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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、がん細胞が抗がん剤に対する抵抗性を獲得する分子機構を明らかにす
ることを目的とする。がん細胞は代謝プログラムを変化させることにより、限られた栄養素を効率的に利用し、
タンパク質や脂質・核酸といった娘細胞に必要な構成因子を盛んに合成している。特にタンパク質合成はがん細
胞において恒常的に活性化している。本研究課題では、タンパク質合成という細胞にとって普遍的な機構が抗が
ん剤への抵抗性獲得に重要であることを明らかにした。更に明らかにされた耐性獲得メカニズムを標的にするこ
とにより、現在臨床開発が進められている抗がん剤の抗腫瘍効果を増大させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Current cancer therapies targeting key components of the signaling pathways 
fail due mostly to the emergence of mutations or activation of compensatory signaling pathways that 
render these drugs ineffective. Indeed, many patients display resistance to the anti-tumor drugs by 
activating alternative cancer-promoting pathways. The goal of my research project is to identify 
alternative cancer-promoting pathways that enable cancer cells resistant to anti-tumor drugs. My 
research demonstrated that a combination of anti-tumor drugs with chemical inhibitors targeting mRNA
 translational mechanisms greatly improves its therapeutic benefits for cancer that eventually 
becomes resistant to treatment. Overall, the proposed research program showed a strong potential to 
deliver a new generation of therapeutic regimens to the population of the nation.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、がん細胞がどのように抗がん剤への抵抗性を獲得するかの分子機構の一端を示すことができ
た。タンパク質合成やミトコンドリアの活性を抑制する化合物を抗ガン剤と併用することによって抵抗性獲得の
分子機構を抑制することにより、その抗腫瘍効果を増強することができた。以上の結果により、抗がん剤治療に
おいて新たな治療戦略を提唱することができた。

※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。



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

がん細胞は、栄養状態などの環境に適応しながら異常な増殖を維持するために、代謝を再プ
ログラム化する必要がある。がん細胞を選択的に抑制するために、この正常細胞と癌細胞との代
謝の違いを標的とできることが示唆されていた。臨床の現場で抗がん剤として使用される様々
なキナーゼ阻害剤(KI)の有効性は、解糖系といった代謝経路への作用と相関することが知られて
いた。また、様々ながんモデルにおいて抗腫瘍効果を示すメトホルミン(ビグアナイド系薬剤に
分類される糖尿病治療薬)は、ミトコンドリアの複合体 I を抑制し、エネルギーストレスの誘発
および解糖系の活性化を引き起こすことによって抗がん効果を示すことが報告されていた。同
様に抗がん効果を示すビグアナイド系薬剤であるフェンホルミンは、より強力な複合型 I 阻害剤
であり、乳酸アシドーシスのリスクはあるが多くの一般的に使用される抗がん剤よりも毒性が
低い。ビグアナイド系薬剤の抗がん効果は、KI といった解糖系の抑制剤によって増大する。し
かしながら、KI/ビグアナイドの併用治療がどのように相乗的に抗がん作用を示すのかの詳細な
作用機序は明らかとなっていなかった。 
 
２．研究の目的 

本研究課題は、KI/ビグアナイドの併用がどのように相乗的に抗腫瘍効果を示すのかの詳細
な作用機序は明らかにすることを目的としている。更に、がんの可逆的代替代謝経路を標的とす
るキナーゼ阻害剤とビグアナイド系薬剤の併用が，薬剤反応性の低いがんや薬剤抵抗性獲得し
たがんへの新たな治療法につながる可能性を示すことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) フェンホルミンと KIの併用療法が相乗的かつ選択的に抗がん効果をもつことを示す: フェ
ンホルミンと KI を併用処理が相乗的かつ選択的に抗増殖効果を示すことを証明するために、
様々ながん細胞やマウス生体のがんにおいて併用処理を行い、細胞増殖やがんの大きさを調べ
た。 

(2) KI/ビグアナイドの併用療法は、がん代謝を標的とすることにより相乗的抗がん効果を示す
ことを明らかにする: KI/フェンホルミン併用の相乗的抗がん効果の要因となる代謝経路を同定
するために様々なメタボローム解析を行った。KI/フェンホルミン併用が、TCA サイクルの中間
代謝物や還元型グルタミン代謝へ影響するかを調べるために、これらの代謝物の量を質量分析
器により定量化した。 

(3) KIおよびフェンホルミン併用が、mTORC1およびタンパク質合成を相乗的に抑制することを
示す: KI/フェンホルミンの相乗的な抗がん効果および代謝への効果の詳細な分子メカニズムを
明らかにするために、ポリソームプロファイリング法を用いて mTORC1 標的 mRNA の翻訳活性を
定量化した。 

