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研究成果の概要（和文）：肺癌組織と非癌部組織のメタボローム解析による包括的な代謝パターンの比較によ
り、乳酸などの解糖系の代謝産物や核酸代謝物および分岐鎖アミノ酸が癌組織で上昇していることを明らかにし
た。さらに2種類の標的の異なる血管新生阻害薬を用いた肺癌組織での代謝への影響をImaging 
mass-spectrometry法により検討し、癌組織の代謝に及ぼす影響が両者でまったく異なることを明らかにした。
一方、高濃度酸素暴露がAMPK経路の活性化を介して肺癌細胞株に対して抗腫瘍効果を示すことを見いだし、治療
への応用可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Comprehensive analysis of metabolic pattern in lung cancer tissues and 
normal tissues using capillary electrophoresis-mass spectrometry (CE-MS) and imaging MS revealed 
that metabolites derived from glycolysis such as lactate, nucleic acid metabolites and branched 
chain amino acids were increased in the cancer tissues compared to the normal counterparts. 
Visualization of metabolites distribution by imaging MS revealed that 2 different kind of 
anti-angiogenic inhibitors, namely bevacizumab and nintedanib demonstrated distinct metabolic 
patterns despite both showed potent anti-tumor effect. We also identified anti-tumor effect of 
hyperoxia in lung cancer cell lines via activation of AMPK pathway, suggesting the possibility of 
clinical application of exposure to hyperoxia in lung cancer patients.

研究分野：臨床腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
今までに開発されてきた多くの殺細胞性抗
癌剤は、癌細胞が正常細胞に比べて増殖が速
いという細胞周期を標的とした抗癌剤が多数
を占め、近年は多くの分子標的治療薬も開発
されてきている。しかし、これだけ多くの抗
癌剤が開発されてきたにも関わらず、依然と
して肺癌患者の予後は極めて不良であり、今
後肺癌患者の予後を改善するためには新たな
分野の治療法の創出が求められている。ここ
数年間で、The Cancer Genome Atlas（TCGA)
などにより癌の網羅的遺伝子変異検索が行わ
れ、既知の EGFR や KRAS などの癌遺伝子
の異常が数多く報告されたが、同時に大変興
味深いことに、肺癌を含む多くの癌において
代謝に関わる多くの遺伝子の変異も報告され
た（Kandoth, Nature, 2013）。現在盛んに癌
細胞の代謝研究が行われてきており、p53 や
RB など癌抑制遺伝子が癌細胞の代謝に与え
る影響（Bensaad, Cell, 2006, Tanaka, PNAS, 
2010）などが一部解明されてきているが、ま
だまだ未解明な部分が多いのが現状である。 
	 肺癌の発生および増殖においては、いくつ
かの癌遺伝子と癌抑制遺伝子の異常の関与が
重要であることはよく知られたことであり、
p53 や RB などの癌抑制遺伝子の異常が代謝
に様々な影響を及ぼしていることが明らかと
なってきているように、EGFR、EML4-ALK
や KRASなどの driver oncogeneの変異も代
謝に大きな影響を及ぼしていることが予想さ
れる。EGFRや EML4-ALKについては、そ
れらの阻害剤であるチロシンキナーゼ阻害剤
（TKI）により高い治療効果が得られてはい
るものの、耐性化の問題が存在し、また KRAS
変異については未だ有効な薬剤は開発されて
いないのが現状である。一方分子標的薬を含
む種々の抗腫瘍薬においては、個々の腫瘍が
有する代謝パターンの違いがそれぞれの薬剤
の感受性を規定している可能性があり、新た
な代謝系バイオマーカー開発により個別化治
療に繋がることが期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、正常気道細胞と肺癌細胞、
および癌細胞における遺伝子異常の差異によ
る代謝の違いから、癌治療の標的となる代謝
経路あるいは代謝因子を同定し、代謝を標的
とする治療法を創出すること、さらに種々の
薬剤の感受性に関与する代謝パターンを同定
し、新たなバイオマーカーを創出することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
	 代謝パターンおよび代謝因子の評価として
は、基本的に①Flux	 Analyzer を用いた解糖
系、酸化的リン酸化の活性の評価、②キャピ
ラ リ ー 電 気 泳 動 質 量 分 析 法 (CE-MS;	
Capillary	 electrophoresis	 Mass	
Spectrometry)および③Imaging	 MS を用いた
メタボローム解析により行った。	

