 複合体 2の機能を欠損する複数の白血病細胞株を樹立した。作成し

た遺伝子改変細胞では、mTORC2 の下流分子である AKT のリン酸化が完全に抑制されていること

を western blot 法で確認した。作出した mTORC2 機能欠損細胞の抗がん剤感受性を解析したと

ころ、いくつかの細胞株で抗がん剤抵抗性が上昇していた。したがって、mTORC2 は一部の白血

病細胞において、抗がん剤抵抗性の獲得に寄与していることが示唆された。 

 

研究２：CRISPR カスタムライブラリーを用いた抗がん剤耐性機能分子スクリーニング 

上述の mTORC2 機能欠損細胞に抗がん剤処理を行い、mTORC2 活性の有無により２倍以上発現変

動を示す遺伝子をマイクロアレイ法で同定した。これらの発現変動遺伝子のランキングを作成

し、上位 1,000 遺伝子をスクリーニングの候補とした。候補遺伝子の１つにつき 10 種類の sgRNA

を設計し、計 10,000sgRNA からなるカスタム sgRNA ライブラリー（レンチウイルス）を作製し

た。これを白血病細胞株に感染させ、抗がん剤処理を行った。抗がん剤処理前後の白血病細胞株

から DNA を抽出し、それぞれの sgRNA の頻度を次世代シークエンサーで定量した。抗がん剤処理

前後で有意に変動するバーコードを同定し、遺伝欠損により、細胞の抗がん剤抵抗性が解除され

るものを選別した。 

 



研究３：抗がん剤耐性解除のための標的分子の特定 

上記のスクリーニングから mTOR 複合体 2の下流分子から治療抵抗性に関与する機能分子とし

て、複数の遺伝子を同定した。それぞれの候補遺伝子を欠損した細胞を作製し、その抗がん剤感

受性に関わる表現型を解析した。その結果、通常の培養条件下の生存にほとんど影響を示さない

が、抗がん剤抵抗性を著しく減少する遺伝子を複数同定した。転写因子、トランスポーター、代

謝酵素など、様々な分子経路が白血病の治療抵抗性に重要であることが明らかになった。 

本研究では、特に脂質代謝経路およびメチオニン代謝経路に焦点をしぼり、解析を行った。あ

る脂質代謝に関わる代謝酵素の遺伝子を破壊すると、抗がん剤感受性が著名に上昇することを

見出した。さらに、この脂質代謝経路の阻害剤でも、同様に白血病細胞の抗がん剤感受性を著名

に上昇させることができ、抗がん剤との併用は相乗的に白血病細胞の増殖を阻害した。これらの

ことから、脂質代謝が抗がん剤抵抗性の獲得に極めて重要であることが示唆された。 

一方、メチオニン代謝経路の一つの酵素の遺伝子を破壊することでも、白血病細胞の抗がん剤

感受性が著名に上昇した。次に代表研究者らは、本代謝酵素を阻害する化合物のスクリーニング

を実施した。リコンビナントタンパク質を作成し、無細胞酵素反応系を確立した。この系を用い

て化合物を大規模にスクリーニングし、３万の化合物から複数の代謝酵素阻害剤を同定した。こ

れらのうち、少なくとも一つは、マウスに投与した場合においても、標的酵素に対する阻害活性

があった。さらに担がんマウスへの投与実験では、本剤の抗腫瘍効果も観察された。したがって、

本代謝酵素は新たながん治療のターゲットとして有望であることが示唆された。 

一方、遺伝子欠損マウスを用いた解析から、体内の本酵素活性を完全に欠損させても、個体発

生や組織機能には異常が見られず、本代謝経路は正常組織の機能には必須ではないことが明ら

かになった。このことから、本酵素は、抗がん剤耐性に特異的に重要な代謝分子であり、この酵

素を標的とすることで、効率よく腫瘍形成を抑制することができることが強く示唆された。 
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