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研究成果の概要（和文）：がん細胞は一般に解糖系からATPを産生して生存しているが、その抑制時にはミトコ
ンドリア代謝系へとリプログラミングすることが示唆されている。膵臓がん細胞を用いてその代謝変動をメタボ
ローム解析から評価したところ、TCA回路中間体の減少が認められ、ミトコンドリアにおける代謝が亢進してい
ることが明らかとなった。また、解糖系の抑制時にはオートファジーが亢進し、増加したアミノ酸がTCA回路の
原料となっていることが見出された。さらに、ミトコンドリア特異的オートファジーであるマイトファジーの活
性化によってミトコンドリアが賦活化され、代謝リプログラミングに寄与している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Most cancer cells rely on glycolysis to generate ATP, even when oxygen is 
available. However, merely inhibiting the glycolysis cannot eradiate cancer cells because they have 
the potential to reprogram their intracellular metabolism to mitochondrial manner. Through 
metabolomic analyses using pancreatic cancer cells, the levels of all intermediates of the TCA cycle
 were dramatically reduced in glycolysis-suppressed cancer cells, indicating that mitochondrial 
metabolism was enhanced in these cells. It was also found that autophagy was continuously induced by
 the suppression of glycolysis. Several amino acids, glutamine and glutamate, produced by the 
autophagy was consumed in the TCA cycle for generating ATP. Furthermore, mitophagy, a selective 
autophagy that degrades damaged mitochondria, was activated, suggesting that the mitophagy 
contributes to the increase in mitochondrial function and metabolic reprogramming.

研究分野： 医療薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん薬物治療を行ううえでがん細胞内の代謝環境のリプログラミングは、治療の失敗を招きかねない重要な問題
である。がん細胞は特に解糖系に強く依存して生存しているが、その抑制時にはミトコンドリアを賦活化させて
生存し続けることが明らかとなった。つまり、解糖系の阻害のみではなく、代謝のリプログラミングを抑制する
ことで、がんに対するより高い奏効率が得られることが期待された。特に、がん細胞特異的なミトコンドリア代
謝系への変化やマイトファジーを抑制することで、副作用が少ない効率的ながん治療が行えると確信している。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
がん薬物治療を行ううえで薬物耐性・抵抗性は患者の予後をも揺るがす大きな問題である。そ

の耐性機構は一次耐性と二次耐性に分類されるが、特に薬物治療を継続している中で生じる二
次耐性は、患者の治療選択肢をも狭めてしまう。二次耐性が生じる機序として、薬物排出トラン
スポーターの発現亢進やシグナル伝達・アポトーシス関連分子の遺伝子変異などが従来から言
われているが、近年、がん細胞内代謝環境のリプログラミングによりがん細胞が生き続けるため
の“抜け道”を作り出し、生存状態を維持していることが指摘されている。 
がん細胞は、好気的な環境下でも解糖系より生存エネルギーATP を産生する独特の代謝機構

を有する。しかし、解糖系を抑制してもミトコンドリア代謝系を亢進させて生存し続けることが
可能であることが示唆されてきており、自身の糖代謝系を巧みにリプログラミングしているも
のと考えられる。また、その糖代謝変動はオートファジー依存的であることや抗がん剤の曝露時
にも起こることが見出されてきている。そこで、がん細胞内の代謝変動の仕組みを理解すれば、
一見薬物耐性・治療抵抗性と考えられるがんに対しても、治療を成功に導けるはずである。 

今日のがん薬物療法における問題点は、 “がん細胞が死なない”または“増殖し続ける”様子を
認めれば、安易に『抵抗性』を獲得したと片付けて薬物治療方針が変えられることにある。しか
し実際は、細胞内の代謝環境が変化したことによって抗がん剤に対する効果が減弱している可
能性も十分考えられる。よって、特に細胞内の代謝環境を緻密に理解し、どのような機序で代謝
のリプログラミングが生じているのかを明らかにすることが、これからのがん治療を考えるう
えで必須となる。 

 
 
