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研究成果の概要（和文）：細胞内エネルギー物質であるATPのダイナミクス解析とエネルギー代謝に関わる分子の解析
を検討した。エネルギー代謝に関わる遺伝子発現の調節の解析ではアデニル酸キナーゼアイソザイムの発現を解析した
。またフラックスアナライザーを用いた評価でアデニル酸キナーゼのノックダウンで酸素消費速度が変化することがわ
かり、メタボローム解析ではフマル酸などのTCAサイクルに含まれるメタボライトの変化が認められた。代謝における
アデニル酸キナーゼの重要性が示され、アデニル酸キナーゼの一部をATPセンサーとして用いることができる可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined the analysis of energy metabolism of the ATP. Adenylate kinase isozyme
 expression was related to energy metabolism. In addition, an oxygen consumption rate changed by a knockdo
wn of the adenylate kinase was evaluated by using the flux analyzer, and the change of the metabolic syndr
ome light included in TCA cycles such as the fumaric acid was recognized by the metabolome analysis, and i
mportance of the adenylate kinase in the metabolism was shown.
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１．研究開始当初の背景 

生体においてエネルギー代謝は非常に重

要であるが不明な点が多い。解糖系の亢進と

酸化的リン酸化の低下は癌細胞や幹細胞で

認められ、エネルギー代謝の変化が増殖能、

未分化性、老化に関わっていることが近年示

唆されている。 

アデニル酸キナーゼ(AK)は、生体が増殖、

分化、運動、代謝などの機能を正常に発揮す

るために必要な細胞内アデニンヌクレオチ

ドの恒常性維持に重要な役割を担う酵素で

あり、細菌から動物にいたるまで広く生物界

に分布する。 

脊椎動物では複数のアイソザイムが存在

し、それぞれ組織分布、並びに細胞内局在性

が異なる。ミトコンドリアマトリックスに局

在するアイソザイムは薬剤により誘導され

ること、癌の悪性化などに関与していること

がこれまでに報告されているが、その詳細は

不明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

本研究では細胞内エネルギー物質である

ATP の恒常性維持に関わるアデニル酸キナー

ゼに着目し研究を行った。エネルギー代謝に

関わる遺伝子発現の調節と各種阻害薬によ

り、エネルギー代謝を改変し、細胞増殖性お

よび未分化能を変化させるなどのエネルギ

ー代謝制御により、新たな肝癌の治療法につ

なげることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

アデニル酸キナーゼの発現解析はリアル

タイム RT-PCR、マイクロアレイ解析およびウ

エスタンブロッティングで評価した。培養細

胞を用いてshRNAによるノックダウンおよび

CMV プロモーターを用いて過剰発現させた

Stable transformant を作製した。得られた

細胞を用いてMTSアッセイで薬剤耐性の評価

を行った。活性酸素種の解析は CellRox を用

いてフローサイトメトリーで評価した。腫瘍

皮下移植実験はヌードマウスに1x106個の細

胞をマトリゲルと共に移植後腫瘍サイズを

測定した。細胞の代謝の評価は細胞外フラッ

クスアナライザーを用いて、Mitostress test, 

Glycostress test を行った。メタボローム解

析はCE-TOFMSを用いて代謝物質を測定した。 

 

４．研究成果 

細胞内エネルギー物質であるATPのダイナ

ミクス解析とエネルギー代謝に関わる分子

の解析を検討した。エネルギー代謝に関わる

遺伝子発現の調節の解析ではアデニル酸キ

ナーゼアイソザイムの発現を解析した。アデ

ニル酸キナーゼはATP,AMP,ADPのゼブラフィ

ッシュではヒトの抗体がうまくクロスリア

クトしなかったため、ウサギでペプチド抗体

を作製した。得られた抗体はウエスタンブロ

ッティングで確認し使用可能なものである

ことが確認できた。生後 1年のゼブラフィッ

シュにジエチルニトロサミン（DEN）を投与

し、数か月飼育し作製した肝癌での発現を検

討したところ、癌部での発現低下が認められ

た(下図)。 

 

 

またヒトのサンプルでも評価したところ

同様の結果が得られた(下図)。 

 

 

 

 



また肝実質細胞と各種癌細胞でのアデニ

ル酸キナーゼアイソザイムの発現を調べた

ところ、アイソザイムによって癌細胞で増加

するものや低下するものがあることがわか

った。さらに癌細胞セルラインでの発現解析

を行ったところ、アデニル酸キナーゼアイソ

ザイムのなかにはミトコンドリアマトリッ

クスに局在しており、低酸素や DFO によって

発現が増加するものが存在することがわか

った。低酸素、DFO、CoCl2、四塩化炭素、CDDP

やドキソルビシンなどの抗癌薬によってア

イソザイムの発現が増加することから、アイ

ソザイムは酸化ストレスを抑える働きがあ

ること、癌の抗癌剤に対する耐性、転移など

の悪性化などに関わっていることが示唆さ

れた。またフラックスアナライザーを用いた

評価でアデニル酸キナーゼのノックダウン

で酸素消費速度が変化することがわかった

(下図)。 

メタボローム解析ではフマル酸などの TCA

サイクルに含まれるメタボライトの変化が

認められ、代謝におけるアデニル酸キナーゼ

の重要性が示された(下図)。 
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