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研究成果の概要（和文）：メタボロミクスを末梢血に応用し、疾患を早期発見しようとする試みがなされており、本研
究は局所的超高感度代謝物分析システムの開発を行い、代謝物の網羅的解析を実施することを目的とした。
　がん抑制遺伝子であるAPC(Adenomatous polyposis coli)に着目して研究を実施した。APC変異株と野生株の大腸がん
細胞を用いて、発現量に違いのある代謝物とタンパク質を網羅的に調べた。以上の結果から大腸がんの局所的高感度代
謝物システムで測定すべき代謝物を決定することができ、その代謝物（代謝経路）はAPCによる制御を受けていること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Metabolomics is a powerful approach to discover new biomarkers of various diseases
. In this study, we tried to develop the high sensitive and resolution metabolome analysis system.
   We first focused on a tumor suppressor gene, Adenomatous polyposis coli (APC). We conducted the compreh
ensive quantification of water-soluble metabolites and proteins in colon cancer cells (both APC mutation c
ell and APC wild-type cell) using a mass spectrometry. We determined target metabolites for our system. We
 also found the levels of some metabolic enzymes were regulated by APC activity. These results suggest tha
t APC mutation causes metabolite pathways in colon cancers.
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１．研究開始当初の背景 
 
生体内には核酸やタンパク質のほかに、

糖、有機酸、アミノ酸など多くの低分子が
数千種存在する。これらの低分子化合物は、
細胞の代謝活動によって作り出される代謝
物である。現在では、細胞機能を包括的に
理解しようとするために、広く使用されて
いるゲノムの網羅的解析（ゲノミクス）や
タンパク質の網羅的解析（プロテオミクス）
に加えて、代謝物の網羅的解析（メタボロ
ミクス）が強力な分析手法として利用され
ている。近年、メタボロミクスを末梢血に
応用し、疾患を早期発見しようとする試み
がなされており、代謝物の存在パターンを
調べることで、疾患を診断することが可能
である。 
がんは日本人の死亡原因の第１位となっ

ており、国民の 3人に 1人はがんが原因で
尊い生命を失っている。がんは国民にとっ
て重大な脅威であり、その克服に対する社
会的ニーズは極めて高い。「第 3 次対がん
10 カ年総合戦略」に代表されるように、が
ん制圧は国の重要政策の一つである。末梢
血中の代謝物の存在パターンからがんを早
期診断するための研究が精力的に実施され
ている。 
 末梢血は低侵襲的に採取でき、疾患を診
断するために適しているが、食事や飲み薬
の影響が強く、病態を正確に反映している
とは限らず、末梢血でのがん診断の有用性
を検討する必要があり、がん組織と非がん
組織を直接的に分析することが望まれる。 
 本研究課題の遂行により、代謝物そのも
のが、がんの治療の標的になりうることも
十分に期待できるので、本研究課題の発展
性は高い。さらに、組織での局所的な代謝
物解析が、今後のがん治療薬の探索をする
うえで強力な解析手法になりうることを考
えると、本研究課題の重要性も非常に高い
と考える。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題は、局所的超高感度代謝物分
析システムの開発を行い、直接的に組織切
片の代謝物の網羅的解析を実施することを
目的とした。がんの早期診断のために、末
梢血検体を用いたバイオマーカー探索が精
力的に行われている。しかし、末梢血は食
事や投薬の影響を受けるので、必ずしも病
態を反映するとはいえず、組織での分析が
不可欠である。そこで、本研究課題では質
量分析計を用いて組織の代謝物存在パター
ンを調べることを目的とし、組織切片中の
代謝物を直接分析できる局所的超高感度代
謝物分析システムを開発する。がんで代謝
物存在パターンに違いが見られるかを検討
し、がんの発症の原因分子や分子機構を明
らかにする。  

３．研究の方法 
（１）局所的超高感度代謝物分析システム
の測定すべき代謝物の検討 
 
 GC-MS（ガスクロマトグラフ-質量分析計）
を用いた網羅的に水溶性代謝物を測定する
実験系がすでに整っているので、はじめに
末梢血・細胞などの生体試料に含まれる水
溶性代謝物を分析することで、局所的高感
度代謝物分析システムで分析すべき代謝物
候補を決定することとした。細胞・血液か
らクロロホルム-メタノール水溶液を用い
て水溶性代謝物を抽出した。抽出された水
溶性代謝物を誘導体化反応させて、GC-MS
を用いた網羅的に水溶性代謝物を測定した
（図 1）。 
 