(4) mTORC1/4E-BPシグナル伝達経路が、腫瘍増殖を促進する代謝酵素の mRNA翻訳を制御するこ
とを示す: mTORC1 の下流因子である 4E-BP1/2 を欠失したがん細胞を作製し、その欠失の KI/フ
ェンホルミンの相乗的な抗がん効果への影響を調べた。更に 4E-BP1/2 の欠失による KI/フェン
ホルミン併用療法のがん代謝への影響を調べた。 

(5) HIF-1αによるラパチニブ/フェンホルミン併用に対する感受性への影響を示す: KI/フェン
ホルミン併用によって強く影響を受ける HIF-1αの、併用療法の相乗的抗腫瘍効果への影響を調
べた。実際には VHL/HIF-1αのシグナル伝達経路のラパチニブ/ビグアナイドの相乗的な抗腫瘍
効果への寄与を確認した。 
 
４．研究成果 
(1) フェンホルミンと KIの併用療法は、相乗的かつ選択的に抗がん効果を示す 

KI/ビグアナイドの併用処理は黒色腫細胞において有効であることが報告されていた。これ
らの知見の一般性を確立するために、ErbB2（V664E）で形質転換されたマウス乳がん NT2197 細
胞、BRAF 変異を持つ黒色腫細胞、BCR-ABL陽性である骨髄性白血病細胞および結腸直腸がん細胞
とにおいて、それぞれに有効な KIとビグアナイドを併用して処理した。KIのひとつであるラパ
チニブは、乳がんの治療に承認された ErbB2/EGFRチロシンキナーゼの阻害剤である。NT2197 細
胞を、ラパチニブ/フェンホルミン単独またはそれらの併用で処理したところ、薬剤を単独で処
理した際に比べて併用処理では、低濃度でも細胞増殖を相乗的に抑制し、細胞死を大きく引き起
こした(図 1A-B)。この低濃度でのラパチニブ/フェンホルミンの組み合わせは、非がん細胞の増
殖にわずかな影響しか及ぼさなかった。併用は、その他のがん細胞においても相乗的な抗がん効
果を示すことが観察された。細胞における結果と一致して、NT2197 を移植したマウス生体にお
いても同様の相乗的抗がん効果が確認された(図 1C)。以上のことより、フェンホルミンと KI の
併用は抗がん効果を増強することを見い出した。 



(2) KI/ビグアナイドの併用療法は、がん代謝
を標的とすることにより相乗的抗がん効果を
示す 

次に、ラパチニブ/フェンホルミン併用の
相乗的抗がん効果の要因となる代謝経路の同
定を試みた。フェンホルミンは、ミトコンドリ
アの活性を抑制し TCA サイクルの中間代謝物
であるクエン酸およびコハク酸の量を著しく
減少させ、その代償的な結果として解糖系を
活性化し乳酸の量を増加させた。対照的にラ
パチニブは、解糖系を抑制し乳酸の量を低下
させた。解糖系の活性の指標となるグルコー
ス取り込みおよび乳酸/ピルビン酸比は、フェ
ンホルミンにより増加し、ラパチニブによっ
て減少していた。さらに、ラパチニブは、フェ
ンホルミンによって誘導されるグルコース取
り込みおよび乳酸/ピルビン酸比の増加を抑
制した。したがって、併用療法は、フェンホル
ミン処理に対するがん細胞の解糖系代謝への
適応を KIが阻害することで、相乗効果をもた
らしていることを示唆している。 

ラパチニブとフェンホルミンは、ミトコンドリア TCA サイクル中間代謝物であるフマル酸、
リンゴ酸、クエン酸、α-ケトグルタル酸（α-KG）に対しては、それぞれ反対の効果を示した。
このことは、ラパチニブがフェンホルミンによる TCA サイクルの代謝への効果を相殺する可能
性を示唆しており、実際に、ラパチニブはフェンホルミンによる TCA サイクル中間代謝物および
アスパラギン酸への効果を減弱させた。 

還元型グルタミン代謝は、脂質やアミノ酸合成といった同化代謝のために必要とされる TCA
サイクル中間代謝物の産生に寄与している。フェノホルンは、還元型グルタミン代謝の指標とな
るα-KG/クエン酸比を増大した。このフェンホルミンのα-KG/クエン酸比への効果は、ラパチニ
ブによって抑制された。より詳細に還元型グルタミン代謝の活性を測定するために、放射性標識
された 13C5-グルタミンの追跡実験を行った。予想したように還元型グルタミン代謝はフェンホ
ルミンによって活性化され、その活性化はラパチニブ/フェンホルミン併用療法により減弱した。 

