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研究成果の概要（和文）：がん細胞の代謝適応機構は有望な治療標的になると考えられるが、エネルギー代謝の
スイッチ機構は不明な点が多い。我々は、GLUT1を欠損した大腸がんDLD1 GLUT1-/-細胞は、野生型に比べエネル
ギー代謝が解糖系から酸化的リン酸化へ大きくシフトしていることを見出し、両細胞の定量プロテオーム解析か
ら、代謝スイッチに関わる可能性のあるタンパク質を複数同定した。同定タンパク質に対する化合物アレイスク
リーニングにより、複数のヒット化合物を得た。また、がん細胞の代謝阻害を指標にしたセルベース探索で見出
したNPD403-5は、GLUTsを標的とし、in vivoで有意な抗腫瘍活性を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The metabolic adaptation of cancer cells is considered to be a promising 
therapeutic target, but the switching mechanism of energy metabolism remains unclear. We found that 
the glucose transporter GLUT1 knockout colon cancer DLD1 cells (GLUT1-/- cells) showed a large shift
 in energy metabolism from glycolysis to oxidative phosphorylation compared to the wild-type cells 
(WT cells). Quantitative proteomic analysis of GLUT1-/- and WT cells identified several proteins 
that may be involved in the metabolic switch. We performed chemical array-based screening for those 
proteins and obtained several hit compounds. Furthermore, we found that NPD403-5, which was obtained
 by cell-based screening targeting cancer cell metabolism, targets GLUTs and exhibits significant 
antitumor activity in vivo.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： がん　代謝　阻害剤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん細胞は、周囲の環境に応じて代謝を巧みに適応させることで、旺盛な増殖や過酷な条件下での生存を支えて
いる。このような生存のための代謝適応は、がん治療の有望な標的になると考えられるが、エネルギー代謝のス
イッチ分子や制御機構は不明な点が多いのが現状である。本研究で得られた代謝スイッチに関わる可能性のある
タンパク質に作用する小分子化合物は、がん細胞のエネルギー代謝スイッチ機構を理解する有用なツールにな
る。さらに、今後抗がん剤としての有用性を示せれば、がん特異的な代謝機構を標的とした新たな治療法の確立
にもつながることが期待される。

※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 
(1) がん細胞の代謝機構は、多様性や適応性、不均一性を有することが近年明らかになってき
た。例えば、ある種のがん細胞はグルタミンを主なエネルギー源とし、また、分岐鎖アミノ酸や
脂肪酸、酢酸等が代謝基質として使われることもある。腫瘍内は、低栄養、低酸素といった過酷
な条件下にあるが、がん細胞は周囲の栄養や環境に応じて代謝機構を巧みに適応させることで、
旺盛な増殖や過酷な環境下での生存を実現している。生存のためのこのような代謝適応は、詳し
い分子機構はほとんど不明だが、裏を返せば、細胞の増殖・生存に強く依存しているため、がん
のアキレス腱（弱点）になっているはずである。 
 
(2) 我々はこれまで、グルコース輸送
体のひとつである GLUT1 をノックア
ウトしたヒト大腸がん DLD1 GLUT1-/-
細胞は、野生型細胞に比べ、エネルギ
ー代謝表現型が解糖系から酸化的リ
ン酸化へ大きく切り替わっているこ
とを見出した（図 1）。解糖系と酸化的
リン酸化の予備容量や 大能力を示
すパラメータも総じて切り替わって
いた。そこで、「野生型細胞と GLUT1-
/-細胞の代謝機構を比較すれば、がん
の代謝スイッチを明らかにすること
ができ、それを標的にした阻害剤は優
れた抗がん剤になるのではないか」と
着想した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、GLUT1-/-細胞を用いてエネルギー代謝のスイッチ機構を明らかにし、それを
標的とした小分子阻害剤を開発することである。具体的には、GLUT1-/-細胞と野生型細胞の定量
的プロテオーム解析により、代謝スイッチに関わる分子を同定し、化合物アレイを用いたターゲ
ットベーススクリーニングにより、同定したタンパク質に対する阻害剤を取得する。得られた阻
害剤のがん細胞増殖阻害作用を調べ、抗がん剤として有用性を in vitro で検証する。また、が
ん細胞の代謝を標的としたセルベーススクリーニングも行い、得られたヒット化合物の作用機
序を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 化合物および機器 
 スクリーニング化合物は、理研天然化合物バンク（NPDepo）に収蔵されている化合物ライブラ
リーおよびブロスライブラリーを使用した。吸光度、蛍光および発光の測定は、Varioskan lux
プレートリーダー(Thermo Fisher Scientific)を用いた。LC/MS 分析は、Waters Acquity UPLC 
H-class/ABSciex API3200（Waters）を用いた。細胞のエネルギー代謝測定は、XFe Extracellular 
Flux Analyzer（Agilent Technologies）を用いた。MS ベース定量的プロテオーム解析は、Q 
Exactive Hybrid Quadrupole-Orbitrap Mass Spectrometer（Thermo Fisher Scientific）を用
いた。 
 
