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緒緒  言言  

 
エネルギー摂取過剰や活動低下などの生活習慣の変化が原因の一つと考えられている肥満や 2 型糖尿病などの代謝
疾患は、脳血管障害や心血管疾患などを引き起こすために社会的に問題となっている。日本人の糖尿病の死因の割合は、

1991 年以降心血管疾患が減少する一方で、悪性新生物（がん）が増加する傾向にある。肥満・糖尿病では、特に大腸
がん・腎臓がん・肝臓がんなどのリスクが高まることが明らかにされており、様々なトランスレーショナルリサーチか

らその関連性の根拠となるメカニズムが報告されている。一方で、多くのがんや代謝疾患では解糖系、グルタミン代謝、

脂質合成系の亢進が認められ、がんの病態や悪性度に深く関わることから、腫瘍形成と脂肪生成には共通の分子機構が

存在すると考えられている。その両者を結びつけるオルガネラとして、ミトコンドリアが病態生理的役割を果たすと想

定されている。ミトコンドリアには、IからVまでの呼吸鎖複合体が存在する。それらが重合し、超複合体と呼ばれる
高次構造を形成することによって、電子伝達系と酸化的リン酸化を起こし、エネルギー供給すなわち ATP産生を行う
［1，2］。一方、ミトコンドリアはエネルギー供給だけでなく、TCAサイクルを通じて、脂肪酸合成など細胞の分化や
増殖に必要なバイオマスを供給するという側面を持つ。このような多面的機能を有するミトコンドリアは、約1,200種
にも及ぶタンパクが複雑な構造体を構成し、ダイナミックに変化することで、生体に必要なエネルギーを産み出すと同

時に、老化やがん化シグナル・代謝環境変化に応じて多くの細胞内代謝経路を統括する「要」として機能する。特に、

呼吸鎖超複合体による高次構造の形成が、機能的に重要な役割を果たしている。 
このような背景の中、我々はこれまでに、がん抑制遺伝子 p53 研究と転写因子複合体解析の研究を推進してきた。 

分子間架橋を利用した高次クロマチン複合体の構成因子同定法［3］を応用し、Aktシグナルによる GATA3転写複合
体制御のスイッチ機構を解明するなど、代謝と複合体解析を融合させた先駆的研究を推進してきた［4～6］。 
本研究では、細胞内代謝調節におけるがん抑制遺伝子p53に着目し、がんと肥満における共通の分子シグナル経路の
中で代謝環 境応答変化・細胞内外の代謝制御と細胞増殖・浸潤・腫瘍造成を直接的に結びつけるメカニズムを探索す
るという新たな切り口からアプローチすることで、がんと肥満の病態形成に共通するミトコンドリア分子基盤の探索と

そのエネルギー代謝に与える病態整理的影響を明らかにすることを目的とした。本研究の成果は、ミトコンドリア超複

合体の制御を標的とした、がんと生活習慣病に共通する革新的な診断・治療法開発への応用が期待できる（図1）。 
 

 
図1．がんと生活習慣病に共通するミトコンドリア機能制御分子基盤と臨床応用 
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方方  法法  
 
11．．RRNNAA--sseeqqととCChhIIPP--sseeqqにによよるるpp5533依依存存的的新新規規ミミトトココンンドドリリアア代代謝謝調調節節機機能能分分子子のの探探索索  
ヒト前駆脂肪細胞を用いて、ジェノトキシックストレス（Adriamycin：ADR）による処置を行い、RNA-Seq解析と

p53ChIP-seqの統合解析を行った。また、ヒストンコードの特異抗体（AcH3、H3K4me3、H3K9me3、H3K27me3）
を用いたChIP-seqでヒストンコードのプロファイルを網羅的に解析した。RNA-seqで得られた新規の p53誘導性代
謝調節関連遺伝子群を同定し、その細胞内局在についてGOデータベースとProtein Atlasデータベースで解析した。  
22．．CCEE--TTOOFFMMSSをを用用いいたたメメタタボボロローームムにによよるる細細胞胞内内代代謝謝産産物物のの網網羅羅的的定定量量解解析析  
キャピラリー電気泳動と質量分析計を組み合わせたメタボローム解析によって、主に解糖系、グルタミン代謝、アミ

ノ酸代謝、TCAサイクルに関わる分子の網羅的定量解析を行った。脂肪細胞やがん細胞を用いてDPYSL4の強制発現
もしくはノックダウン時の細胞内代謝産物量の変化を捉え、DPYSL4 が細胞内代謝のどの段階で作用するのかを検討
した。 
33．．細細胞胞外外フフララッッククススアアナナラライイザザーーにによよるるミミトトココンンドドリリアア機機能能解解析析  
細胞外フラックスアナライサーは、酸素消費速度と細胞外酸性化速度を測定することで、ATP 産生やミトコンドリ
アにおける呼吸状態を動的に定量解析することができる。しかしながら、この手法だけでは様々な代謝経路の中で具体

