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研究成果の概要（和文）：抗がん剤などの薬剤が効かなくなる耐性獲得が問題となっている。耐性獲得へのエネ
ルギー代謝の関与を明らかにするために、がん細胞中の代謝を計測した。その結果、ミトコンドリアでの呼吸と
細胞質での好気的解糖という2種類のエネルギー獲得経路のバランスが耐性獲得に重要であることを見出した。
このバランスを崩すことで、耐性を回避する新たな方法の開発につながると期待される。

研究成果の概要（英文）：The development of resistance against anticancer and other drugs has become 
a problem. In this study, metabolic measurements of cancer cells were carried out to clarify the 
involvement of energy metabolism in the development of drug resistance. We found that the balance 
between two energy acquisition pathways - respiration in the mitochondria and aerobic glycolysis in 
the cytoplasm - is important for drug resistance. Disrupting this balance is expected to be a new 
approach to avoid the development of drug resistance.

研究分野： 代謝工学

キーワード： 代謝アダプテーション　代謝フラックス解析　薬剤耐性　好気的解糖　酸化的リン酸化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗がん剤などの薬剤は細胞内代謝を擾乱するが、細胞はその影響を打ち消す恒常性を維持することで、薬剤耐性
を示すと考えられている。本研究では、代謝流束（フラックス）の測定によりエネルギー代謝の代謝恒常性維持
機構の解明を試み、ATP再生経路の補完的な制御が耐性獲得に寄与することを見出した。さらに、代謝フラック
スと他のオミクスデータを組み合わせて動的代謝数理モデルの機械学習を行う新たな代謝解析手法を開発した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
代謝阻害剤、抗がん剤などの薬剤に対するヒト細胞の耐性獲得が課題となっている。近年代謝

酵素を標的とした薬剤の開発が進んでいるが、代謝阻害を受けた細胞は、その影響を打ち消すよ
うな代謝アダプテーションを起こして薬剤耐性を示すと考えられている。この恒常性維持に関
わる代謝アダプテーションの全容を解明できれば、耐性を打破する新たな分子標的の同定につ
ながる。これまでにも分子メカニズムの観点から、薬剤耐性獲得機構が解明されてきたが、エネ
ルギー代謝レベルでの包括的な理解には至っていない。これまで我々は代謝アダプテーション
を代謝流束（フラックス）レベルで測定する手法を開発し、細胞内のエネルギー状態変化として
代謝アダプテーションを解析可能としてきた。代謝フラックスデータをメタボローム、プロテオ
ーム、トランスクリプトームデータと統合するトランスオミクス解析を行うことで、薬剤耐性に
関する代謝アダプテーションの全体像を明らかにできると期待される。また、階層をつないだデ
ータ解析を行うことで、代謝恒常性に関わるトランスオミクスネットワークの同定が可能にな
ると考えられる。代謝は生命共通のシステムであり、擾乱に対する代謝恒常性維持機構の解明か
らは、有用物質生産のため代謝設計原理も抽出できる。微生物、植物代謝工学などのグリーンイ
ノベーション分野への応用も期待できる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、代謝阻害剤、抗がん剤を処理した動物培養細胞株から、代謝フラックスを含むト
ランスオミクスデータを取得し、薬剤耐性に関する代謝アダプテーションの全体像を明らかに
することを目的とし、下記の 4点について検討を加えた。1,2 はトランスオミクスを測ることに
主眼を置き、3,4 はトランスオミクスをつなぐ新たな手法の開発を試みた。 
① タモキシフェン処理後の乳がん細胞株 MCF-7 の代謝応答解析 
乳がん細胞の増殖を阻害するタモキシフェン (TAM) は電子伝達阻害など、中心炭素代謝の変

化を引き起こし、その後の生死を左右することが示唆されているなど、多くの知見がある。しか
し、薬剤処理後のメタボロームレベルでの代謝応答の詳細は明らかとなっていない。そこで本研
究では、TAM の活性体である 4ヒドロキシタモキシフェン (4-OHT) を用いて、薬剤処理後の代
謝応答の解明を試みた。 
② がん培養細胞中心代謝の比較フラックス解析 
これまでの解析から、電子伝達鎖を用いた酸化的リン酸化および、解糖系による基質レベルの

