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研究成果の概要（和文）：がん細胞の大きな特性である旺盛な増殖能に対し、その標的として核酸合成や細胞分
裂阻害などに対する数々の抗がん剤の適用がこれまでにトライされているが、継続的な化学治療により耐性を獲
得してしまうのが現代のがん治療における大きな障壁である。本研究では耐性獲得機序として代謝酵素のアルギ
ニンメチル化を介した解糖系からセリン生合成経路への代謝経路の切り替え（リモデリング）という新しいメカ
ニズムを明らかにした。そのなか、セリン生合成経路の律速酵素であるPHGDHがメチル化を受け、セリン合成系
から派生する脂肪酸の新規合成能を亢進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Although a number of anti-cancer drugs have been tried to target the 
vigorous proliferative capacity such as nucleic acid synthesis, rapid cell division, and 
accumulation of anti-oxidants. Unfortunately, the acquisition of resistance due to continuous 
chemotherapy is a major barrier in modern cancer treatment. In this study, we have elucidated a 
novel mechanism of resistance acquisition, namely, a metabolic pathway switch (remodeling) from the 
glycolytic pathway to the serine biosynthetic pathway mediated by arginine methylation of three 
metabolic enzymes (PFKFB3, PKM2, and PHGDH). We found that PHGDH, the rate-limiting enzyme of the 
serine synthesis pathway, undergoes methylation at R20 and R54 and enhances the ability to 
synthesize new fatty acids derived from the serine biosynthetic pathway.

研究分野：代謝生化学、病態医化学

キーワード： 乳がん　治療抵抗性　アルギニンメチル化　解糖系　脂肪酸代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、代謝酵素の高メチル化とその核局在は化学治療の奏功の指標となるばかりでなく、化学治療抵抗
性乳がん細胞の脂肪酸代謝特性や翻訳後修飾に介入することで耐性を喪失させうる可能性を示唆しており、現時
点で有望なマーカー分子が知られていない、トリプルネガティブ型の乳がんの代謝特性を明らかにした点で、本
研究成果の社会的意義は大きいと考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 
 
エネルギー産生の恒常性（需要と供給のバランス）は糖、アミノ酸、核酸、脂質など各代謝系
との連携の上に成立している。これらはすべて中心炭素代謝から分岐し、この連携バランスの崩
壊が代謝性疾患やがん、老化の一因とされている。申請者はこれまでに代謝酵素群の翻訳後修飾
レベルの変化が経路切り替えに作用し増殖・分化制御に寄与する、『代謝-修飾コード』という新
概念を提唱し、特定の代謝酵素の翻訳後修飾が代謝経路の切り替えに寄与し、がん細胞の
benefit に作用することを報告してきた。 
がん細胞の大きな特性である旺盛な増殖能に対し、既存の抗がん剤は核酸合成や細胞分裂阻
害などが主たる標的であるが、継続的化学治療により耐性を獲得してしまうのががん治療にお
ける目下の大きな障壁である。耐性獲得メカニズムとして、薬剤の排出、突然変異によるシグナ
ル伝達系の異常活性化に加え、代謝経路の切り替え（リモデリング）による耐性獲得が近年注目
されている。予備実験において、我々は有糸分裂阻害剤であるパクリタキセルを乳がん細胞株に
添加すると解糖系酵素 PFKFB3 および PKM2 のメチル化が亢進することを偶然見出した。当初は
解糖系酵素群と細胞骨格分子の相互作用に着目していたが、培養皿上で段階的にパクリタキセ
ル濃度を上げて樹立した in vitro における耐性乳がん株では元の親株に比べ、高度にこれら酵
素のメチル化が認められた。 
本提案研究では申請者が発見した、パクリタキセル耐性株における代謝酵素のメチル化動態
の差異に着目し、代謝変動が耐性獲得にどのように作用するかその機構を明らかにし、治療抵抗
性に対する新しい克服戦略を提示できないかを検討することとした。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、我々が見出したパクリタキセル耐性乳がん株特有の代謝特性、つまり解糖系
からセリン生合成系を経た含硫化合物代謝経路への経路切り替えがどのようにして制御されて
いるか、そのメカニズムを明らかにすることでその化学治療抵抗性の喪失を狙った実効性のあ
る方策を生み出すことである。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)耐性株の樹立 
ヌードマウス（BALB/cA Jcl-nu/nu 系統、日本クレア）1匹に対し、等量のマトリゲルと混合し
た 1x106個の MDA-MB-231 細胞を接種した。一定の大きさに腫瘍が成長した後、パクリタキセル
を 1 週間に 2 回、4 週間の間腹腔投与した。パクリタキセルの投与期間終了後、腫瘍を摘出し、
Tumor Dissection Kit, human (ミルテニー社)を用いて細胞を回収した。回収週後の細胞は上
記と同様のサイクルを合計 3度繰り返した。投与したパクリタキセル（ブリストル・マイヤーズ
社のタキソール注射液 30mg を使用）の用量は、20mg/kg（1 ターン目）、30mg/kg（2 ターン目）、
60mg/kg（3 ターン目）とした。 
 
