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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、セリンの合成不全がもたらす細胞死の上流機構について、ミトコン
ドリア機能変化と細胞内代謝、特にエネルギー代謝の変調を基軸に分子機序を解明し、セリンに係る新奇な代謝
生理機能の解明を目的とした。その成果として、セリン合成酵素Phgdhを欠損した線維芽細胞において、セリン
制限によりミトコンドリア膜電位の低下および量的減少が起こり、同時にエネルギー産生関連代謝物の広範囲か
つ顕著な量的変化に至ること、さらに糖代謝関連細胞内シグナル伝達異常に陥ることを見いだした。今回得られ
た成果より、セリン合成系が細胞内エネルギー代謝におけるハブとして根源的かつ必須の生理的機能を持つこと
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project is to elucidate the upstream mechanism of cell 
death induced by genetic serine deficiency at the molecular level focusing on mitochondrial 
alteration and metabolic dysregulation, especially energy failure. We observed that serine 
restriction caused extensive and marked quantitative changes in intracellular energy-producing 
metabolites, decreased mitochondrial function and quantity, and abnormal intracellular signaling 
related to glucose metabolism in normal fibroblasts. These findings indicate that Phgdh-dependent 
serine synthesis has an essential physiological function as a hub for overall cellular metabolism. 
By clarifying the linkage and interrelationship of changes at molecules and organella caused by 
serine deficiency, it will be possible to understand the pathobiological linkage between various 
diseases conditions and serine deficiency, which will contribute to the development of preventive 
and therapeutic treatment. 

研究分野： 分子栄養学

キーワード： セリン　小児疾患　Neu-Laxova症候群　ミトコンドリア　エネルギー代謝　アミノ酸代謝疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の遂行により、細胞内でのセリン合成が、外部環境に影響を受けずにミトコンドリア機能を維持し、エネ
ルギー代謝の恒常性を保つ代謝的ハブとしての不可欠な代謝生理機能を持つことを明らかにした。近年肝機能異
常、アルツハイマー病や網膜変性疾患等の多様な疾患とセリンの減少や合成能低下との相関が指摘されている。
今回細胞レベルで見いだしたセリン欠乏により惹起される各階層（分子、細胞内小器官、細胞形態）での変化に
ついて、相互関係と機序の詳細を今後明らかにすることで、多様な疾患とセリン合成不全の病態生理学的な連関
が分子レベルで理解可能となり、それらの疾患予防や治療法の開発に資する知見の拡充が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は、これまで非必須アミノ酸の一種であるセリンの生理機能について各種 Phgdh 

KO マウスを自ら作製・解析し、de novo セリン合成の必須性を個体レベルで実証してきた。全
組織で Phgdh 遺伝子を欠損した全身性 KO マウスは胎生 13.5 日以降に著しい子宮内発達不全を
伴った胎生致死表現型を示すことを初めて報告した（Yoshida et al, J Biol Chem, 2004）。また同
KO マウス胚より不死化線維芽細胞（KO-MEF）を樹立し、セリン欠乏により最終的に致死に
至る分子機序の解析を進めてきた（Sayano et al, FEBS J, 2013; Esaki et al, J Biol Chem, 2015）。ヒ
ト遺伝性セリン生合成不全疾患は常染色体潜性遺伝により発症し、同患者は重篤な中枢神経系
発達障害を呈すが生存可能であるため、その疾患モデル動物として胎生致死を免れる脳特異的
Phgdh KO マウスを作製し（Yang et al, J Biol Chem, 2015）、その機能異常と分子発現変化の解析
から中枢神経系の発達と成熟期高次機能発現におけるセリン生合成の生理的意義の解明も行っ
てきた。2014 年に致死性小児疾患である Neu-Laxova 症候群の原因遺伝子として PHGDH が同
定され（Shaheen et al, Am J Hum Genet, 2014; Acuna-Hidalgo et al, Am J Hum Genet, 2014）、死産ま
たは新生児致死となる同患者の症状と全身性 Phgdh KO マウス表現型が極めて類似しているこ
とが明らかとなった。また国際共同研究から、血管内皮細胞での Phgdh 不活性化によるヘム代
謝異常を見いだし（Vandekeere et al, Cell Metab, 2018）、KO-MEF においてセリン制限条件に曝
すと活性酸素種（ROS）の発生（Hamano et al, FEBS Open Bio, 2018）とミトコンドリア関連酵
素遺伝子の発現変化を観察していた。これらの変化はセリン欠乏による細胞死の上流機序とし
てミトコンドリアの機能変化を強く示すものであった。近年中枢ならびに末梢臓器における
様々な疾患とセリン合成不全との相関が指摘されており、本研究課題の遂行はそれらの疾患に
おけるセリン欠乏が関与する具体的な病態生理学的機序解明に資するものと考えられた。 
 