リン酸化による ATP 再生の補完的関係が、さまざまな代謝アダプテーションの種を超える共通
点として見出された。これは長年謎とされてきた、好気的解糖の代謝的意義を示唆することから、
13C 代謝フラックス解析をヒトがん培養細胞に適用することにした。がん細胞は活発な増殖を維
持するために特異的な代謝状態を持つことが知られており、がん細胞を選択的に死滅させる創
薬ターゲットとして注目されている。しかし、由来する臓器の異なるがん細胞間での代謝の普遍
性および多様性の実態は明らかでない。そこで、細胞内代謝反応速度を計測できる 13C 代謝フラ
ックス解析法を 7 種のヒトがん細胞株に適応し、代謝フラックスと遺伝子発現量や細胞の表現
型との関係性を明らかにすることを目的とした。 
③ 質量分析データから代謝リプログラミング情報を可視化する方法の開発 
代謝フラックス解析とは、がん、免疫細胞等でおきる代謝リプログラミング、代謝リワイアリ

ングと呼ばれる代謝流量の変化を検出する手法である。安定同位体標識炭素源([1-13C]グルコー
ス, [U-13C]グルタミン等)を含む培地中で細胞を培養し、抽出した細胞内代謝中間体の安定同位
体標識パターンを質量分析法で測定する。標識パターンの変化を注意深く読み解くことで、代謝
フラックス変化を推定する。本研究ではより詳細な代謝フラックス解析の実現に向け、安定同位
体標識パターンを自動的に解析し、代謝リプログラミング情報を可視化する方法の開発を行っ
た。 
④ アンサンブルモデリングによるトランスオミクスデータ解析法の開発 
シアノバクテリアの光合成能を利用して、二酸化炭素からバイオエタノール等の有用物質を

直接生産するための代謝工学研究が進められている。さらなる生産性向上のターゲット反応を
特定するには、代謝フラックスを各代謝酵素がコントロールする寄与の大きさを定量する代謝
コントロール解析 (MCA) が有用である。しかし、酵素反応パラメーターの情報が少なく、MCA に
必要な各反応速度式を記述した動的代謝モデルの構築が困難だった[1]。そこで本研究では、ア
ンサンブルモデリング (EM) 法によるシアノバクテリア動的代謝モデルの構築と遺伝子改変株
の設計を試みた。EM 法では、ランダムに生成した酵素反応パラメーターを持つ動的代謝モデル
を多数作成し、実測データを用いたスクリーニングにより予測精度の高いモデル集団を獲得す
る[2]。これを用いて、エタノール生産能向上に有効な代謝反応や、代謝調節機構に関わるアロ
ステリックな制御の特定を目指した。 
 



３．研究の方法 
 
ヒト乳がん由来細胞株 MCF-7 を 15 時間培養後、4-OHT を含む培地に交換した。その後 0、12、

24、36、48 時間生細胞数測定、培地回収と細胞回収を行った。培地成分は HPLC 法で、水溶性代
謝物含量は GC-MS と LC-MS/MS を用いたターゲットメタボロミクス法で、脂質含量は LC-QTOF/MS
を用いたリピドミクス法で測定した。 
7 種のヒトがん細胞株は、トランスクリプトーム解析のデータセットから、中心代謝経路に関

与する 96 遺伝子を抽出し、階層化クラスター解析を実施することで遺伝子プロファイルに多様
性のある 7 種のヒトがん細胞株を選抜した。各細胞株を 10 cm プレートに播種し、[1-13C]グル
コース含有培地で培養した。代謝フラックス分布は専門ソフトウェア mfapy で推定した。乳がん
細胞株としてサブタイプが Luminal の MCF-7, T47D、HER2 の SKBR3, MDA-MB-453、Triple 
negative の MDA-MB-231, MDA-MB-436 を用いた。培養した細胞株中の代謝物含量をターゲット
メタボロミクス法で測定した。 [1,2-13C]グルコース含有培地で培養し、培地成分と細胞内代謝
物の¹³C 標識割合の計測データから 13C -代謝フラックス解析法で、代謝フラックス分布を推定
した。 
シアノバクテリア Synechocystis sp. PCC 6803 を 100 mM の NaHCO3 を含む BG11 培地に植菌

