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研究成果の概要（和文）：本研究では、アミノ酸を起点とする代謝物質群の変動情報を『代謝物質コード』とし
て定義し、代謝物質コードを感知するメカニズムや、その情報が解読されて、特定の表現型に至る背景機序を明
らかにすることを目標に研究を行った。その結果、連動性を示すアミノ酸や、アミノ酸によって変動する遺伝子
を同定することができた。またアミノ酸シグナルを可視化するため、AMPKおよびmTORC1のバイオセンサーを安定
的に発現する細胞株の樹立を進めた。最終的にAMPKバイオセンサーを安定的に発現する細胞株は樹立したが、
mTORC1バイオセンサーは、その感度を改良することを優先することとした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we defined the fluctuation information of a group of 
metabolites originating from amino acids as the "metabolite code." Our research aimed to elucidate 
the mechanisms of sensing the metabolite code and deciphering the information that leads to specific
 phenotypes. As a result, we were able to identify amino acids that demonstrate coherence and genes 
that vary due to amino acids. Furthermore, we made progress in establishing cell lines that stably 
express AMPK and mTORC1 biosensors to visualize the amino acid signals. Ultimately, we successfully 
established a cell line with stable expression of the AMPK biosensor; however, we prioritized 
improving the sensitivity of the mTORC1 biosensor.

研究分野：栄養学

キーワード： 代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、どのようなアミノ酸が連動して動いているのか、さらにその動きに伴ってどういった遺伝子の発
現レベルが変動するのかを明らかにすることができた。ヒトの代謝物は20万種以上あるが、タンパク質の数は
19,969 genes/86,245 transcriptsしかない (Nurk et al. Science. 2022)。そのため、細胞がどのようにして
膨大な組み合わせからなる栄養素情報の変化を感知・処理しているのかは、未だ謎に包まれている(Efeyan et 
al. Nature. 2015)。本研究はこの謎を紐解くための基礎データを提供するものである。

※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、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
アミノ酸はアミノ基とカルボキシル基を持つ有機化合物の総称であり、ヒトでは

20 種類のアミノ酸がタンパク質の構成要素として使われている。近年、がん抑制遺
伝子産物である転写因子 p53 が様々なアミノ酸代謝を制御していることや(Miyamoto 
et al. Sci Adv. 2017; Simabuco et al. Oncotarget. 2018)、アミノ酸ががん細胞の生存戦略等
において重要な働きをしていることが報告されてきた (Lieu et al. Exp Mol Med. 2020)。
こうした論文では、特定のアミノ酸に着目し、その増減と表現型の関係性から、各種アミ
ノ酸の機能性を紐解くことが論旨となっており、実際、多くのアミノ酸について、その
多様な機能性が明らかにされてきた(Wu. Amino Acids. 2009)。しかし、ここで重要なこ
とは、全ての代謝経路はつながっているため、『特定のアミノ酸量の増減は、そのアミノ
酸以外の代謝物においても量的・質的変化を引き起こす（代謝連動性）』という事実である
(Nishi et al. Sci Rep. 2018)。例えばセリン欠乏によって観察される細胞の表現型の一部
は、スフィンゴ脂質の 1 種であるセラミドの量的・質的変化によって説明される(Gao 
et al. Cell Rep. 2018)。このようにアミノ酸研究では、当該アミノ酸のみでは表現型に
至る背景機序を完全に説明できないパラドックスが多く存在している(Dioguardi et al. 
Nutrigenet Nutrigenomics. 2011)。この一因となっているのが『代謝連動性』である。
つまり、特定アミノ酸の量的変化のみに注目するのではなく、そのアミノ酸を起点として変
動する代謝プロファイル全体を総体的な情報として捉え、その総体情報に基づいて表現型
へ至る背景機序を理解することが、今後のアミノ酸研究において重要と考えられる。実際、
血中アミノ酸 20 種類すべてを使った自己組織化マップ（ニューラルネットワーク）
で、肝脂質蓄積量が推定できることが報告されており(Nishi et al. Sci Rep. 2018)、総体
情報も生物学的に重要な情報性を有していることが示唆される。しかし、その詳細は
解明されていない。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、アミノ酸を起点とする代謝物質群の変動情報を『代謝物質コード』
として定義し、代謝物質コードを感知するメカニズムや、その情報が解読されて、特
定の表現型に至る背景機序を明らかにすると共に、それを自在にコントロールするこ
とができる手法を開発することで、代謝物質コードの理解と制御を試みる。本研究成
果は、アミノ酸を起点とした代謝物質の情報性に対する理解や評価法等に対して新しいモ
ダリティをもたらすものであり、生命科学領域を大きく変換・転換させる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
(A) 分子生物学的アプローチによるアミノ酸を起点とした代謝物質コードの理解 
 本研究項目ではまず、アミノ酸の情報性を紐解くために、様々なアミノ酸の組み合
わせからなる培養液を作成する。しかし、全ての組み合わせを試すと 1,048,576 パタ
ーンとなるため、研究予算の観点から、最終的には肝臓癌由来細胞株を①Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium (DMEM)、②DMEMからアミノ酸を除いたもの (Zero)、③Zero
に 0.4 mMのアルギニンを添加したもの(Z+Arg)、④Zeroに 4 mMのオルニチンを加え
たもの(Z+Orn)、⑤Zeroに 4 mMのシトルリンを加えたもの(Z+Cit)で細胞を培養し、ト
ランスクリプトームおよびメタボロームの解析を行った。 
 