２．研究の目的 
上記背景を踏まえ本研究課題では、セリンの de novo 合成不全が導く細胞死の上流機構につい

て、細胞レベルでのエネンルギー代謝に焦点を当て、ミトコンドリア機能変化とエネルギー関連
代謝物の動態変化を基軸に解き明かし、他種細胞系や個体モデルも援用しながら、セリンに係る
新奇かつ必須の代謝生理機能の解明と疾患病態におけるセリン合成不全の関与について、新た
な学術的知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1）代謝物解析 
  KO-MEF を播種後にセリン制限培地に交換し、主要な細胞内代謝物について質量分析による
定量メタボローム解析を行った（Human Metabolome Technologies社に委託）。セリンは細胞内で
グリシンから SHMT により合成可能なため、セリン制限処理培地はグリシンも含めず、対照群
にはセリン+グリシン添加培地を用いた。検出代謝物は、細胞数あたりの濃度で 2 群間の比較を
行った。 
2）遺伝子・タンパク質発現解析 
 培養細胞及び組織から RNA とタンパク質を抽出し、qRT−PCRでｍRNA、ウエスタンブロット
法でタンパク質を定量した。 
3）ミトコンドリア膜電位と存在量のイメージング解析 
 KO-MEF のミトコンドリア膜電位を特異蛍光色素である MitoTracker Red、ミトコンドリア量
を膜電位に依存しない特異蛍光色素 MitoTracker Green で染色し、FACS にて検出して比較を行っ
た。続いて KO-MEF をスライドガラス上で培養し、ミトコンドリア膜電位を MT-1 蛍光色素（同
仁化学）、ミトコンドリアの量、分布ならび形態をミトコンドリア特異的蛍光色素である
MitoBright LT Green蛍光色素（同仁化学）で染色し、超解像レーザー顕微鏡（Leica TCS SP8 STED）
で生細胞の蛍光画像を取得し、3 次元再構成して細胞あたりの蛍光強度を定量した。パラホルム
アルデヒド固定した細胞を用い、ミトコンドリア特異抗体による免疫細胞化学染色も行った。 
 
４．研究成果 
１）代謝物解析 
細胞内セリン枯渇により惹起される細胞内代謝物変化について、エネルギー代謝に焦点を当て

て把握するために、解糖系、TCA 回路、アミノ酸代謝、核酸代謝の構成成分について定量メタ
ボローム解析を行った。本代謝物解析に先立ち、KO-MEF でのセリン制限条件を再検討し、必須
アミノ酸が枯渇しない条件を設定した。その条件では、セリン制限条件 24時間培養で、大部分
の必須アミノ酸含量に有意な変化はないが、セリンが制限群で検出限界以下、グリシンが添加群
の 4％レベルにまで激減した。この条件下で 75 種の主要代謝物が定量的に検出され、その中で
55 種がセリン添加群と制限群間で有意に変化していた。主成分解析ではセリン添加群と制限群