し、34 ℃、150 rpm、40 μmol/m2 sec で培養した。OD730 =1.0 付近の対数増殖中の細胞を回収
し、代謝物濃度と酵素発現量分析用のサンプルとした。代謝物濃度は LC-MS/MS と GC-MS で各代
謝物の非標識体と[U-13C]標識体をそれぞれ別に測定し、そのピーク面積比から算出した。酵素
発現量は nanoLC-MS/MS の MRM モードで定量し、代謝フラックス値は先行研究のものを利用した
（Nakajima et al., 2017）。代謝モデルにはシアノバクテリアの中心代謝 33反応及び、主要な
光化学系反応 6 反応を反応速度式で記述したものを用いた。酵素反応パラメーターをランダム
に生成する際には、文献値が入手できたものはその 1/5 から 5倍を範囲とした。その他のパラメ
ーターに関しては 0.01 から 100 µmol/gDCWの間でランダムに生成した。 
 

４． 研究成果 
 
① タモキシフェン処理後の乳がん細胞株 MCF-7 の代謝応答解析 

4-OHT 処理後の細胞増殖挙動を評価したところ、4-OHT 処理群では 12 時間まで増殖し、その
後、アポトーシスがみられた。次に、4-OHT の代謝への影響を調べるために親水性、疎水性代謝
物の合計７7種類を計測し、主成分分析を行った結果、処理群では第一主成分軸に沿ってプロッ
トが継時的に移動した。TCA 回路中間代謝物含量の慶事変化を調べたところ、処理群の細胞内ク
エン酸含量は 0時間から 12 時間にかけて 0.5 倍に減少し、その後は、常に未処理群に対して有
意に低いレベルを維持した。また、リンゴ酸、フマル酸含量が増加していた（図 1）。これらの結
果からは、解糖系からクエン酸への流入が減少した、クエン酸からの流出が増えたという 2つの
可能性が示唆されたことから、クエン酸量減少の要因を調べるために、クエン酸合成、分解に関
わる酵素遺伝子発現量を qPCR で調べた結果、クエン酸合成酵素の発現量減少と、ATP クエン酸
リアーゼ (ACLY) とそれに続く脂質合成酵素の発現量の増加がみられた。ミトコンドリア膜電
位を蛍光染色にて評価したところ、4-OHT 単独処理時には消失していた膜電位が、ACLY 阻害剤の
併用により維持されることが分かった。4-OHT 処理とそれぞれの阻害剤を併用処理して増殖を評
価したところ、脂肪酸合成阻害剤併用時にのみ、4-OHT による増殖阻害の緩和がみられた（未公
表データ）。このように、4-OHT 処理後の MC-7 のメタボロームレベルでの代謝応答の詳細を明ら
かにした。 

 
図 1 4-ヒドロキシタモキシフェン処理後の乳がん細胞株 MCF-7 の代謝応答のタイムコース 

黒がコントロール、赤が 4-ヒドロキシタモキシフェン処理区を示す。 
 

② がん培養細胞中心代謝の比較フラックス解析 
異なる組織に由来するがん細胞 7 種を 10 cm プレートを用いて培養し、比増殖速度、物質収

支、細胞内代謝物の 13C標識割合の計測を行い、代謝フラックス分布を推定することに成功した。
得られた代謝フラックス分布を比較すると、すべてのがん細胞において、培地から取り込まれた
グルコースの８割以上は解糖系を経て乳酸として排出されており、ワールブルグ効果の代謝状
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態が観察された（図３）。一方、代謝フラックスデータを用いた主成分分析を行った。その結果、
肝臓由来の Huh-1 と腎臓由来の Caki-1 が他の株のクラスターと離れていたことから、他とは異
なる代謝フラックス分布を持つと推測された。また、ATP 再生反応の代謝フラックスデータを用
いて、ＡＴＰ総再生速度を算出したところ、25%～50%の ATP が酸化的リン酸化を通じて再生され
ていた。各がん細胞のミトコンドリア膜電位の蛍光観察を行ったところ、高膜電位を維持してい
るミトコンドリアが多数存在することが確認でき、酸化的リン酸化による ATP 再生が活性に起
きていると推測された。これらの結果からワールブルグ効果に加え、酸化的リン酸化が従来考え
らえていたよりも ATP 再生に大きく寄与し、さらに酸化的リン酸化の寄与度ががん細胞間で異
なること考えられた（未公表データ）。この結果は ATP の再生のほとんどが解糖系 ATP 再生によ
る、という従来のイメージとは異なっていた。 