(B) 合成生物学的アプローチによるアミノ酸を起点とした代謝物質コードの制御 
 本研究項目では、上記研究項目(A)で同定した代謝物質コードを感知するタンパク質
の機能制御を行うことで、細胞外のアミノ酸環境を変えずに特定の代謝物質コードが入
力された時と同様な表現型の再現を試みる。本研究では、この前段階として、AMPK お
よび mTORC1 のバイオセンサーを安定的に発現する細胞株を樹立した。さらにアミノ
酸によって起こる様々な細胞内減少をラベルフリーで可視化できるようにするため、
Convolutional Neural Network を用いたデジタルステイン技術と、高解像度な位相差顕



微鏡システムの確立を行った。 
 
４．研究成果 
❶細胞培養液中のアミノ酸量の変化に応答するオミクス情報 
 本研究ではまず初めに、肝臓癌由来細胞株を①DMEM、②Zero、③Z+Arg、④Z+Orn、
⑤Z+Cit で 6 時間培養した後にメタボローム解析を行った。その結果、Zero 培地で細
胞を培養すると、グリシンを除く他の全てのアミノ酸について、その細胞内濃度が統
計的に有意に低下した(図 1A)。さらに Zero 培地にアルギニン、シトルリン、オルニ
チンを加えた場合は、それぞれ添加した代謝物の細胞内濃度が統計的に有意に増加し
た(図 1B)。以上から、本研究で用いた培養液①～⑤は、想定通りに細胞内のアミノ酸
濃度を変えていると考えられた。 

 次に、培養環境が変わることで統計的に有意に変化する代謝物の同定を試みた。そ
の結果、DMEM からアミノ酸を欠乏させると(Zero)、アミノ酸に加え、Kynurenine な
ど、計 24 の代謝物の濃度が変化することが分かった(図 2)。一方、Zero 培地に代謝物
を加えても、今回定量解析ができた代謝物については、統計的に有意な変動がほとん
ど見られないことが分かった(図 2)。 



 続いて、アミノ酸間で連動性が
あるかどうかを検討した。その結
果、非常に多くのアミノ酸の量が
連動性を以って動いていることが
分かった(図 3)。 
 さらにこの条件下で変動する遺

伝子の探索を行った。その結果、

解析した 13410 遺伝子の内、
DMEM から Zero にすることで
5218 遺伝子(38.9%)、Zero にアル
ギニンが加わることで 9 遺伝子
(0.06%)、Zero にオルニチンが加わ
ることで 2371 遺伝子 (17.7%)、
Zero にシトルリンが加わることで
1704 遺伝子(12.7%)が統計的に有意に変動することが分かった。現在、その再現性を
確認している。 
 
❷AMPK または mTORC1のバイオセンサーを安定的に発現する細胞株の樹立 
 AMPK または mTORC1 のバイオセンサーを安定的に発現する細胞株を樹立するため、
各バイオセンサー(AMPK: Miyamoto et al. Cell Rep. 2015; mTORC1: Zhou et al. Cell Rep. 
2015)を PiggyBac Transposon Vector Systemに挿入し、安定発現細胞株の樹立を試みた。
その結果、AMPK のバイオセンサーを安定的に発現する細胞株を樹立することはでき
たが、mTORC1 のバイオセンサーを安定的に発現する細胞株は樹立するには至らなか
った。mTORC1のバイオセンサーについては、dynamic rangeを改良してから、再度安
定発現細胞株の樹立を試みる予定である。 
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