	 肺癌細胞株は、当研究室に保有する種々の
遺伝子変異を有する細胞株を含む非小細胞肺
癌株（PC9、PC9-ER、BID007、H3122、H1975、
HCC827、A549、Calu-3、SK-MES-1、SK-LU-1、
H358）および小細胞肺癌株（H146）を用いた。	
	 肺癌組織および正常肺組織は、当院呼吸器
外科で行われる肺癌手術症例で癌部組織と非
癌部組織を pair で保存する慶應肺癌バイオ
バンク Keio	Lung	Cancer	BioBank	(KLCBB)の
検体を用いた。	
	 	
４．研究成果	
(1)	 異なる遺伝子変異に基づく特異的な代
謝因子の同定と機能解析	
	 EGFR 遺伝子変異（Exon19	Del）を有する肺
癌細胞株であるPC9とPC9に二次変異（T790M）
による耐性化を獲得した細胞株である PC9ER
に対し、メタボローム解析を行った。Flux	
Analyzer の解析は、PC9ER 細胞においては明
らかにミトコンドリアにおける酸化的リン酸
化が低下していた。また CE-MS を用いた検討
により、尿素の産生経路に関与する代謝因子
（下図中の B、creatin）は、PC9ER では PC9 に
比べて、約 10倍の濃度で存在していた。	

	
PC9ER においては PC9 と比較して明らかに腫
瘍増殖速度が低いことが示されていることか
ら、PC9 に creatin 遺伝子を導入し PC9B を作
成し PC9 と PC9B をマウスの皮下に移植した
ところ、PC9B においては PC9 と比較して明ら
かに腫瘍増殖が抑制され、代謝酵素を用いた
治療薬開発の可能性が示唆された。	
	

	
	(2)	 肺癌臨床検体を用いた包括的メタボロ
ーム解析	

  B 



	 KLCBB 検体 9 症例に対して、CE-MS および
Imaging	MS によるメタボローム解析を行った。	
CE-MS で得られた代謝産物の定量データを主
成分解析した所、癌部組織・非癌部組織で代
謝特性が明らかに異なっていた。また癌部組
織では非癌部組織と比較して解糖系、グルタ
ミン代謝、核酸代謝が亢進し、さらに糖ヌク
レオチド、バリン(Val)、ロイシン(IIe)、イソ
ロイシン (Leu) などの分岐鎖アミノ酸	
Branched	Chain	Amino	Acids(BCAA)が上昇し
ていた。	
	
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
	
	
	
Imaging	MS により、実際に癌組織において核
酸代謝が不均一に上昇していることが示され
た。 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
(3)	 血管新生阻害剤が肺癌細胞の代謝に及
ぼす影響の検討	
	 Nintedanib、bevacizumabともに肺癌細胞株
に対して、in	 vivo で血管新生を抑制し抗腫
瘍効果を認めた。しかし、Flux	Analyzer	、
CE-MS および Imaging	 MS を用いた解析では、
nitedanib においては腫瘍内の解糖系代謝が
亢進し、好気性代謝が減少して ATP が低下し
ていた。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 	

一方、bevacizumabにおいては腫瘍のへの血流
は低下せず ATP が上昇していた。  
 
 
 
 
	
	 以上のことから、同じ血管新生阻害薬であ
る nintedanib と bevacizumab においては、下
図のようにそれぞれ異なる機序により抗腫瘍
効果を発揮していることが明らかとなった。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
(4)	 高濃度酸素曝露が肺癌の増殖に与える
影響とその分子メカニズムの解明	
	 種々の肺癌細胞株および正常気道上皮細胞
に対する高濃度酸素曝露において、50％高濃
度酸素曝露で癌細胞特異的に増殖抑制効果が
認められた。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 cDNAマイクロアレイを用いたパスウェイ解
析により、50％酸素曝露において癌細胞特異
的に AMPK 経路が活性化されていることが示
唆され、実際 50％酸素曝露によりウェスタン
ブロットで pAMPKの上昇、ATPレベルの低下、
さらに AMPK の siRNA により細胞増殖抑制が
介助されることが確認された。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 さらに FGF9 強制発現による肺癌マウスモ
デルにおいても、50％酸素曝露による pAMPK
上昇と増殖マーカーである PCNA 陽性細胞の



有意な減少を確認した。以上のことから高濃
度酸素が肺癌治療に臨床応用できる可能性が
示唆された。	
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