 
図 3 ヒト乳がん細胞株 (MCF-7)の中心炭素代謝フラックス分布と、7種のがん細胞間比較 

 
③ 質量分析データから代謝リプログラミング情報を可視化する方法の開発 

がん細胞の中心代謝経路は、様々な状態（＝代謝フラックス分布）を取り得る。そこで本研究
では、がん細胞中心代謝の化学量論モデルを用い、安定同位体標識パターンが観測された条件下
での代謝フラックスの事後分布を、メトロポリス―ヘイスティングス法で推定し、2条件間の変
化の大きさをコーエンの効果量で定量化する方法を開発した。すべての解析は Python3.4 およ
び代謝フラックス解析用モジュールである mfapy を用いて行った[3]。 
 提案法を用いて、 [U-13C]グルタミン含有培地で培養した MCF-7 細胞に、抗がん剤であるパク
リタキセルを処理した時のクエン酸の安定同位体標識パターンを解析した。従来法では 13C で 5
つおよび 4 つ標識されたクエン酸の割合([Citm5]/[Citm4]) が 1.22 から 0.86 に減少していた
ことから、還元的グルタミン酸代謝の低下が起きていると示唆された。一方、同じデータを提案
法で解析したところ、パクリタキセル処理は還元的グルタミン酸代謝の有意な変化を起こさず、
むしろピルビン酸カルボキシラーゼ（補充経路）を有意に活性化するという、過去の知見と合致
する結果を得ることに成功した[4]。 
 

④ アンサンブルモデリングによるトランスオミクスデータ解析法の開発 
EM 法による動的代謝モデル構築に必要となる代謝物濃度、酵素発現量、代謝フラックス分布

をシアノバクテリアの分析及び先行研究から取得した[5]。データはモデル構築用の独立栄養条
件と、スクリーニング用の混合栄養条件の 2 条件について取得した。独立栄養条件の代謝物濃
度、酵素発現量、代謝フラックス実測値を再現可能な反応速度パラメーターをランダムに生成し、
1,000,000 個の動的代謝モデルを作成した。ついで、酵素発現量を混合栄養条件のものに変更し、
混合栄養条件における代謝フラックスおよび代謝物濃度の予測を行った。予測精度を実測値と
の残差二乗和によって評価し、予測力の高いモデルを 100 個選抜した。このモデルアンサンブル
を用いた代謝コントロール解析によって、エタノール生合成前駆体のピルビン酸を供給するピ
ルビン酸キナーゼ（PYK）反応のフラックスを正にコントロールしている酵素を特定することを
試みた (図 4)。得られた結果を見ると、PYK に加え、PGK と PRK の 3反応が過剰発現の候補とし
て特定された。実際に、エタノール生産株に、これらの酵素を追加で過剰発現した株を作成した
ところ、PGK の過剰発現株ではエタノール生産量が 1.4 倍に向上していた。この結果から、本研
究で構築したモデルアンサンブルは合理的な代謝改変箇所の特定に成功したことが分かった[6]。 
 エタノール生産株の細胞内で働いているアロステリック制御を特定することを目指し、野

生株及びエタノール生産株の代謝物濃度、酵素発現量、代謝フラックス分布を取得した。光独立
条件下における野生株の 100,000 個のアロステリック制御を全く含まない動的代謝モデルを作
成した。ついで、エタノール生産株の代謝物濃度を予測し、予測力の高いモデルを 1,000 個選抜
した。このモデルアンサンブルにアロステリック制御を 1つ書き加え、エタノール生産株の代謝
物濃度の予測精度がどの程度向上するかを確認した。これを阻害と活性化それぞれで、モデルに
含まれる代謝反応と代謝物の全組み合わせのアロステリック制御 (1,089 通り) について計算
した。その結果、PRK に対する IsoCit による阻害と GPM に対する aKG による阻害が中心代謝に



おける重要なアロステリック制御の候補として特定された。実際に、シアノバクテリアの酵素を
精製し、酵素活性の測定を行ったところ、PRK は細胞内と同程度の IsoCit 存在下において活性
が 50 %にまで低下することが分かった (Ki = 1.45 mM)。シアノバクテリアは TCA サイクルの有
機酸を合成することで炭素を貯蔵することが知られており[7]、貯蔵量が増加してくると PRK が
抑制され、炭素固定速度が低下することが示唆された。本研究により、EM 法を用いることで、
合理的な代謝設計に資する動的代謝モデルを構築することに成功した。また、動的な代謝制御に
関わるアロステリック制御を発見できた[8]。今後は代謝モデルの拡張やスクリーニングデータ
の検討により、さらに汎用的な手法へと発展すると期待される。 

 
 

図 4  PYK フラックスに対するコントロール係数 
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