的にどのような物質が律速となってミトコンドリアの呼吸状態が変化しているのかを同定することができない。この問

題を解決するために、メタボロームによる網羅的解析を組み合わせた。 
44．．ミミトトココンンドドリリアア超超分分子子複複合合体体解解析析  
ミトコンドリア内膜に存在する5つの複合体とDPYSL4の会合と機能について解析する。DPYSL4とその変異体を
強制発現させたがん細胞からミトコンドリア分画を抽出し、ジギトニンで可溶化したのちに BN-PAGE および SDS-
pageによる電気泳動を行う事で異なる超分子複合体形成を観察した。 
55．．ママウウススににおおけけるる病病態態モモデデルルのの作作製製とと解解析析  
細胞株で観察されるDPYSL4の役割が実際に生体においてどのようにがんと代謝変化の病態に関わるのかを検討す
る目的で、マウスを用いた病態モデル解析を行った。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  
  
11．．ががんんとと脂脂肪肪細細胞胞にに共共通通すするるpp5533標標的的のの代代謝謝調調節節分分子子群群のの探探索索  
次世代型シークエンサーを用いた ChIP-seq とトランスクリプトーム解析による細胞内代謝を制御する新規 p53  

下流遺伝子の同定による新たな生理的役割の探索・代謝環境応答時のp53依存的epigenetics解析を行った。その結果、
p53標的遺伝子として、核酸代謝に関わる酵素に高い相同性を持つDPYSL4、ポリアミン代謝関連のSAT1など20種
類以上の遺伝子を同定した（図 2）。中でも Protein Atlas データベースを用いて、ミトコンドリア局在分子である
DPYSL4に着目した。DPYSL4は、核酸代謝酵素 dihydropyrimidinaseと約 60％のアミノ酸の相同性を有する分子
である。構造学的には4量体を形成し、DPYSL familyはヘテロマーを形成することが分かっている。しかし、in vitro
での解析でDPYSL4はDHPase活性を認めず、DPYSL familyが酵素活性を介して直接的にエネルギー産生を調節し
ているエビデンスはまだない。そこで、ミトコンドリアのエネルギー・代謝調節機能に関わるかどうか、そして、ミト

コンドリアの機能的複合体を形成しているかどうかを検討した。  
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図2．RNA-seqとp53 ChIPseqによるp53依存的代謝調節関連分子群の同定 

ヒト前駆脂肪細胞を用いて、無処理（Cont）またはドキソルビシン（ADR：1μM）
を24時間処理した。ベン図は、前脂肪細胞のDEGを示している。ゲノムマップは、
ヒト前脂肪細胞における CDKN1A と DPYSL4 遺伝子座の p53-ChIP および  
DNA損傷時のAcH3および3meK4H3のChIP-seq。 

  
22．．DDPPYYSSLL44はは呼呼吸吸鎖鎖超超複複合合体体とと会会合合ししててエエネネルルギギーー代代謝謝調調節節機機能能をを示示すす  
メタボローム解析からがん細胞においてDPYSL4ノックアウト細胞では、フマル酸・コハク酸の増加という好気的
回路の抑制を認めるものの解糖系代謝産物への変化はほとんど見られず、ミトコンドリア制御を裏付ける結果が得られ

た（図 2）。この時の、ミトコンドリア呼吸機能を、フラックスアナライザーを用いて解析した。DPYSL4ノックアウ
ト細胞を用いた酸素消費解析から、ノックアウトは野生株に比べて酸素消費の低下を認めた。逆に、DPYSL4の強制発
現で、酸素消費と ATP産生の増加を認めた。興味深いことに、DPYSL4の変異体の導入では、酸素消費やATP産生
の増加作用を認めなかった（図 3）。これらの結果は、CRISPR/Cas9によって作製したDPYSL4ノックアウト脂肪細
胞においても同様であった。以上より、メタボローム解析と細胞外フラックスアナライザーを用いた解析からがんと脂

肪細胞において、DPYSL4はミトコンドリアにおいて酸素消費とATP産生作用を持つことが示された。次に、ミトコ
ンドリアでの会合状態を検討するために、BN/SDS/PAGE による二次元展開とサイズ分画法を融合したミトンドリア
超複合体構成因子の包括的同定を行った。ミトコンドリア超複合体解析の独自ノウハウである生化学的二次元プロファ

