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研究成果の概要（和文）：　樹立したCRISPR/Cas9によるDPYSL4ノックダウン脂肪細胞作製の系を用いて、前駆
脂肪細胞から脂肪細胞分化誘導時の遺伝子発現の変化や含有脂肪適量の計測による脂肪分化の変化を観察するこ
とでDPYSL4が脂肪機能制御に与える影響を調べることができた。これまでin vitroで捉えてきた酸素消費、細胞
内代謝変化、抗腫瘍効果をin vivoへ拡大して、DPYSL4のストレートノックアウトマウスを作成することができ
た。DPYSL4のイントロン2とイントロン3にloxP配列を挿入するためのターゲットベクターを作成し、BL6系マウ
スES細胞からノックアウトマウスを作成した。

研究成果の概要（英文）：Dihydropyrimidinase-like 4 (DPYSL4) has been identified a p53-inducible 
regulator of energy metabolism using RNA sequencing in both cancer cells and adipocytes. DPYSL4 was 
localized in the mitochondria in response to DNA damage or hypoxia. Mitochondria was subjected to 
2-D BN/SDS-PAGE followed by immunoblotting. DPYSL4 was detected in the same vertical position as 
complexes I, III and IV. The knockdown of p53 or DPYSL4 by the CRISPR/Cas9 showed reduction in 
oxygen consumption rate (OCR) using flux analyzer in preadipocytes. A reduction of matrigel invasion
 correlates with OCR change in cancer cells. Additionally, immunohistology of adipose tissues 
demonstrated that p53 was upregulated in obese patients. This is concomitant with high expression of
 DPYSL4 mRNA in adipose of obese patients. Taken together, these data indicate that DPYSL4 has a 
tumor suppressor function associated with OXPHOS regulation and may be concerned with pathogenesis 
of cancer and obesity regulated under p53. 

研究分野： 代謝及び内分泌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子の網羅的発現解析から同定したDPYSL4は、がん細胞と脂肪細胞に共通して認められる。この分子は、エネ
ルギーの産生工場であるミトコンドリアの「呼吸鎖超複合体」と呼ばれる構造に働きかけることで、細胞のエネ
ルギー・代謝調節作用を発揮したり、脂肪細胞の機能を制御する。また、細胞増殖に対して抑制的に働くことか
ら、生活習慣病とがんに関わる重要な分子であることを明らかにした。

※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 
 
エネルギー摂取過剰や活動低下などの生活習慣の変化が原因の一つと考えられている肥満や２
型糖尿病などの代謝疾患は、脳血管障害や心血管疾患など引き起こすために社会的に問題とな
っている。日本人の糖尿病の死因の割合は、1991 年以降心血管疾患が減少する一方で、悪性新
生物（がん）が増加する傾向にある。肥満・糖尿病では、特に大腸がん・腎臓がん・肝臓がんな
どのリスクが高まることが明らかにされており、様々なトランスレーショナルリサーチからそ
の関連性の根拠となるメカニズムが報告されている。 
多くのがんや代謝疾患では解糖系、グルタミン代謝、脂質合成系の亢進が認められ、がんの病態
や悪性度に深く関わることから、腫瘍形成と脂肪生成には共通の分子機構が存在すると考えら
れている（図１）。その両者を結びつけるオルガネラとして、ミトコンドリアの存在が注目され
ている。ミトコンドリアには、Ⅰから
Ⅴまでの呼吸鎖複合体が存在する。そ
れらが重合し、超複合体と呼ばれる高
次構造を形成することによって、電子
伝達系と酸化的リン酸化を起こし、エ
ネルギー供給すなわち ATP 産生を行
う。一方、ミトコンドリアはエネルギ
ー供給だけでなく、TCA サイクルを通
じて、脂肪酸合成など細胞の分化や増
殖に必要なバイオマスを供給すると
いう側面を持つ。このようなミトコン
ドリアの多面的な機能が変化するこ
とで、細胞内代謝動態に変化を与え、
がんやインスリン抵抗性の原因にな
ることが推定されている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、細胞内代謝調節におけるがん抑制遺伝子 p53に着目し、がんと肥満における共通の
分子シグナル経路の中で代謝環 境応答変化・細胞内外の代謝制御と細胞増殖・浸潤・腫瘍造成
を直接的に結びつけるメカニズムを探索するという新たな切り口からアプローチし、がんと肥
満の病態形成に与える影響を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
1.CE-TOFMS を用いたメタボロームによる細胞内代謝産物の網羅的定量解析：キャピラリー電気
泳動と質量分析計を組み合わせたメタボローム解析によって、主に解糖系、グルタミン代謝、ア
ミノ酸代謝、TCA サイクルに関わる分子の網羅的定量解析を行った。脂肪細胞やがん細胞を用い
て DPYSL4の強制発現もしくはノックダウン時の細胞内代謝産物量の変化を捉え、DPYSL4が細胞
内代謝のどの段階で作用するのかを観察した。 
2.細胞外フラックスアナライザーによるミトコンドリア機能解析：細胞外フラックスアナライ
サーは、酸素消費速度と細胞 外酸性化速度を測定することで、ATP 産生やミトコンドリアにお
ける呼吸状態を動的に定量解析をすることができる。しかしながら、この手法だけでは様々な代
謝経路の中で具体的にどのような物質が律速となってミトコンドリアの呼吸状態が変化してい
るのかを同定することができない。この問題を解決するために、メタボロームによる網羅的解析
を組み合わせた。 
3.ミトコンドリア超分子複合体解析：ミトコンドリア内膜に存在する 5つの複合体と DPYSL4の
会合と機能について解析する。DPYSL4 とその変異体を強制発現させたがん細胞からミトコンド
リア分画を抽出し、ジギトニンで可溶化したのちに BN-PAGEおよび SDS-pageによる電気泳動を
行う事で異なる超分子複合体形成を観察した。 
4.マウスにおける病態モデルの作成と解析：細胞株で観察される DPYSL4の役割が実際に生体に
おいてどのようにがんと代謝変化の病態に関わるのかを検討する目的で、マウスを用いた病態
モデル解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
メタボローム解析からがん細胞において DPYSL4 ノックアウト細胞では、フマル酸・コハク酸の