KI とフェンホルミンの併用による同様な代謝への効果が、種々のがん細胞でも観察され、
NT2197細胞を移植されたマウスにおいても確認された。以上のことより、KI/フェンホルミンの
併用療法は、がん細胞の個々の薬剤への代謝適応を相殺することにより、相乗的に抗がん効果を
表すことを示唆している。 

(3) KIおよびフェンホルミンは、mTORC1およびタンパク質合成を相乗的に抑制する 
次に、KI/フェンホルミンの相乗的な抗がん効果および代謝への効果の詳細な分子メカニズ

ムを明らかにすることを試みた。発がん性のシグナル伝達経路の多くは mRNA 翻訳を活性化し、
タンパク質合成を増加させることが知られている。ラパチニブとフェンホルミンの併用は単独
と比較してより強く翻訳を抑制した。細胞内外の栄養状態を感知し、mRNA 翻訳を制御するシグ
ナル伝達経路を構成するキナーゼとして、mTORC1 が知られている。予想したように、ラパチニ
ブおよびフェンホルミンは、単独でも mTORC1 のキナーゼ活性の指標となる 4E-BP1 および S6K の
リン酸化を抑制し、併用ではより強力に抑制した。mTORC1/4E-BP/eIF4Eのシグナル伝達経路が、
KI/フェンホルミンの相乗作用に寄与しているかを調べるために、NT2197 細胞において 4E-BP1
および 4E-BP2 を欠損させた。ラパチニブ/フェンホルミンによる相乗的な抗増殖効果およびア
ポトーシス促進効果は 4E-BP1/2 が欠損した細胞においては減弱していた。このことは、4E-BP
が KI /ビグアナイドの作用にとって重要であることを示唆している。研究代表者らはこれまで
に、eIF4Eの標的 mRNAの網羅的探索を報告しており、eIF4E 感受性 mRNA の翻訳活性に対するラ
パチニブおよびフェンホルミンの影響を確認した。KI/フェンホルミンの併用は、いずれかの薬
物単独よりもより劇的に eIF4F感受性 mRNA によってコードされるタンパク質(c-MYC、TFAM、BCL-
2)を減少させた。 

(4) mTORC1/4E-BPシグナル伝達経路は、腫瘍増殖を促進する代謝酵素の mRNA翻訳を制御する 
次に、KI/フェンホルミンのがん代謝への相乗効果に、mTORC1/4E-BP/eIF4Eシグナル伝達経

路が関わっているかを調べた。質量分析器を用いたメタボローム解析により、ラパチニブとフェ
ンホルミンの併用は、セリン・グリシンおよびプロリンを増加させ、アスパラギン酸・グルタミ
ン酸およびメチオニン量を低下させた。次に、これらの代謝経路に関与する酵素への薬剤の影響
をしらべたところ、KI/フェンホルミン併用は、セリンおよびアスパラギン酸代謝経路における
ホスホグリセリン酸デヒドロゲナーゼ(PHGDH)・ホスホセリンアミノトランスフェラーゼ
1(PSAT1)・ピルビン酸カルボキシラーゼ(PC)およびアスパラギンシンテターゼ(ASNS)のタンパ
ク質の発現量を低下させた。重要なことに、KI/フェンホルミン併用によるこれらの代謝酵素へ
の発現抑制効果は、4E-BP1/2 欠損細胞では減弱していた。薬剤未処理のがん細胞では PHGDH・

図 1. KI/ビグアナイド併用による相乗的な抗腫瘍効果 



PSAT1・PC および ASNA mRNA はポリソーム画分に分布しており高効率で翻訳されているが、ラパ
チニブ/フェンホルミンの併用はこれらの mRNA の翻訳効率を減少させた。この併用処理による
翻訳抑制の効果は、4E-BP1/2 欠損細胞では減弱しており、4E-BP1/2がラパチニブ/フェンホルミ
ンの翻訳抑制効果を仲介していることが明らかとなった。対照的に、ラパチニブ/フェンホルミ
ンは、eIF4F 非感受性であるβ-Actin mRNA の翻訳に影響を及ぼさなかった。 