は明瞭に分離され、階層的クラスタリングのヒー
トマップからは、KO-MEF においてセリン制限に
よりネルギー代謝に関わる代謝成分の大規模な
量的減少が生じていることが示された（右図）。
定量結果を基に様々な指標からセリン枯渇状態
における主な代謝変化の特徴として以下があげ
ら れ る 。①総ア デニレート量の減少、
②NADH/NAD+の低下、③乳酸/ピルビン酸比の
低下、④糖原性アミノ酸総量の減少。これらの代
謝指標変化は中心炭素代謝停滞を示しており、セ
リン枯渇によりミトコンドリアを中心とした細
胞内エネルギー代謝が抑制されたストレス状態
が誘発されることが強く示唆された。 
  
2）遺伝子・タンパク質発現解析 
代謝物解析に並行して、ヘム代謝、ミトコンドリア生合成、中心エネルギー代謝に関わる酵素
等の遺伝子発現解析を行った。まずグリシンとスクシニル CoA からアミノレブリン酸を合成す
る Alas1 mRNA がセリン制限条件で添加群に対して有意に増加していた。Alas1 遺伝子は細胞内
ヘム量を感知するネガティブフィードバック機構により転写制御されることが知られており、
セリン制限条件での発現増加は細胞内ヘム量の減少を示す。一方でミトコンドリアの生合成を
制御する Pgc1a (Ppargc1a) は mRNA およびタンパク質ともに有意に制限群で増加しており、ミ
トコンドリア生合成の賦活を示唆していた。ミトコンドリアの分裂や融合を制御する分子や
TCA回路を構成する酵素についても、セリン制限群において mRNA 発現は有意に増加を見して
いた。これらの結果はセリン枯渇により、ヘム含量の低下とミトコンドリアの増加（生合成）が
同時に起こるとの矛盾した現象を示唆しているため、ミトコンドリアの量的変化と膜電位につ
いて、生細胞での解析を行うこととした（後述 3）） 
これらの発現解析では、1）で同定したエネルギー代謝関連物質の量的変化に直接対応する遺伝

子発現変化を捉えられなかった。そこで代表者らが以前行ったセリン制限条件で発現変化する
遺伝子についてのマイクロアレイ解析結果から（Hamano et al, Data Brief, 2016）、エネルギー代
謝に関連する遺伝子発現を再検討し、insulin/IGF シグナル伝達を抑制する分子 X のセリン制限
における高発現に着目して詳細な解析を行った。その理由は、近年 insulinや IGF によるミトコ
ンドリア生合成の制御が報告されているからである。まず分子 X について KO-MEF のセリン制
限により顕著な誘導を確認した。同時に細胞内 insulin/IGF シグナル伝達系について、主要な構
成分子である Aktキナーゼと、mTOCR1 の基質タンパク質である S6キナーゼについて、活性化
の指標であるリン酸化レベルを検討し、いずれもセリン制限 6時間後にはリン酸化が亢進し、24
時間では減少することを見いだした。細胞内セリン枯渇によるミトコンドリアの変化（後述）と
insulin/IGFシグナル伝達減弱が、いずれもセリン制限後 6時間までは変化が僅かであるが、その
後 24時間までに顕著になるという時間軸が一致していた。以上の結果より、セリン枯渇により
エネルギー代謝、ミトコンドリア機能、insulin/IGFシグナル伝達系がほぼ並行して変化している
ことが明らかとなり、今後各変化の相互関係を詳細に検討する予定である。 
一連の KO-MEF での解析から、グリシンの細胞内含量がセリンよりも高いにも関わらず、グリ
シン添加によるセリン制限の表現型レスキューが起こらないことを観察していた。そこでセリ
ン欠乏応答におけるグリシンの効果についても肝がん由来 Hepa1 細胞との比較を行い、Hepa1 で
は培地のセリン制限条件で、KO-MEF でも観察されたセリン欠乏に応答して転写因子 ATF4 によ
り制御される遺伝子群の発現が誘導されるが、24 時間後にはセリン添加群と同レベルにまで低
下すること、その際に細胞内外のグリシンが減少し、グリシンからセリンを合成可能な SHMT2
の発現増加を介して細胞内セリン含量を維持していることを見いだした（Hamano et al, Nutrients, 
2021）。同時に Hepa1 では KO-MEF とは異なり、グリシン添加
によって培地セリン制限による遺伝子発現誘導がキャンセルさ
れることも明らかにした。これらの現象は Hapa1 細胞において
は細胞外環境でセリンの供給が低下すると細胞内外のグリシン
をセリンに変換してセリンを維持する機構が存在することを示
しており、細胞のタイプによりセリンとグリシンの代謝的な優
先度が異なっていると考えられた。 

