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研究成果の概要（和文）：本研究では、尿路上皮癌における抗癌剤耐性後の代謝リプログラミング機構を明らか
にした。UC野生株、CDDP耐性株、GEM耐性株の3細胞における水溶性代謝産物の網羅的定量解析を行った。結果、
GEM耐性株の代謝機構はCDDP耐性/野生株と異なり、1)解糖系（ピルビン酸/乳酸）代謝産物の産生量が有意に高
いこと、２）ペントースリン酸回路の主経路であるピリミジン代謝経路に関連する代謝産物量が高いこと、3)α
-ケトグルタル酸、イソクエン酸、クエン酸の産生量が有意に高く、クエン酸回路（TCA cycle）が一部｢逆行性｣
に駆動していること(reductive TCA cycle)を確認した。

研究成果の概要（英文）： We found a　unique metabolism in chemo　resistant urothelial carcinoma 
UC). One key finding is the increased glycolytic flux observed in gemcitabine-resistant UC cells. 
This metabolic reprogramming promotes the activation of the pentose phosphate pathway (PPP), leading
 to enhanced pyrimidine biosynthesis. Consequently, there is an increase in the production of 
deoxycytidine triphosphate (dCTP), which competitively inhibits the therapeutic effects of 
gemcitabine.　The study also identified the induction of reductive carboxylation flux of glutamine 
to citrate, a process known as the "reductive tricarboxylic acid (TCA) cycle," in 
gemcitabine-resistant UC cells. This phenomenon is mediated by the expression of the enzyme IDH2, 
which leads to the accumulation of 2-hydroxyglutarate (2-HG). The accumulation of 2-HG stabilizes 
hypoxia-inducible factor 1-alpha (Hif1-α), establishing an aerobic metabolic reprogramming in 
gemcitabine-resistant UC. 

研究分野：泌尿器科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膀胱癌細胞は抗癌剤暴露の過程で細胞内代謝機構をリプログラミングすることで抗癌剤耐性機構を獲得すること
が分かった。IDH2阻害によるHif1-αの制御が難治癌を克服する新規治療標的になりうることが示唆された。
IDH2阻害薬は悪性脳腫瘍や再発性急性骨髄性白血病に一部臨床応用が開始されていることから、今後IDH2を標的
とした新規治療法の開発は治療選択の乏しい抗癌剤耐性UC患者への予後向上に向けて大きく寄与すると考えてい
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 

癌は不均一性(Tumor heterogeniety)を保ちながら絶えず悪性度の高いサブクローンに進化を継続す

ることで治療抵抗性を獲得していく。癌における抗癌剤耐性もその一つと考える。膀胱癌（Urothelial 

Carcinoma: UC）は米国 NCI が示す世界的な common cancer の 1 つであり、泌尿器科癌の中で最も難

治性である。難治性 UC における標準化学療法は代謝拮抗薬 Gemcitabine（GEM）＋プラチナ製剤

Cisplatin（CDDP）（GC）療法が 1st line として位置づけられているが長期暴露による耐性化が問題であ

る。申請者らは抗癌剤耐性の原因をさぐるべく、2種の抗癌剤耐性株（CDDP耐性；CR、GEM耐性：GR）

を樹立した。そこで、CDDP 耐性 UC 細胞ではミトコンドリアの活性が野生株より有意に亢進しており、細

胞内に酸素を要求する好気代謝に依存している事を確認した。一方、GEM 耐性株は CDDP 耐性株と

異なり、1%O2 下でも細胞増殖が可能であること、ミトコンドリアの活性が有意に低下していることから

CDDP 耐性機構とは異なった、エネルギー代謝機構を形成していると予想した。すなわち、難治 UC 細

胞では抗癌剤暴露の過程で、癌細胞内メタボロームを巧みに構造変化させることで抗癌剤耐性を獲得

すると予想された。しかし、現時点で膀胱癌細胞における長期抗癌剤暴露による細胞内代謝機構の網

羅的構造変化について深く考察されていない。UC 細胞において抗癌剤の長期暴露は細胞内代謝機

構をどのように変化させ、難治性獲得に至るのか？抗癌剤耐性前後の細胞内メタボローム変化に着目

した新規治療標的はないか？これが本研究における学術的「問い」であった。 

２．研究の目的 

本研究は、抗癌剤の長期暴露により形成された癌細胞内代謝リプログラミング機構に着目し、難治性

膀胱癌患者への新規治療戦略を構築する事である。 

３．研究の方法 

(1)メタボローム解析による膀胱癌野生株と抗癌剤耐性株間の代謝動態比較 

当教室では、膀胱癌細胞株T24 とUMUC3 を使用し、12 か月間CDDP とGEM に暴露したCDDP 

耐性株(T24CR、UMUC3CR)と GEM 耐性株（T24GR、UMUC3GR）をそれぞれ樹立している。これら 2

種の細胞株を本学医科学研究室に配備されているメタボロミクスコアを用いて野生株、耐性株間のメタ

ボローム解析を行う。 

 