 

 

増加という好気的回路の抑制を認め
るものの解糖系代謝産物への変化は
ほとんど見られず、ミトコンドリア
制御を裏付ける結果が得られた（図
２）。この時の、ミトコンドリア呼吸
機能をフラックスアナライザーを用
いて解析した。DPYSL4 ノックアウト
細胞を用いた酸素消費解析から、ノ
ックアウトは野生株に比べて酸素消
費の低下を認めた。逆に、DPYSL4の
強制発現で、酸素消費と ATP 産生の
増加を認めた。興味深いことに、
DPYSL4の変異体の導入では、酸素消
費や ATP 産生の増加作用を認めなか
った（図３）。これらの結果は、
CRISPR/Cas9 に よ っ て作成 し た
DPYSL4ノックアウト脂肪細胞におい
ても同様であった。以上より、メタボローム解析と細胞外フラックスアナライザーを用いた解析
からがんと脂肪細胞において、DPYSL4 はミトコンドリアにおいて酸素消費と ATP 産生作用を持
つことが示された。 

次に、ミトコンドリアでの会合状態を検討するために、BN/SDS/PAGEによる二次元展開とサイズ
分画法を融合したミトンドリア超複合体構成因子の包括的同定を行った。ミトコンドリア超複
合体解析の独自ノウハウである生化学的二次元プロファイリングを用いて、DPYSL4 が超複合体
(I・III・IV complex)に会合することを初めて明らかにした（図４）。次に、正常細胞である脂
肪細胞での内因性 DPYSL4 の発現とミトコンドリア複合体解析を行い、同様に複合体 I/III2/IVn
に存在することを明らかにした。そして、DPYSL4 の変異体はミトコンドリアの超複合体に会合
しないことが示され（図４）、酸素消費や ATP 産生の増加作用を認めないことを反映していた。
これらのことから、DPYSL4 はミトコンドリア超複合体に会合することでミトコンドリア機能を
制御することが明らかとなった。 
マウスにおける病態モデルから、がんの増殖能や転移能を検討した。がん細胞において、DPYSL4

を強制発現させ、NOD/SCID マウスの皮下へ移植し、腫瘍造成能を観察した。その結果、DPYSL4
の存在はコントロールに比べて腫瘍造成能が低下した。また、同様に DPYSL4を強制発現させた
がん細胞を尾静脈注射にて移植し、肺への転移能を検討した。その結果、DPYSL4 の存在はコン
トロールに比べて、その転移能が低下した（図５）。以上のことから、がん抑制機能を有するこ
とが明らかとなった。 
最後に、DPYSL4 はがんだけでなく脂肪細胞でも発現し、ミトコンドリア機能を制御することか
ら、肥満病態における DPYSL4の役割の検討として、ヒト脂肪組織における発現解析を行った。
まず、p53の免疫染色からヒト肥満脂肪組織では、非肥満脂肪組織に比べて p53 陽性細胞率の増
加を認めた。次に、DPYSL4、およびマクロファージマーカー(INFγ、MCP1、CD68)の遺伝子発現
解析からこれらの遺伝子の高発現を認めた。特に、INFγの発現と肥満度を示す Body Mass Index 
(BMI)は、DPYSL4の発現と相関していた。 



 

 

本研究結果から、がんと肥満を結ぶ新たなミトコンドリア機能制御因子を発見した。DPYSL4 は
がん細胞においてミトコンドリアでのエネルギー調節を介したがん形成や細胞増殖に関わる重
要な p53 下流遺伝子であることが示された。一方で、脂肪組織においては、炎症が p53-DPYSL4
シグナルを活性化させ、肥満病態に関与する可能性が示唆された（図６）。 
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