 
3）ミトコンドリア膜電位と存在量のイメージング解析 
 まず KO-MEF のミトコンドリア膜電位と量的変化を FACS に
て検出して比較した。その結果、培養 24時間後においてセリン
制限群のミトコンドリア膜電位と存在量が減少していることが
明らかとなった。右図に MitoTracker Green での FACS データを
示す。FACS 解析では定量的な議論が困難であるため、続いてス
ライドガラス上で培養した KO-MEF のミトコンドリアを膜電位
感受性蛍光色素 MT-1、ならびにミトコンドリア特異的蛍光色素



MitoBright LT Green蛍光色素で染色し、超解像レーザー顕微鏡（Leica TCS SP8 STED）により得
られた 2 次元画像データを 3 次元再構築し、細胞あたりの蛍光強度を定量した（下図）。その結
果は FACS 解析と概ね一致し、セリン制限 24 時間後には制限群の細胞あたりの MT-1 および
MitoBright LT の蛍光強度は添加群の 60％前後に減少していた。セリン制限 6時間では細胞あた

りの蛍光量はいずれも添加群と制限群の間に有意な変化が認められなかった。また、セリン制限
後 24時間においてもマウス Phgdh cDNAを強制発現させた KO-MEFではこれらの変化が全てキ
ャンセルされており、添加群との有意差は認められなかった。また、本解析により、セリン制限
24時間後は以下の変化が制限群 KO-MEF に生じていることも新たに見いだした：①細胞接着面
積が制限群で顕著に減少、②制限群の細胞形態が紡錘状から球状へ変化し、③同時に細胞骨格と
ミトコンドリアの分布が変化していた。 
 
これらの項目に加え、本課題に関連する国際共同研究を実施し、アルツハイマー病患者とモデ

ル動物における解糖系と Phgdh 依存セリン生合成系の減弱が神経可塑性異常と海馬依存的空間
記憶障害の原因となっており、動物モデルでは L-セリン投与によって認知症状が改善（Le Douce 
et al, Cell Metab, 2020）、黄斑性毛細血管拡張症（MacTel）において発症する網膜視細胞変性に
は、ミューラー細胞における Phgdh を介したセリン合成能の低下が主な原因であることなどを
論文成果として報告した（Shen et al, Glia, 2021）。 
 
本研究課題の遂行により、Phgdh 欠損による細胞内セリン枯渇が細胞死（致死）を導く上流機

序として、ミトコンドリア機能低下による細胞内エネルギー産生関連代謝物の全般的な減少と
insulin/IGFシグナル伝達減弱、それらによる細胞内代謝恒常性の広範囲に及ぶ制御異常状態にあ
ることを明らかにできた。今回得られた成果から、解糖系中間体 3-ホスホグリセリン酸を出発
物質として開始される Phgdh 依存セリン生合成系が、細胞内代謝全般におけるハブとして根源
的かつ必須の生理的機能を持つことを示せた。今後は、セリン枯渇による各階層（代謝物、遺伝
子、タンパク質、小器官、細胞骨格、細胞形態）での変化の連動・相互関係について明らかにす
ることで、種々の疾患とセリン合成不全の病態生理学的な連関を分子レベルで理解可能となり、
その予防や治療法の開発に資する知見となることが期待される。 
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