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研究成果の概要（和文）：上皮間葉転換（EMT）は、がんの遠隔転移や薬剤耐性に関与する。近年、TGF-β依存
的なEMTのシグナル伝達や転写因子が明らかにされているが、細胞内代謝がEMTにどのように関与しているかは、
十分に理解されていない。本研究では、トランスクリプトームとメタボロームを組み合わせた解析によって、特
異的なアミノ酸および核酸代謝がEMTの促進に寄与すること見出した。また、アミノ酸代謝酵素・P4HA3および、
ピリミジン核酸代謝酵素・CPTSの発現上昇がEMTの誘導に重要なことがわかった。これらの結果から、両酵素の
阻害剤は、がんEMTの有望な治療薬になる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is involved in distant metastasis 
and drug resistance of cancer. Although TGF-β-dependent signal transduction and transcription 
factors for EMT have been identified, how intracellular metabolism is involved in EMT remains to be 
fully elucidated. In this study, combined metabolome and transcriptome analysis revealed that unique
 amino acid and nucleic acid metabolisms contribute to the promotion of EMT. We also found that 
elevated expression of prolyl 4-hydroxylase α3 (P4HA3), an amino acid metabolic enzyme, and CTP 
synthase (CPTS), a pyrimidine nucleic acid metabolic enzyme, are important for the induction of EMT.
 These results suggest that inhibitors of both enzymes may be therapeutic agents for cancer.

研究分野： がん代謝

キーワード： 上皮間葉転換

  ２版

  18渡航期間： ヶ月

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんにおけるEMT は10 年以上前から精力的に研究されており、EMTに関連する遺伝子の転写因子制御、翻訳機
構、非コードRNAの制御、選択的スプライシングやタンパク質安定性など、様々な分子機構が明らかになってい
る。しかしながら、EMT特異的な代謝変化およびその機構については不明な点が多い。本研究で、EMTにおける特
異的なアミノ酸および核酸の代謝変化が示され、EMTの新しい分子基盤が明らかになった。また、がんEMTおいて
アミノ酸代謝酵素のP4HA3および、ピリミジン代謝酵素のCTPSの発現上昇が、重要であることが判明し、その両
酵素の阻害剤は新規がん治療薬になる可能性がある。

※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 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
上皮間葉転換（Epithelial-Mesenchymal Transition: EMT）は、がん転移において重要なプロセス
の一つで、上皮細胞（細胞接着能の高い）が間葉系細胞（細胞接着能が低く、運動能が高い）
に変化する現象である。EMT を獲得したがん細胞は極性の喪失、移動・浸潤能が亢進し、がん
の転移に大きく貢献する。また、EMT は様々な抗がん剤に対して耐性を付与することから、が
ん治療の側面からも問題となっている。最近、EMT による代謝変化が、間葉系形質の維持に重
要であることが報告されており、ピリミジン代謝に関与するジヒドロピリミジン脱水素酵素、
中心代謝を制御するグルタミナーゼやピルビン酸脱水素酵素キナーゼ 4 などの酵素が、EMT の
代謝変化を制御することが明らかになっている（Shaul YD. et al., Cell, 2014; Sun Y. et al., Cancer 
Metab., 2014; Ulanet DB. et al., PLoS One, 2014）。しかしながら、EMT の代謝機構は部分的な経
路しか解析されておらず、十分に理解されていなかった。 
 
我々は、（慶應義塾大学の曽我朋義教授が開発した）キャピラリー電気泳動—質量分析（CE-MS）
法による網羅的な代謝解析（メタボローム解析）技術を有しており、数千種類のイオン性代謝
物質の測定が可能である（Soga T. et al., J. Proteome Res., 2003）。そこで基課題では、このメタボ
ローム解析にマイクロアレイによる網羅的遺伝子発現（トランスクリプトーム）解析を組み合
わせ、EMT 特異的なアミノ酸代謝を見出した。本課題では、EMT の代謝研究を発展させ、EMT
と核酸代謝の関係性について検討を行った。 
 
２．研究の目的 
肺がん・上皮間葉転換に特異的なアミノ酸代謝および核酸代謝の分子基盤を解明する。 
 
３．研究の方法 
I. EMT における核酸代謝変化の解析 
トランスフォーミング増殖因子（TGF）-β で EMT を誘導した非小細胞肺がん細胞で、核酸代
謝の変化をマイクロアレイによる網羅的な遺伝子発現解析（トランスクリプトーム解析）、およ
びキャピラリー電気泳動-質量分析（CE-MS）法による網羅的な代謝解析（メタボローム解析）
で調べた。 
 
II. CTP シンターゼ（CTPS）の遺伝子発現解析 
TGF-β で EMT を誘導した非小細胞肺がん細胞で、CTPS mRNA レベルおよびタンパク質レベ
ルを、Real-time PCR 法およびウェスタンブロット法でそれぞれ調べた。また、EMT 誘導転写
因子（SNAI1, TWIST1, および ZEB1）を抑制した条件での CTPS 発現変化についても調べた。 
 