 
 
（２）APC 変異による代謝物変動原因の検
討 
 
 上記（１）の項目の実験で確認された代
謝物変動の原因を調べるために、APC 変異
による代謝酵素の発現量に変化が見られる
かどうかを検討した。 
 
（３）抗がん作用が期待される薬剤に対す
るがん細胞の代謝プロファイルの変化の検
討 
 
 多 く の が ん で は 、
phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)の
変異とMAP kinaseのpathwayの活性化が報
告されている。測定すべき代謝物の意味づ
けを深めるために、PI3K と MAP kinase の
阻害剤を添加したときのがん細胞の代謝プ
ロファイルに変化があるかを調べた。 
 がん細胞に PI3K 阻害剤である BEZ235 と



MAP kinase の阻害剤である U0126 を添加し、
24 時間培養した後に、細胞から代謝物を抽
出し、網羅的に解析した。得られた代謝物
データを多変量解析し、PI3K と MAP kinase
の阻害剤が代謝プロファイルに与える影響
を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）局所的超高感度代謝物分析システム
の測定すべき代謝物の検討 
 
 大腸がんの原因遺伝子でありがん抑制遺
伝子である Adenomatous Polyposis Coli 
(APC)を発現させた大腸がん細胞である
SW480（以下 SW480(APC)）と APC 変異体を
発現している SW480 中の代謝物を測定した。
同定された代謝物の内訳は、アミノ酸、有
機酸や糖類であった。 
 その結果、測定すべき代謝物を決定する
ことができた。 
 
（２）APC 変異による代謝物変動原因の検
討 
 
 上記（１）の項目の実験で確認された代
謝物変動の原因を調べるために APC 変異に
よる代謝酵素の発現量に変化が見られるか
を調べた。 
 その結果、APC の変異株においていくつ
かの代謝酵素の発現量が変化していた。 
 
（３）抗がん作用が期待される薬剤に対す
るがん細胞の代謝プロファイルの変化の検
討 
 
 多くのがんで変異が認められる PI3K と
MAP kinase を阻害したときの代謝プロファ
イルの変化を調べた。 
 

 
 
 

 その結果、MAP kinase の阻害剤は、代謝
プロファイルに影響を及ぼさないことが明
らかになった。しかし、PI3K の阻害剤は、
代謝プロファイルを変化させることが分か
った（図２）。さらに、PI3K の阻害剤が代
謝プロファイルに影響を与えた細胞は、す
べて PI3K が過剰に活性化している細胞で
あることが分かった。PI3K の阻害剤の感受
性が高く、増殖が強く抑制されたがん細胞
では、代謝プロファイルの変化に対する
PI3K 阻害剤の効果が最も高いことが明ら
かとなった。 
 がん遺伝子の変異によって、各がん細胞
は異なる代謝プロファイルを示しているこ
とと、各種の薬剤に対する反応性（代謝プ
ロファイルの変動）が異なっていた。 
 これらの結果は、がん遺伝子が代謝を制御
していることと、それら遺伝子の働きの違
いにより、各がん細胞の代謝パターンが異
なっていることを示唆している。薬剤の効
果を評価する上で代謝を調べることは、有
用である可能性が示唆された。 
 
（４）まとめと考察 
 
 本研究課題の遂行により、大腸がんの局
所的高感度代謝物システムで測定すべき代
謝物を決定することができ、その代謝物（代
謝経路）は APC による制御を受けているこ
とが示唆された。 
 また、PI3K の阻害剤を添加し、がん細胞
の増殖を抑制させると代謝プロファイルの
変動が見られた。このことは、がん特有の
代謝プロファイルを調べることが、がんの
性質を調べるための有効な手段であること
を示唆している。 
 がんは正常細胞と異なる代謝を用いてい
ることが、近年の研究により明らかにされ
ており、がん細胞の特有の代謝制御機構を
明らかにすることは、がん診断のみならず
新規がん治療法の開発につながる。したが
って、本研究課題を発展させることは、が
ん克服のための第一歩となりえる可能性を
秘めている。 
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