(2)PRMT1 ノックアウト株の樹立 
plentiCRISPRv2 ベクター（Addgene）にヒト PRMT1 を標的とするガイド RNA 配列（5'-
GTGGATGCCAAAGTGTGCGT(AGG)-3'および 5'-TTTGACTCCTACGCACACTT(TGG)-3'）を挿入した。レンチ
ウィルス用いて MDA-MB-231 および MDA-MB-468 細胞に感染させ、導入細胞をピューロマイシン
で選択した。KO 効率はウェスタンブロットで確認した。 
 



(3) メタボローム解析 
対照群、耐性細胞それぞれを 100mm ディッシュに 1x107個ずつ回収前日に撒いた。グルコースの
代謝の流れを調べるために安定同位体ラベルされた 13C6-グルコースをグルコース非含有DMEM培
地に 1g/L となるように添加し、15 分間細胞に取り込ませた。その後、5%(v/v)マンニトールで
2 回洗浄し、メタノール・クロロホルム処理により、細胞を変性させ、ライセートを回収した。
遠心処理にて細胞残渣を分離し、上清（代謝物などの低分子化合物を含む）を 5kDa カットオフ
フィルターで精製し中心代謝経路測定用のサンプルとした。また脂肪酸の測定は 60mm ディッシ
ュに 3ｘ106個ずつ細胞を用意し、13C6-グルコース（1g/L）を 24 時間添加し、メタノール・クロ
ロホルム処理後の有機層を回収しこれを測定した。 
 
(4) 細胞死アッセイ 
細胞死アッセイは Promega 社の CellTOX Green Cytotoxicity assay キットを用いて測定した。
対照群および耐性細胞を 96well プレートにまき、様々な濃度のパクリタキセル（LKT 
Laboratories, Inc.）で約 16 時間処理した。細胞には予め Hoechst Dye を添加しておき、蛍光
プレートリーダーにて CellTOX 励起 488nm/蛍光 520nm、Hoechst 励起 355nm/蛍光 415nm にて測
定した CellTOX 由来の蛍光測定値は Hoechst で得られる生細胞由来の蛍光測定値で割り、補正
した。 
 
(5) 修飾部位の同定 
FLAG タグ標識したヒト PHGDH を HEK293T に強制発現させ、M2 アガロース（WAKO）でプルダウン
した。溶出画分を SDS-PAGE で分離後、該当バンドをトリプシン処理し、LC-MS 解析を行った。
修飾部位の解析には Thermo 社のソフト Proteome Discoverer2.5 を用いた。 
 
(6) メチル化特異的抗体の作成 
上記実験で同定したメチル化部位近傍で抗原を設計し（48-CEGLIV(R)mmaSATKVT-60）、ウサギを
用いてメチル化部位特異的（R54mma）PHGDH 抗体の作成を行った。得られた抗体の特異性はドッ
トブロット法によって確認した。 
 
(7) PHGDH 活性測定 
1x106個の細胞を 0.2ml の Lysis buffer（50ｍM、Tris-HCl(pH9.0)、1ｍM EDTA,0.01% Tween-20）
中で懸濁し,20000xg, 30 分遠心し上清を得た。上清は 2倍量の硫安を加え、氷中 30 分間静置す
ることで塩析した。20000xg、15 分遠心後、ペレットを 100ul の抽出バッファーで懸濁し、サン
プルとした。各測定には 10ul の測定サンプルを用いて、アッセイバッファー（1.25mM グルタミ
ン、0.3mM の NAD+、80ng/ul のヒト組み換え PSAT1、0.2mM resazurn-Na, 0.2mg/ml diaphorase）
と混合した。最後に 0.1M 3-PG を混合して反応を開始した。活性は励起波長 550nm、蛍光波長
600nm での蛍光値の経時変化を基に算出した。 
 
(8) ゼノグラフト実験 
免疫不全 NOG マウスの脇腹に 3ｘ106個の細胞（MDA-MB-231 親株、パクリタキセル耐性株、耐性
株+PRMT1-KO）を接種し、10 日後から 3日おきに 20mg/kg パクリタキセルを尾静脈注射した。腫
瘍径（mm3）は（長径ｘ短径ｘ短径）/2 で算出した。 
 
 
４．研究成果 
 
まず、複数種の乳がん細胞株についてエネルギー代謝酵素の発現量を比較したところ、パク
リタキセルに抵抗性を示す MDA-MB-468 細胞において解糖系の律速酵素である PFKFB3 および
PKM2 の発現およびアルギニンメチル化修飾レベルが高く、同時にセリン生合成系酵素の発現量
が高いことがわかった。次に我々はパクリタキセル感受性である MDA-MB-231 細胞をヌードマウ
スに移植、腫瘍定着後にパクリタキセルを段階的濃度で暴露することで、in vivo におけるパク