２．研究の目的 
 本研究では、解糖系抑制時の糖代謝リプログラミングに焦点を当て、特に解糖系を抑制された
がん細胞がどのような代謝変動を示して生存し続けるのか、メタボローム解析などから詳細に
明らかとすることを目的とした。また、解糖系抑制時の代謝変動を見るうえで、ATP 産生オル
ガネラであるミトコンドリアに着目することも重要である。そこで、あまり明らかにされていな
いがん細胞におけるミトコンドリアの機能が、解糖系の抑制時にどのように変動し、ミトコンド
リアによる代謝回転がどのような代謝物によって駆動されているのか検討した。さらに、解糖系
を抑制したがん細胞でオートファジーが亢進することが示唆されていることから、ミトコンド
リア選択的オートファジーであるマイトファジーについても評価することで、糖代謝リプログ
ラミングの制御様式を広く検討した。糖代謝リプログラミング時にマイトファジーが亢進する
ことで、ミトコンドリアの新陳代謝・ミトコンドリア機能の賦活化が進み、がん細胞が効率的に
ATP を得るようになっていると考えている。しかし、そのような働きを担いうるがん細胞にお
けるマイトファジーの制御機構についてはほとんど明らかとされておらず、その機構にも触れ
ることで、将来的に代謝リプログラミングを標的とした新規がん治療戦略に繋げることを期待
する。ここで、難治性のがん細胞として、膵臓がん細胞を主な細胞として用いた。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 解糖系抑制時のミトコンドリア機能評価 
ヒト膵がん細胞株として PANC-1 細胞を用い、培養液である RPMI1640 中の糖源を通常の 2 

g/L のグルコース（Glc）から 2 g/L のガラクトース（Gala）や 0.2 g/L の低濃度グルコース（Low-
glc）に置換することで解糖系の抑制を図った。また、解糖系抑制時のミトコンドリア機能を、
ミトコンドリア染色試薬である JC-1を用いて評価した。ミトコンドリアの膜電位が上昇すると、
ミトコンドリア内に取り込まれた JC-1 はモノマーからポリマーとなり、励起波長および蛍光波
長の組み合わせが 490 および 530 nm から 525 および 590 nm へと変化する。データは共焦点
顕微鏡 LSM700 を用いて取得した。さらに、解糖系の抑制に伴うミトコンドリア呼吸の亢進を、
PreSens Sensor Dish Reader を用いて培地中の酸素濃度の減少を指標に測定した。加えて、解
糖系抑制時の PANC-1 細胞のミトコンドリア代謝への依存度を、ミトコンドリア ATP 合成酵素
（ミトコンドリア複合体 V）の阻害薬である Oligomycin（20 ng/mL）の曝露後に CellTiter-Glo
を用いて細胞内 ATP 量を測定することで評価した。 
 
(2) 解糖系抑制時の細胞内代謝変動の評価 
解糖系の抑制に伴う PANC-1 細胞内代謝環境の変化をキャピラリー電気泳動－飛行時間型質

量分析装置 CE-TOFMS を用いたメタボローム解析によって評価した。具体的には、PANC-1 細
胞を 5%マンニトール溶液で洗浄し、メタノールにて溶解した後に水/クロロホルム溶液を加えて
除タンパクを行い、水相に含まれる中心炭素代謝を中心とした 110 の代謝物の濃度を CE-
TOFMS を用いて検量した。 
 



(3) オートファジーとマイトファジーの評価 
解糖系抑制時のオートファジー活性については、オートファゴソームマーカーLC3 のフラッ

クスアッセイによって評価した。具体的には、それぞれの糖源を含む培地中で培養した PANC-
1 細胞を 10 µM の Chloroquine 存在下で 48 時間さらに培養し、その後に細胞を固定して細胞
内に蓄積した LC-3 を免疫染色によって確認した。また、オートファゴソームの形成に関して、
電子顕微鏡を用いた観察も行った。ここでは、培養ディッシュ上の PANC-1 細胞を 2.5%の
glutaraldehyde で固定し、細胞の回収後に四酸化オスミウムによる後固定を行った。次に、エ
タノールで十分に脱水を行い、エポキシ樹脂に包埋した後、70 nm の薄切を作製し、JEM-1400
電子顕微鏡を用いて 4,000～10,000 倍の電子顕微鏡像を取得した。 
 解糖系抑制時のマイトファジー活性については、ミトコンドリアへのターゲティング配列を
付加した Keima-Red（mtKeima）ベクターを細胞に導入し、励起波長の変化を共焦点顕微鏡
LSM700 で捉えることによって評価した。マイトファジーが亢進した場合には、ミトコンドリ
アが酸性環境下に置かれるため、ミトコンドリアに局在した mtKeima の励起波長が中性環境下
の 440 nm から 586 nm へと変化する（実際には 488 および 555 nm の励起光を当てた）。 
 
(4) 解糖系抑制時のミトコンドリア TCA 回路駆動力の評価 
 解糖系を抑制された PANC-1 細胞におけるグルタミン・グルタミン酸の利用を評価するにあ
たって、グルタミン酸から α-ケトグルタル酸への変換を制御する glutamate dehydrogenase 1
（GDH1）の阻害剤である Epigallocatechin gallate（EGCG）を用いた。それぞれの糖源を含
む培地中で培養した PANC-1 細胞を 25 µM の EGCG 存在下で 48 時間さらに培養し、細胞の生
存率を MTT アッセイによって評価した。GDH1 の阻害に加えて、dimethyl-α-ketoglutarate
（DM-α-KG、2 mM）を用いた α-ケトグルタル酸のレスキュー実験も併せて行った。 
 