III. CTPS の機能解析 
siRNA で CTPS をノックダウンし、EMT マーカーおよび EMT 機能（移動能、薬剤耐性）につ
いて調べた。EMT マーカーは、CDH1, CDH2,および FN1 発現を Real-time PCR 法およびウェス
タンブロット法で調べた。移動能はトランスウェルアッセイで、薬剤耐性は抗癌剤エルロチニ
ブに対する生存抵抗性を MTT アッセイで評価した。 
 
IV. CTPS ノックダウン細胞の代謝解析 
siRNA で CTPS をノックダウンした細胞の（CE-MS による）メタボローム解析を行った。 
 
V. 担癌マウスモデルにおける P4HA3 ノックダウン細胞の解析 
shRNA で P4HA3 ノックダウン細胞を作製し、その細胞を用いた担癌マウスモデルにおける腫
瘍サイズ、がん転移およびアミノ酸代謝プロファイルを調べた。 
 
４．研究成果 
I. EMT における核酸代謝変化の解析 
メタボローム解析においてGTP 代謝および CTP 代謝が変化していることが示唆された。また、
マイクロアレイ解析で上記代謝に関与する酵素の発現を調べた結果、（CTP 代謝経路上の）CTP
合成の律速酵素である CTP シンターゼ（CTPS）の発現増加が認められた。一方、GTP 代謝の
変化に関与する酵素は同定できず、以後 CTPS に着目して研究を進めた。 
 
II. CTPS の遺伝子発現解析 
上記オミクス解析によって、TGF-β 誘導性の EMT で CTPS の発現亢進が見出されたことから、
詳細な解析を行ったところ、TGF-β 刺激の濃度および、時間依存的な CTPS 発現上昇が確認さ
れた。また、EMT 誘導転写因子である SNAI1, TWIST1, および ZEB1 の関与を調べるために、
それらの転写因子をノックダウンした条件で CTPS の発現解析を行った。その結果、SNAI1 ノ
ックダウンは TGF-β 誘導性の CTPS の発現亢進を一部抑制することがわかった。 
 
III. CTPS の機能解析 
TGF-β 刺激下で CTPS をノックダウンすると、上皮細胞マーカー・CDH1 の発現が上昇する一



方、間葉系マーカー・CDH2 および FN1 の発現が減少した。また、CTPS ノックダウンは、TGF-β
による移動能の亢進、およびエルロチニブ耐性を抑制した。 
 
IV. CTPS ノックダウン細胞の代謝解析 
予想と反して、UTP および CTP 関連代謝物質の変化は少なかった。一方、TGF-β で誘導される
タウリンの減少が、CTPS ノックダウンで完全に抑制された。 
 
V. 担癌マウスモデルにおける P4HA3 ノックダウン細胞の解析 
先行していたアミノ酸代謝の研究で、P4HA3 のノックダウンが in vivo の腫瘍増大、がん転移
および腫瘍組織内のアミノ酸レベルに影響を及ぼすか、検討を行った。その結果、P4HA3 ノッ
クダウンは、腫瘍サイズおよび、がん転移を抑制し、特定のアミノ酸レベルを変化させること
が明らかになった（図 1）。 
 
P4HA3 の解析では、2021 年度に論文化した（Nakasuka F., Tabata S. et al., Commun Biol., 2021）。
CTPS の解析は、今後、論文化を行う予定である。 
 
 
図 1: P4HA3 ノックダウンによる腫瘍増大、がん転移およびアミノ酸代謝変化 
（Nakasuka F., Tabata S. et al., Commun Biol., 2021）。 
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A. コントロール（shLacZ）および P4HA3 ノックダウン（shP4HA3）A549 細胞の皮下移植後
の成長率。n = 6/グループ。データは平均値±SEM を示す。**P < 0.01.  

B. shLacZ、shP4HA3 #1、shP4HA3 #2 A549 細胞由来の腫瘍における CDH1 mRNA レベル。  
C. P4HA3 ノックダウン A549 細胞由来の腫瘍組織におけるアミノ酸レベルの変化。n = 10/グ

ループ。 各サンプルの代謝物レベルは、shLacZ の平均代謝物レベルに対する変化量に変
換した。赤と青は、shLacZ（白）と比較して、P4HA3 ノックダウン腫瘍組織（shP4HA3 #1
および shP4HA3 #2）の代謝物のレベルがそれぞれ高いこと、低いことを示す。  

D. P4HA3 ノックダウン腫瘍組織のヒドロキシプロリン（HyPro）、グリシン（Gly）、トリプト
ファン（Trp）、オルニチンのレベル。データは平均値±SEM で示す。 

E.  尾静脈内投与したコントロール、および P4HA3 ノックダウン A549 細胞の肺転移。n = 6/
グループ。データは平均値±SEM で示す。**P < 0.01 
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