リタキセル耐性株を樹立した。樹立した耐性株と親株とを比較したところ、耐性株では MDA-MB-
468 細胞同様にセリン生合成系酵素の発現亢進と解糖系律速酵素の高メチル化が認められた。そ
こで、13C 標識されたグルコースを用いてメタボローム解析したところ、やはり耐性株では取り
込んだグルコースを解糖系中間代謝物 3-phosphoglycerate からセリン生合成経路へ分岐する代
謝特性であった。しかしながらグルタチオン産生やその酸化還元比に影響を与えなかった。 
 
セリン生合成は葉酸代謝を経た核酸の供給やシステイン代謝の活性化だけでなく、脂肪酸
の合成に関与することが示唆されているが、我々は LC-MS を用いて脂肪酸合成能の測定を試み
た結果、耐性株では親株に比べ有意に脂肪酸合成能が亢進していることを発見した。PRMT1 のノ
ックアウト株では脂肪酸合成は抑えられる事から、脂肪酸合成能の制御は PRMT1 による未知分
子のメチル化による作用であると推測された。そこで、該当する代謝経路中の酵素について精査
したところ、セリン生合成系の律速段階を制御する酵素である PHGDH（D-3-phosphoglycerate 
dehydrogenase）の20番目および54番目のアルギニン残基がメチル化を受けることが分かった。
これらのアルギニン残基は PHGDH の活性中心の近傍に存在し、R20 はユビキチン化が報告されて
いる K21 に拮抗して働くことで酵素の安定化に寄与し、R54 は基質とのアフィニティに正に作用
することがわかった。さらに PHGDH は複数のシステイン残基に対し脂肪酸付加型の翻訳後修飾
である S-パルミトイル化を受けることが判明し、上記メチル化修飾と協調的に修飾を受け、酵
素活性の活性維持に作用することが明らかになった。また、新たに作成したメチル化部位特異的
PHGDH 抗体、およびすでにわれわれが樹立している抗メチル化 PFKFB3 および抗メチル化 PKM2 抗
体を用いて検討したところ、パクリタキセル耐性株では 3 つの代謝酵素 PFKFB3,PKM2,PHGDH の
メチル化レベルがすべて高く、同一のメチル化酵素 PRMT1（protein arginine methyltransferase 
1）によってメチル化レベルが制御されていることが分かった。 
 
 次に我々は耐性株の代謝特性、つまり脂肪酸合成を抑制することでパクリタキセルに対す
る抵抗性を解除できうるかについて検討を行った。脂肪酸合成酵素阻害剤オルリスタット、PRMT1
阻害剤 MS023、および S-パルミトイル化の阻害剤 2-bromopalmitate、いずれの阻害剤で処理し
た場合も耐性株ではパクリタキセルに対する抵抗性が解除された。一方、脂肪酸合成を促すため
にαketoglutarate の膜透過性アナログである dmKG を添加したところ、逆に感受性株を抵抗性
へと誘導することができた。 
 
さらに我々は vivo マウスモデルや実際の乳がん患者検体においてもこのような代謝特性が
当てはまるかを検証した。パクリタキセル耐性株および PRMT1-KO 耐性株を移植したヌードマウ
スモデルでは、耐性株に対し、PRMT1-KO 株ではパクリタキセルに対する腫瘍の縮退効果が部分
的に回復した。また、患者の術前組織診断サンプルを用いて、上記の代謝酵素のメチル化の度合
いを判定したところ、術前化学療法による病理学的完全奏効（pathological complete response: 
pCR）が得られた患者に対し、得られなかった患者（non-pCR）検体では有意にメチル化型酵素の
核局在の割合が高かった。 
 
本研究から、化学治療抵抗性を有する難治性乳がん細胞では PRMT1 による 3 酵素のメチル化
を通じ、以下のような代謝経路のリモデリングが起こることが分かった。①解糖系からセリン生
合成経路へ代謝の分岐経路が活性化する。②セリン合成系経路の活性化による aKG 産生増加か
ら脂肪酸の合成能が亢進する。③PHGDH、FASN に対して脂肪酸由来の翻訳後修飾 S-パルミトイル
化が起こり、それぞれの酵素活性を増強することでポジティブフィードバック的に高い脂肪酸
合成能を支持している。また、メチル化酵素の核局在は化学治療奏功の指標となるだけでなく、
メチル化化学治療抵抗性乳がん細胞の脂肪酸代謝特性や翻訳後修飾に介入することで耐性を喪
失させうる可能性を示唆しており、当初計画していた、難治性乳がんへの新しい治療標的を提示
するという研究目的は一定程度達成できたのではないかと考えている。 
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