NT2197細胞における 4E-BP1/2の欠損は、アスパラギン酸・グルタミン酸・ピルビン酸およ
びマレイン酸やフマル酸といった TCA サイクル中間代謝物の量を上昇させた。これまでに示し
たように、ラパチニブ/フェンホルミンの併用処理は、これらの代謝物の量を変化させたが、4E-
BP1/2 欠損細胞では、その変化量が減弱していた。アスパラギン酸およびセリン合成は、核酸や
タンパク質合成といった増殖に必要な同化代謝に重要であることが知られている。4E-BP1/2 欠
損細胞におけるアスパラギン酸代謝増加を担う代謝経路を同定するために、放射性標識された
13C6-グルコースを用いた追跡実験を行った。放射性標識されたグルコースの追跡実験により、
4E-BP1/2 欠損によるアスパラギン酸量の増加は、ピルビン酸カルボキシラーゼを介した代謝経
路によってもたらされていることが明らかにされた。この結果は、ピルビン酸カルボキシラーゼ
をコードする PC mRNAの翻訳活性の上昇を一致している。セリンは、解糖系の中間代謝物による
セリンペントース代謝経路に由来しており、4E-BP1/2 の欠損はセリンの量も増加させる。この
ことはセリンペントース代謝経路に関わる PHGDH および PSAT1 mRNA の翻訳の増加と一致してい
る。さらに、併用療法へ抵抗性を保持する 4E-BP1/2欠損細胞において PHGDHの発現量を低下さ
せたところ、4E-BP1/2 欠損細胞の併用療法への感受性が上昇した。したがって、mTORC1/4E-
BP/eIF4E によるアスパラギン酸およびセリン合成の制御機構が、KI/フェンホルミンの併用療法
の効果を決定することが示唆された。 

(5) HIF-1αはラパチニブおよびフェンホルミンに対する感受性に影響する 
研究代表者らは、前述のラパチニブ/フェンホルミン併用処理によって強く影響を受けたタ

ンパク質として、転写因子である HIF-1αも同定していた。HIF1aは、正常酸素状態では E3 ユビ
キチンリガーゼ VHL によって分解され、低酸素状態では発現が誘導される。RCC4 腎臓がん細胞
では、VHL が欠損しているため HIF1a が強く発現している。VHL を発現している RCC4-VHL 細胞
では HIF1aの発現が抑制されている。ラパチニブ/フェンホルミンの組み合わせは、RCC4細胞に
おける HIF-1α発現量を VHL 依存的に減少させた。さらに、併用処理による抗増殖効果は、RCC4-
VHL細胞では見られたものの、VHL欠損した RCC4 細胞ではあまり顕著でなかった。 

ラパチニブ/フェンホルミンによるがん細胞による代謝適応の抑制効果における、VHL/HIF1a
の役割を検証した。上記のように、フェンホルミンは副次効果として解糖系を活性化し、ラパチ
ニブ/フェンホルミン併用処理はその誘導された解糖系を抑制する。この効果は RCC4-VHL 細胞
でより大きく、VHL を欠損した RCC4 細胞は併用処理に対して抵抗性を示した。還元型グルタミ
ン代謝に関しても、放射性標識された 13C5-グルタミンの追跡実験を行った。上記のようにフェ
ンホルミンは副次的に還元型グルタミン代謝を活性化し、この効果はラパチニブによって抑制
される。このフェンホルミン/ラパチニブの併用処理における還元型グルタミン代謝への効果は、
RCC4-VHL 細胞でより大きく、VHL を欠損した RCC4 細胞は抵抗性を示した。VHL/HIF-1αシグナル
経路が、グルタミン代謝におけるフェンホルミン/ラパチニブの併用効果への感受性を決めてい
る。 

本研究課題では、キナーゼ阻害剤
（kinase inhibitor: KI）とビグアナ
イド系薬剤の併用が種々のがん細胞
に対して相乗的かつ選択的に抗がん
作用を示すことを明らかにした。KI/
ビグアナイドの併用療法は、アスパラ
ギン酸およびセリンといった非必須
アミノ酸の合成ならびにグルタミン
代謝を標的とすることにより、相乗的
に抗がん効果発揮することを見出し
た(図 2)。KI/ビグアナイドの併用療
法は、mTORC1/4E-BPシグナル伝達経路
による mRNA 翻訳制御機構を介して非
必須アミノ酸の合成を抑制し、
VHL/HIF-1α経路を介してグルタミン
代謝を調節することを明らかにした
(図 2)。以上の結果より、がん細胞は、
代謝の再プログラム化を介して抗が
ん剤処理に適応することにより抵抗性を獲得することが明らかとなり、がん細胞の代謝可塑性
を標的とする KI/ビグアナイドの併用は新たな治療法につながることが明らかとなった。 

図 2. KI/ビグアナイド併用による相乗的抗腫瘍効果 
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