(2) 膀胱癌 GEM耐性株における解糖系→五炭糖経路迂回による抗癌剤耐性機構構築の検証 

 申請者らは解糖系から五炭糖経路(PPP:ペントースリン酸経路)に誘導する酵素であるTIGAR、TKT（ト

ランスケトラーゼ）の発現亢進と NAPDH の産生量の亢進、さらにはヌクレオシドの増生に関与する酵素

CTPS1(CTP synthase 1)の発現亢進を確認している。GEM耐性下では好気代謝が抑制される一方で解

糖系→PPP→解糖系と糖代謝が一部PPP回路に迂回する経路の可能性を考えた。以上より、解糖系か

ら PPP 回路に誘導する代謝産物を野生株、耐性株で比較することを行う。 

 

(3) イソクエン酸デヒドロゲナーゼ（IDH1/２）を標的としたメタボローム制御の検証 

 過去の報告において、イソクエン酸デヒドロゲナーゼ 1/2（IDH1/2）は低酸素下で糖代謝をグルタミン

代謝に置換し、嫌気代謝下での ATP 産生に寄与する事が知られている。よって、抗癌剤耐性株におけ

るIDH1/2の発現は一連の低酸素シグナルのmaster triggerとなっている可能性が高いことから IDH1/2

を knock down することで、Hif1-αをはじめとした嫌気酵素群の発現が一律制御されるかどうかを遺伝

子、蛋白レベルで確認する。 

 
 
 



４．研究成果 

1)GEM 耐性 UC 株は、野生株/CDDP 耐性株と比較し、好気下で解糖系が亢進している。 

2 種の膀胱癌細胞株で CDDP/GEM

耐性細胞株をそれぞれ樹立し、これら

細胞株を野生株とともにメタボロミ

クスコア CE-MS（キャピラリー電気泳

動質量分析装置）を用いてメタボロー

ム解析を行い、水溶性代謝産物の全貌

を定量化すると同時に、安定同位体

13C で標識した糖代謝産物のリアル

タイムの代謝動態を確認した。メタボ

ローム解析の結果、GEM耐性下では、

解糖系とペントースリン酸経路（PPP）に関与する代謝産物の増加を認め、好気下において解糖

系の亢進を認めた。一方、ミトコンドリア内では、グルタミンを代替エネルギー源として使用し、

グルタミン→クエン酸産生が促進する逆行性 TCAサイクルの駆動が示唆された。また、解糖系

酵素群である TKT、CTPS1は GEM耐性下で一律発現上昇を認めており、CDDP耐性下には見ら

れない代謝リプログラミング機構を獲得しエネルギーチャージを行っていることが示唆された。 

 

2）逆行性 TCA 回路の駆動により、Oncometabolite2-ヒドロキシグルタル酸（2-HG）が蓄積

し、細胞内 Hif1-αを安定化させる。 

メタボローム解析結果から、TCA回路

内の α-ケトグルタル酸、イソクエン酸、

クエン酸の産生量が有意に高く、クエン

酸回路（TCA cycle）が一部｢逆行性｣に駆

動している可能性(reductive TCA cycle)

を疑った。 

次に細胞内代謝キットを用いて

oncometabolite である 2-ヒドロキシグル

タル酸（2-HG）の産生量を測定した結

果、GEM 耐性株は野生株と比較し優位

に 2-HG量が高かった。2-HGは oncometaboliteに代表される代謝産物であり、逆行性 TCA駆動

の際にのみ蓄積される代謝産物である。さらに 2-HG は細胞内 Hif-1α をユビキチン化する

PHD2/EGLN1を分解することで細胞内 Hif-1α濃度を安定化させていることがわかった。 

その結果、糖代謝の大部分が嫌気解糖系にシフトすることで GEMに競合作用を持つデオキシ

シチジン三リン酸（dCTP）が産生されると同時に、強力な還元物質 NADPH が産生されること

で抗酸化能が増強され、CDDP への抗腫瘍効果をも無力化する防御機構を備えることがわかっ

た。 



3) メタボリックチェックポイント分子 IDH2 は上記代謝リプログラミング機構の master 

regulator である。 

次に、一連の代謝リプログラミング機構の

起源にメタボリックチェックポイント分子

として知られるイソクエン酸デヒドロゲナ

ーゼ 2（IDH2）に着目した。IDH2 蛋白を野

生株UC細胞に over expressionする in vitro実

験を行った結果、解糖系、PPP回路の代謝産

物の有意な上昇に加え、Hif-1αをはじめとす

る嫌気解糖系酵素が有意に産生されること

を確認した。IDH2 蛋白を siRNA で knock 

downしたところ、逆行性 TCA回路の駆動を阻害し 2-HGの蓄積が失われることで細胞内 Hif-1α

の分解が促進され、糖代謝を嫌気解糖系にシフトできなくなることを確認した。 

以上の結果から、IDH2 は抗癌剤耐性 UC の代謝リプログラミング機構を制御する master 

regulator であると考えられた。IDH2 阻害薬は悪性脳腫瘍や再発性急性骨髄性白血病に一部臨床

応用が開始されていることから、今後 IDH2を標的とした新規治療法の開発は治療選択の乏しい

抗癌剤耐性 UC患者への予後向上に向けて大きく寄与すると考えている。 
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