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研究成果の概要（和文）：本研究課題は，細胞の「代謝反応」を，有機小分子を加えて人為的に制御するケミカ
ルバイオロジー，合成生物学の新手法を開発し，代謝の変化と細胞機能の変化の関係性を明らかにする新たな方
法論を確立することを目的として進められてきた．具体的には，(1) 酵素の基質，補酵素に摂動を与える方法，
(2) 酵素の機能自体に摂動を与える方法，の両面からの方法論の開発をおこない，「代謝を制御する」ことの可
能性とその意義を示す研究成果が複数得られ，今後この研究分野が大きく発展していく端緒を本研究期間中に得
ることができた．

研究成果の概要（英文）：We tried to establish a novel synthetic biological systems to control 
metabolic fates of cells in time scales of seconds to minutes.  For the purpose, we applied two 
independent approaches; (1) controlling the substrate or co-factor concentrations, or (2) 
controlling the enzymatic functions by small molecule-induced protein oligomerization.  Through both
 approaches, we were able to confirm that the controlling metabolic activity by small molecules will
 be powerful techniques to understand cellular metabolism or controlling diseases caused by the 
metabolic malfunctions.  

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： ケミカルバイオロジー　創薬化学

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 

本研究課題は，細胞の「代謝反応」を，有
機小分子を加えて人為的に制御するケミカ
ルバイオロジー，合成生物学の新手法を開発
し，代謝の変化と細胞機能の変化の関係性を
明らかにする新たな方法論を確立すること
を目的として進められてきた． 

細胞は，外部からの刺激や内部の様々な状
態に応じて，タンパク質の機能の変化によっ
てその状態をダイナミックに変化させる恒
常性を有するが，疾患の理解において特に重
要なタンパク質の機能が，酵素によって触媒
される種々の「代謝反応」である． 

研究開始当初，代謝過程の理解は，主に時
間～日のオーダーで摂動を与える遺伝子レ
ベルの制御により得られた知見に基づいて
おり，その結果として明らかにされてきた
「一枚絵の代謝経路マップ」から，細胞内の
状態を反映する代謝のダイナミクスを反映
した理解を得ることは困難であった．これに
対し，本研究課題では，複雑なネットワーク
を形成し，秒～分のオーダーでのダイナミッ
クな変化を起こす代謝過程のより深い理解
を可能とするため，代謝過程を担う酵素の機
能を秒～分の時間スケールで制御する方法
論を確立し，生細胞における代謝ダイナミク
スの理解に資する知見を与えることを目指
した（Figure 1）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. 本研究課題における，代謝経路への
摂動系の概念図 

 
このような目的を達成し得る技術として，

代謝経路と同様にネットワークの構成の理
解を目指すシグナル伝達の研究分野では，機
能性有機小分子を利用したタンパク質の複
合体形成を用いて，短い時間スケールでシグ
ナル伝達系に摂動を与える合成生物学の実
験系の確立が進んでおり，申請者は，これま
でに，細胞増殖，遊走や細胞間相互作用など
のシグナル伝達に関わるタンパク質の機能
を細胞内の様々な部位で短時間かつ選択的
に活性化させる実験系を確立し，その有用性
を示してきた（Figure 2. Nat. Methods 2010, 7, 
206-208, Sci. Signal. 2014, 7, rs4）．これに対し，

同様に秒～分のタイムスケールで「代謝反
応」の制御を実現する方法論は確立されてお
らず，本研究課題においては，申請者がシグ
ナル伝達の制御において培ってきた知見を
代謝過程の制御に応用することによって，こ
のような目的に適う実験系の構築をおこな
うことを目指した． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. rapamycin によるタンパク質複合体
形成を利用したシグナル伝達系の制御 
 
２．研究の目的 
 

具体的には，申請者がこれまでにシグナル
伝達の制御に利用してきた有機小分子を利
用したタンパク質複合体形成の実験系を応
用し，これによる酵素活性の制御を達成する
各種実験系を新たに開発することにより，(A) 
アミノ酸，(B) 脂質，(C) 補酵素，の代謝過
程に摂動を与えることを可能とし，時空間を
制御した摂動による細胞の応答を詳細に調
べることで，そのダイナミクスと生体機能の
関連性の理解を実現することを目指した． 

なお，本研究の過程で，細胞の代謝反応に
摂動を与える方法論として，タンパク質の機
能自身を変化させる方法論と並び，酵素特有
の性質として，その反応速度が基質や補酵素
に大きく影響を受けるという性質に着目し，
これらの変化から代謝反応に変化を与える
方法論を併せて開発し，これらを合わせるこ
とで，細胞の代謝ダイナミクスのより広い視
点からの理解を目指した． 
 
３．研究の方法 
 

上述のとおり，本研究では，(1) 酵素の基
質，補酵素に摂動を与える方法，(2) 酵素の
機能自体に摂動を与える方法，の両面からの
方法論の開発をおこなった．前者については，
細胞外基質濃度の変化に対する細胞の応答
の様子から生細胞の代謝活性の違いを明ら



かにする pathway-oriented assay 法という概念
を確立し，これを用いて癌細胞で亢進の見ら
れる代謝活性を複数見出すことに成功した．
更に，経路の発見だけでなく，本アッセイ系
を高スループットのスクリーニング系の開
発へと展開し，これらの癌特異的代謝経路を
制御し得る新たな抗癌剤候補化合物の取得
にも成功した（Figure 3）．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. pathway-oriented assay/screening の概
念図． 
 