(2) 細胞培養 
 DLD1 野生型細胞（Horizon Discovery）および DLD1 GLUT1-/-細胞（Horizon Discovery）は、
RPMI1640 medium に 10% fetal bovine serum と 0.5%抗生物質（penicillin/streptomycin）を添
加した培地中、37℃、5% CO2インキュベーターで培養した。PANC-1 細胞（RIKEN Cell Bank）は、
DMEM medium に 10% fetal bovine serum と 0.5%抗生物質（penicillin/streptomycin）を添加し
た培地中、37℃、5% CO2インキュベーターで培養した。 
 
(3) 定量的プロテオーム解析 
DLD1 野生型細胞および DLD1 GLUT1-/-細胞の抽出液サンプルを Q Exactive Hybrid 

Quadrupole-Orbitrap Mass Spectrometer を用いて測定した。定量値のついた約 6,000 タンパク
質のうち、変化のあったタンパク質を用いてパスウェイ解析およびエンリッチメント解析を行
った。 
 
(4) 化合物アレイスクリーニング 
 所属研究室で開発された化合物アレイチップにリコンビナントタンパク質を供し、その後蛍
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光標識 2次抗体を反応させた。洗浄後、蛍光スキャナーを用いて化合物スポットの蛍光値を定量
した。化合物アレイスクリーニングでは、1 タンパク質につき約 36,000 化合物をスクリーニン
グした。 
 
(5) 化合物のがん細胞増殖阻害活性評価 
 がん細胞に対する化合物の増殖阻害活性は、WST-8 法（ナカライテスク）を用いて行った。細
胞を 96 穴プレートに播種し、24 時間培養後に化合物を添加した。72 時間後に、WST-8 試薬を添
加して 1 時間 37℃で反応後、プレートリーダーを用いて吸光度（450 nm）を測定し、細胞生存
率を求めた。 
 
(6) エネルギー代謝フラックス解析 
 細胞のエネルギー代謝フラックス解析は、細胞外フラックスアナライザーを用いて評価した。
酸素消費速度（OCR）および細胞外酸性化速度（ECAR）を指標として、ミトコンドリア呼吸能を
測定するミトストレステスト（MST）および解糖能を測定する解糖ストレステスト（GST）を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) DLD1 野生型細胞 vs DLD1 GLUT1-/-細胞の定量的プロテオミクス 
 DLD1 野生型細胞と DLD1 GLUT1-/-細胞につ
いて、LC-MS/MS を用いたメタボローム解析を
行い、両細胞の細胞内代謝物を比較した。そ
の結果、GLUT1-/-細胞ではアセチル CoA が顕
著に増加しており、クエン酸回路（TCA 回路）
関連代謝物も総じて増加している傾向がみら
れた。 

代謝スイッチに関わる分子や経路を特定す
るために、両細胞の MS ベース定量的プロテオ
ーム解析を行い、タンパク質の発現変化を比
較した。その結果、GLUT1-/-細胞では、定量値
のついた約 6,000 タンパク質のうち約 400 タ
ンパク質が有意に増加あるいは減少していた
（図 2）。変化のあったタンパク質を用いてエ
ンリッチメント解析をしたところ、脂肪酸、
ピルビン酸、アミノ酸などの代謝に関わるパ
スウェイが上位にランクした。 
 
(2) 化合物アレイスクリーニング 

 プロテオーム解析の結果および文献調査により、代謝スイッチに関わる可能性のあるタンパ

ク質（3 種）について、それらのリコンビナントタンパク質を用いて化合物アレイスクリーニン

グを行った。NPDepo 化合物ライブラリーおよそ 36,000 化合物をスクリーニングし、それぞれの

タンパク質について複数のヒット化合物を得た。その後、さらなる高次評価を進め、タンパク質

の酵素活性およびがん細胞増殖阻害活性を有する化合物を見出した。 

 

(3) がん細胞の代謝を標的としたセルベーススクリーニング 

 がん細胞の増殖阻害およびエネルギー代謝阻害を指標としたセルベーススクリーニングを行

った。NPD403 は膵臓がん PANC-1 細胞の増殖およびエネルギー代謝を阻害する化合物として

NPDepo 化合物ライブラリーから見出した。化合物ライブラリーに含まれていた NPD403 は、複数

の立体異性体を含む混合物であったことから、活性が も強い異性体を単離、精製し、X 線結晶

構造解析により絶対立体構造を決定して、NPD403-5（glutipyran）と名付けた。NPD403-5 の標的

分子を明らかにする目的で、glutipyran 処理細胞のプロテオームプロファイリング解析

（ChemProteoBase）をしたところ、NPD403-5 は解糖系阻害剤を含む ER ストレス誘導剤のクラス

ターに分類された。そこで解糖系に対する作用を詳しく調べた結果、NPD403-5 は glucose 

transporter（GLUT）のグルコース取り込みを阻害することがわかった。そして、NPD403-5 は GLUT1

や GLUT3 を標的としたブロードな GLUT 阻害剤として作用することを明らかにした。NPD403-5 を

処理したがん細胞のメタボローム解析では、解糖系代謝物が総じて顕著に減少していることを

確認した。さらに、NPD403-5 は膵臓がんゼノグラフトマウスモデルにおいて、体重減少を引き

起こさず有意な抗腫瘍活性を示すことを明らかにした。 
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