イリングを用いて、DPYSL4が超複合体（Ⅰ・Ⅲ・Ⅳ complex）に会合することを明らかにした（図4）。次に、正常
細胞である脂肪細胞での内因性DPYSL4の発現とミトコンドリア複合体解析を行い、同様に複合体 I／Ⅲ2／Ⅳに存在
することを明らかにした。そして、DPYSL4の変異体はミトコンドリアの超複合体に会合しないことが示され（図4）、
酸素消費やATP産生の増加作用を認めないことを反映していた。これらのことから、DPYSL4はミトコンドリア超複
合体に会合することでミトコンドリア機能を制御することが明らかとなった。  
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図3．DPYSL4ノックダウン効果がもたらす細胞内代謝産物の変化 

HCT116 p53+/+細胞を、Luci、p53、またはDPYSL4のRNAiで48時間処理した後、新鮮な培地に切り
替えた。その後、メタボローム解析を施行した。解糖系、TCAサイクル、ペントースリン酸経路の代謝物
のZスコアをデンドログラム付きのヒートマップ（教師なしの階層的クラスタリングにより配置）で示し
た。ヒストグラムは、選択した代謝物の平均濃度（pmol／1,000細胞）をエラーバーとともに示している。 

 

 
 

図4．DPYSL4の過剰発現によるATP産生と酸化的リン酸化の調節機能 
H1299細胞を用いて、mock、FL-DPYSL4（FL）、またはDPYSL4Δmid（Δmid）を
72 時間過剰発現させた後、OCR をフラックスアナライザーで記録した。DPYSL4（FL）は  
完全長を示し、DPYSL4（Δmid）はアミノ酸194～243を欠くcDNAコンストラクトを示し
ている。統計は t検定を用いて、*P＜0.05を示す。 
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図5．SuperComplexアッセイによるDPYSL4と呼吸鎖超複合体の会合 

H1299細胞をMock、FL-DPYSL4、またはDPYSL4Δmidを72時間過剰発現させた後、ミトコ
ンドリア・スーパーコンプレックス・アッセイを行い、BN-PAGEに続いてSDS/PAGEの2次元
分解による解析を行った。イムノブロッティングは、DPYSL4-FLAG（赤枠）を検出するために抗
FLAG M2を用い、複合体 I、III、IVを検出するためにそれぞれ抗NDUFV1、抗SDHB、抗 ISP、
抗COX4を用いて行った。 

 
33．．ががんんとと肥肥満満脂脂肪肪組組織織ににおおけけるるDDPPYYSSLL44のの病病態態生生理理的的役役割割  
マウスにおける病態モデルから、がんの増殖能や転移能を検討した。がん細胞において、DPYSL4を強制発現させ、

NOD/SCIDマウスの皮下へ移植し、腫瘍造成能を観察した。その結果、DPYSL4の存在はコントロールに比べて腫瘍
造成能が低下した。また、同様にDPYSL4を強制発現させたがん細胞を尾静脈注射にて移植し、肺への転移能を検討
した。その結果、DPYSL4の存在はコントロールに比べて、その転移能が低下した（図 5）。以上のことから、がん抑
制機能を有することが明らかとなった。 
最後に、DPYSL4はがんだけでなく脂肪細胞でも発現し、ミトコンドリア機能を制御することから、肥満病態におけ
るDPYSL4の役割の検討として、ヒト脂肪組織における発現解析を行った。まず、p53の免疫染色からヒト肥満脂肪
組織では、非肥満脂肪組織に比べてp53陽性細胞率の増加を認めた。次に、DPYSL4、およびマクロファージマーカー
（INFγ、MCP1、CD68）の遺伝子発現解析からこれらの遺伝子の高発現を認めた。特に、INFγの発現と肥満度を示
すBody Mass Index（BMI）は、DPYSL4の発現と相関していた。 
本研究結果から、がんと肥満を結ぶ新たなミトコンドリア機能制御因子を発見した。DPYSL4 はがん細胞において
ミトコンドリアでのエネルギー調節を介したがん形成や細胞増殖に関わる重要な p53 下流遺伝子であることが示され
た。一方で、脂肪組織においては、炎症がp53－DPYSL4シグナルを活性化させ、肥満病態に関与する可能性が示唆さ
れた［7］。 
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図6．生体内におけるDPYSL4の癌抑制機能 

H1299細胞をMockないし、DPYSL4を発現するレンチウイルスを3日間感染させた後、
NOD/SCIDマウスを用いて、肺転移モデルまたはXenograftモデルを施行した。または肺転移  

モデルに注入した。 
左）肺転移モデル。Bouln染色を用いて転移箇所を評価した。赤い矢印は転移を示す。 
右） Xenograftモデル。腫瘍の成長を経時的に測定した。統計はt検定を用いて、*P＜0.05を示す。 
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