(5) PTEN-induced kinase 1（PINK1）依存的なミトコンドリア機能の評価 

PINK1 はセリン/スレオニンキナーゼであり、正常細胞ではマイトファジーによるミトコンド
リアの新陳代謝を促進させる働きを有する。解糖系抑制時の PINK1 の mRNA 発現量を定量的
リアルタイム PCR 法によって定量した。また、siRNA を用いて PINK1 の発現をノックダウン
した際のミトコンドリア膜電位の低下を、JC-1 による染色像の共焦点顕微鏡 LSM700 を用いた
観察から確認した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 解糖系抑制に伴うミトコンドリアの賦活化 

PANC-1 細胞の培養液中の糖源を Glc から Gala や Low-glc に置換することで、培養液中への
乳酸の放出量が顕著に減少したことから、解糖系の抑制が確認された。解糖系の抑制によって細
胞増殖速度の低下も観察されたが、細胞の生存率はほぼ変化せず、解糖系の抑制時に細胞内代謝
システム・ATP 獲得経路をリプログラミングすることで生存を維持していることが示唆された。 

そこで、解糖系抑制時のミト
コンドリア活性を評価したとこ
ろ、JC-1 ポリマーの蓄積量の増
加が認められ（図 1 a））、ミトコ
ンドリア膜電位の上昇が観察さ
れた。また、解糖系の抑制時に培
地中の酸素消費速度が増加した
ことから（図 1 b））、解糖系の抑
制によってミトコンドリア呼吸
が亢進し、ミトコンドリアの賦
活化が起きていたと考えられ
る。そこで、解糖系を抑制した
PANC-1 細胞がミトコンドリア
の酸化的リン酸化によるATP供
給に依存して生存しているのか
検討したところ、Oligomycin に
対する感受性の顕著な増大が認
められ（図 1 c））、ミトコンドリ
アへの強い依存が示唆された。 
 
(2) 解糖系抑制に伴う細胞内代謝のダイナミックな変動 
解糖系を抑制された PANC-1 細胞は、ミトコンドリアが賦活化されてその機能が亢進してお

り、特に酸化的リン酸化を介した ATP 供給に強く依存して生存していることが示唆された。よ
って、解糖系やミトコンドリアにおける TCA 回路など、細胞内代謝環境も大きく変化している
ことが想定された。 
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図1．PANC-1細胞における解糖系抑制時のミトコンドリア活性の上昇
a）それぞれの糖源で培養したPANC-1細胞をJC-1で染色し、488 nmまたは555 nmで励起

した際のJC-1の蛍光強度を観察した。（スケールバー：50 µm）
b）それぞれの糖源で培養したPANC-1細胞の培地中酸素濃度を測定した。（N=3、平均値

±SD）
c）それぞれの糖源で培養したPANC-1細胞のOligomycinに対する感受性を評価した。

ANOVAの後にBonferroni解析を行った。（N=3、平均値±SD、** P < 0.01）



そこで、CE-TOFMS を用いたメタボローム解
析によって、中心炭素代謝に関係する解糖系や
TCA 回路、アミノ酸などの 110 の代謝物量を測
定したところ、確かに Gala や Low-glc といった
解糖系の抑制環境下において、TCA 回路の中間
産物の減少や多くのアミノ酸の増加が観察され
た（図 2）。また、Gala や Low-glc の条件で認め
られた代謝物量の変化は、Oligomycin（0.8 
ng/mL）の処理によって抑制された（図 2）。解糖
系の抑制によって多くのアミノ酸量が増加した
一方で、グルタミンやグルタミン酸、アスパラギ
ン酸の量は顕著に低下しており、糖代謝のリプロ
グラミングに利用された可能性が考えられる。ま
た、TCA 回路の中間産物の減少も、回路の亢進に
より消費された結果ではないかと想定された。こ
れらの結果から、糖代謝を中心とした細胞内代謝
のリプログラミングは、ミトコンドリア機能依存
的であることが示唆された。 
 
(3) 解糖系抑制に伴うオートファジー・マイトファジーの亢進 
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（図 3 a））、解糖系を抑制された PANC-1 細胞におけるオートファジーの亢進が示唆された。 
次に、電子顕微鏡を用いた細胞内構造の観察から、ミトコンドリアの活性化やオートファジー