後者の酵素の機能自体に摂動を与える方
法論については，有機小分子を利用したタン
パク質の局在変化を可能とする手法を用い
て，様々な物質代謝に関わるタンパク質の細
胞内挙動を変化させる実験系を開発し，各種
摂動が細胞に与える影響について観察をお
こなった．この結果，特に癌における物質代
謝の変化について，細胞内の代謝反応の局所
性の変化が強く関わっていることを示唆す
る非常に興味深い知見が得られている．前者
については，方法論の特許出願を行うと共に，
以下に挙げるような研究成果として外部発
表をおこなっており，後者については，癌の
代謝の特異性を説明する新たな概念の提唱
に繋がり得る重要な知見としてそのメカニ
ズムの解明を進めており，これらをまとめて
論文発表することを予定している． 
 
４．研究成果 
 

ここでは，酵素の基質，補酵素に摂動を与
えることで細胞の代謝を制御する方法論に
関する代表的な成果（外部発表をおこなった
もの）として，pathway-oriented assay 法の開
発と癌細胞の代謝制御化合物の開発に関す
る研究成果を概説する． 

 

上述のとおり，生細胞の代謝過程は広範な
代謝物のネットワークによって成り立って
いる．そこで，これに対して摂動を与えてそ
の応答から代謝過程を評価する方法論とし
て，細胞に「input」となる代謝物を一過性に
加えた際に，特定の代謝経路の活性を反映し
て細胞外に放出される「output」の代謝物を
定め，これを経時的かつ高感度に定量するこ
とで各種代謝過程を評価する手法を考案し
た．研究代表者はこれまでに，生体内の様々
な物質を高感度かつハイスループットに検
出する有機小分子蛍光プローブの開発をお
こなっており，この知見を活かして，細胞外
の代謝物を，細胞共存下で選択的に検出する
蛍光プローブの開発をおこない，本アッセイ
系を完成させた．本アッセイ法の利点は，異
なる細胞種における代謝過程の違いを網羅
的に探索する（代謝活性の網羅的探索  = 
enzymomics）ことができるだけでなく，仮に
特定の疾患の進行と関わり得る代謝活性が
見出された場合には，このアッセイ系をその
ままハイスループットなスクリーニング系
として利用し，化合物ライブラリや siRNA ラ
イブラリを用いた探索研究へと展開できる
点にある．これらの方法論を合わせて，
pathway-oriented assay/screening，と命名した． 

はじめに，その概念実証として，癌におい
て亢進が見られる代表的な代謝経路として
知られる解糖系について，これを評価するア
ッセイ系の構築とこれを用いた癌の代謝制
御化合物の探索をおこなった（Figure 4）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4. 解糖系阻害剤の探索を志向した
pathway-oriented screening 系 
 
解糖系の pathway-oriented screening系として，
input として glucose，output として L-lactate
を設定し，細胞外に放出される L-lactate を，
lactate dehydrogenaseを用いた coupled assayで
選択的に検出する蛍光プローブを開発した．
本アッセイ系を用いて，白血病細胞株 HL60
における既存の解糖系阻害剤の効果を正し
く評価することができることを確かめ，既承
認薬を中心とした 1,280 化合物の drug 
repositioning library を用いたスクリーニング
を実施し，これまで解糖系阻害活性の報告の
ない 9 化合物を新たに取得することに成功し
た．特に，これらの化合物のうちの 1 つ，



(2'Z,3'E)-6-bromoindirubin-3-oxime
（6-BIO）について，その阻害機構の解明を
進め，これが，解糖系の入り口に位置する酵
素 hexokinase の活性を，生細胞系において
のみ顕著に阻害することを明らかにした
（Figure 5）．その IC50 = 3.3 M（HL60, in 
cellulo）と，既存の解糖系阻害剤よりも高い
阻害活性を有することが確かめられており，
本化合物は白血病を中心とする癌の代謝を
制御する新たな薬剤としての利用が期待さ
れる． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5. 解糖系阻害剤の探索． 
 

このように，癌の代表的な代謝異常が知ら
れている解糖系を標的とした一連のアッセ
イ系の構築に成功した．更に，本研究課題で
は，このアッセイ系を拡張して，他の代謝経
路の異常の探索と制御に広範に用いること
ができるアッセイ系の開発を試みた． 

ここでは，癌細胞，非癌細胞のそれぞれに
様々なアミノ酸およびその類縁隊を input と
して添加した際に，種々の output を同時評
価することで，両者の間に異常の見られる活
性を探索することを目指した．その結果，
L-glutamine 添加時の 2 つの異なるアミノ酸
の生成が癌細胞で顕著に増大していること
が明らかとなった．これらの活性向上は，癌
細胞における複数のアミノ酸トランスポー
ターの活性向上や，細胞内の L-glutamic acid
変換酵素などの活性向上を反映した結果と
考えられ，癌細胞において L-glutamine 由来
のエネルギー利用の亢進が見られるという
過去の知見とも一致する結果である（Figure 
6）．上記標的タンパク質群は癌の創薬標的と
しても興味深い研究対象であり，これらを制
御する薬剤のスクリーニング系についても
同様に開発をおこなった． 

研究代表者は，生体内の酵素活性を網羅的
に探索する方法論（enzymomics）の開発を進
めており，これによる新規バイオマーカー，
創薬標的候補タンパク質の発見を，研究期間
中におこなってきている（J. Am. Chem. Soc. 
2015, 137, 12187-12190, J. Am. Chem. Soc., 
2017, 139, 3465-3472）．ここで開発した系によ
る新たな代謝活性の発見は，本研究分野の発

展にも大きく資するものである． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 6.  Pathway-oriented assay を用い
た癌特異的代謝活性の探索． 
 

本成果に代表されるように，本研究課題を
通じて，「代謝を制御する」ことの可能性と
その意義が実際に確認された研究成果が複
数得られており，今後この研究分野が大きく
発展していく端緒を本研究期間中に得るこ
とができたと考えている．より複合的な知識
の融合により，本研究分野の更なる発展が強
く期待される． 
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