の亢進が認められるか評価を行った。その結果、Gala や Low-glc といった解糖系を抑制された

PANC-1 細胞では、ミトコンドリア内の電子密度の上昇や fusion・fission と思われる構造体が

認められたことから（図 3 b）、ミトコンドリアの機能が亢進し、その活性も高い状態で維持され

ていることが示唆された。また、オートファゴソームと考えられる細胞内の膜構造体も多数観察

され（図 3 b）、解糖系の抑制によってオートファジーが活発に起きていることが確認できた。 
これらの結果を踏まえ、さらに、ミトコンドリア選択的オートファジーであるマイトファジー

が亢進することでミトコンドリアの新陳代謝・機能維持が行われている可能性を検討した。その

結果、解糖系の抑制時には、ミトコンドリアに局在する mtKeima が酸性環境下に置かれやすい

ことが分かり（図 3 c））、ミトコンドリアとリソソームとが融合して起こるマイトファジーが亢

進していることが示唆された。ゆえに、糖代謝リプログラミングにおけるオートファジーやマイ

トファジーの関与が考えられた。 
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図2．PANC-1細胞における解糖系抑制に伴う細胞内代謝物の変動
Oligomycin存在下（＋）または非存在下（－）において、それぞれ
の糖源で培養したPANC-1細胞より代謝物を抽出し、CE-TOFMSを
用いてその量を測定した。細胞内タンパク質量で補正後、Zスコア
によるヒートマップとして表した（青から赤になるにつれて量的に
多いことを示している）。（N=2）
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図3．解糖系が抑制されたPANC-1細胞のオートファジー・マイトファジーの上昇
a）それぞれの糖源で培養したPANC-1細胞をChloroquineの存在下・非存在下でさらに培養し、細胞の固定

後、内因性のLC3を染色した。ドット状のLC3がオートファゴソームの形成を表している。（スケール
バー：20 µm、緑：LC3、青：核）

b）それぞれの糖源で培養したPANC-1細胞を固定した後、電子顕微鏡によって細胞内構造を観察した。（ス
ケールバー（上段）：5 µm、スケールバー（下段）：1 µm、N：核、M：ミトコンドリア）

b）それぞれの糖源で培養したPANC-1細胞中のマイトファジー活性を、導入したmtKeimaの励起波長の変化
から評価した。それぞれの波長で励起した際の蛍光強度を示しており、励起波長555 nmにおける蛍光強
度が強いほど、マイトファジーが亢進していることを表している。CCCP（ミトコンドリアの脱共役剤）
は陽性対照である。
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(4) 解糖系抑制時の TCA 回路へのアミノ酸の流入 
 先述のとおり、メタボローム解析の結果か

ら、他のアミノ酸と比して、グルタミンやグル

タミン酸、アスパラギン酸の量は顕著に低下し

ており、糖代謝リプログラミング時に利用され

ていた可能性がある。中でも、グルタミン・グ

ルタミン酸は、α-ケトグルタル酸へと変換され

て TCA 回路に流入することができる。よって、

その可能性を検証するため、グルタミン酸から

α-ケトグルタル酸への変換酵素 GDH1 を

EGCG を用いて阻害したところ、解糖系の抑制

時には顕著に細胞生存率が低下した（図 4）。ま

た、この影響は、α-ケトグルタル酸（DM-α-KG）

の添加によって回復した（図 4）。以上の結果か

ら、解糖系を抑制された PANC-1 細胞では、グルタミン・グルタミン酸を TCA 回路へ流入させ

て ATP 産生を亢進させていることが示唆された。 
 
(5) 解糖系抑制時の PINK1 依存的なミトコンドリア機能の調節 

正常細胞におけるマイトファ

ジーはPINK1によって制御され

ることがよく知られている。そ

こで、解糖系抑制時のがん細胞

においても同様にPINK1による

制御がある可能性を考え、

PANC-1細胞におけるPINK1発

現を確認したところ、その

mRNA の有意な上昇が認められ

た（図 5 a））。また、PINK1 の発

現を siRNA を用いて抑制したと

ころ、解糖系の抑制に伴う JC-1
ポリマーの蓄積が抑制された

（図 5 b））。ゆえに、PINK1 依存

的マイトファジーが解糖系抑制

時の PANC-1 細胞におけるミト

コンドリア機能調節や代謝リプログラミングに関与していることが示唆された。 
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図4．解糖系が抑制されたPANC-1細胞へのグルタミン酸の流入
それぞれの糖源で培養したPANC-1細胞をEGCGやDM-α-KGの存在下・
非存在下でさらに培養し、MTTアッセイによって細胞生存率を評価した。
ANOVAの後にBonferroni解析を行った。（N=3、平均値±SD、* P <
0.05、** P < 0.01）
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