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緒緒  言言  

 
がん細胞は一般に解糖系に強く依存して生存しているが、解糖系の抑制時にも生存可能であり、細胞内代謝システム

をリプログラミングしていることが推察される［1］。本研究では、主として膵がん細胞を用いて、糖代謝のリプログラ

ミング機構を評価するため、ATP産生オルガネラであるミトコンドリアに着目した検討を行った。その結果、解糖系を

抑制することでミトコンドリアに強く依存して生存できるように細胞内代謝がリプログラミングされることが認めら

れた。また、ミトコンドリア特異的オートファジー機構であるマイトファジーについても評価を行ったところ、解糖系

の抑制時にマイトファジーが亢進することが示され、それがミトコンドリアの機能維持に働いている可能性が想定され

た。がん治療の成功確率を向上させるためには、解糖系の抑制に伴うマイトファジーも関連したミトコンドリア機能の

賦活化を効率的に抑制することが求められると考えている。 
 

方方  法法  

 
11．．解解糖糖系系抑抑制制時時ののミミトトココンンドドリリアア機機能能評評価価  
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。 
22．．解解糖糖系系抑抑制制時時のの細細胞胞内内代代謝謝変変動動のの評評価価  
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（Agilent Technologies）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。 
33．．オオーートトフファァジジーーととママイイトトフファァジジーーのの評評価価  
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 10μM 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。 
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。  
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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）。 
44．．PPTTEENN--iinndduucceedd  kkiinnaassee  11（（PPIINNKK11））依依存存的的ななミミトトココンンドドリリアア機機能能のの評評価価  

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［2］。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。 
 

結結  果果  

  

11．．解解糖糖系系抑抑制制にに伴伴ううミミトトココンンドドリリアアのの賦賦活活化化  
本研究では、モデルとなるがん細胞としてPANC-1細胞を用いた。そ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、解糖系の抑制が示唆された。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しなかったため、解糖系の抑制時にPANC-1細

胞は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1a）、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1b）、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1c）、ミトコンドリアへの強い依存が示唆された。 
 

 

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：50μm）。 
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） 
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22．．解解糖糖系系抑抑制制にに伴伴うう細細胞胞内内代代謝謝ののダダイイナナミミッッククなな変変動動  
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。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

て抑制されることも明らかとなった（図2）。これらの結果から、解糖系の抑制に伴う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。 
  

 

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）。 
 
33．．解解糖糖系系抑抑制制にに伴伴ううオオーートトフファァジジーー・・ママイイトトフファァジジーーのの亢亢進進  

CE-TOFMS を用いたメタボローム解析の結果から、解糖系の抑制された PANC-1 細胞では、大半のアミノ酸量が 

顕著に増加していることが明らかとなった。細胞内のアミノ酸の代表的な供給経路の一つとして、タンパク質分解系で

あるオートファジーが挙げられる。そこで、解糖系の抑制された PANC-1 細胞ではオートファジーが亢進しているの

か、その活性をフラックスアッセイによって評価した。その結果、確かにフラックスを止めるChloroquineの存在下で

オートファゴソームマーカーLC3の顕著な蓄積が認められ（図3a）、オートファジーの亢進が示唆された。 
また、これまでの検討から、解糖系の抑制された PANC-1 細胞ではミトコンドリア機能が亢進していることが見出

されている。よって、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

機能維持が行われている可能性を想定した。そこで、解糖系の抑制時のマイトファジーについて評価したところ、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3b）、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、解糖系の抑制時の代謝リプログラミング

にオートファジーやマイトファジーが関与する可能性が考えられた。 
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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：20μm、緑：LC3、青：核） 

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。 
  
44．．解解糖糖系系抑抑制制時時ののPPIINNKK11依依存存的的ななミミトトココンンドドリリアア機機能能のの調調節節  
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［2］。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 4a）。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4b）。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。 

 
図4．PANC-1細胞におけるPINK1依存的なミトコンドリア膜電位の上昇 

a） それぞれの糖源で培養した PANC-1 細胞における PINK1 の mRNA 発現を定量した。 

β-actin の mRNA 発現量で補正を行った。ANOVA の後に Bonferroni 解析を行った。 

（N＝3、平均値±SD、* P＜0.05、** P＜0.01） 
b） Glc またはGala 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。グラフは5視野の平均値を示している。ANOVA
の後にBonferroni解析を行った（N＝3、平均値±SD、* P＜0.05）。 
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考考  察察  

 
がん細胞は主として解糖系から生存するためのエネルギーATP を獲得するが、解糖系の抑制時には酸化的リン酸化

を中心としたミトコンドリア代謝系へとリプログラミングするポテンシャルを有しており、特にそのミトコンドリア機

能の維持にマイトファジーが重要であることが示唆された。ここでは膵がん細胞株 PANC-1 細胞を用いた結果につい

て述べたが、肺がん細胞株A549や子宮頸がん細胞株HeLaでも同様に、解糖系の抑制時に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明らかとなっている。よって、糖代謝をミトコンドリア系へシフトすることができるがん

細胞においては、マイトファジーによるミトコンドリアの賦活化によって効率的に代償的 ATP を獲得できるようにな

っていると考えられる。マイトファジーを抑制することによってミトコンドリアの賦活化の抑制も可能であることから、

マイトファジーの制御による代謝リプログラミングの阻害効果が期待される。 
ここで、がん細胞における解糖系抑制時のマイトファジーの亢進に PINK1 が関与している可能性が見出された。 

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未だ不明な点が多く、がん細胞内のミトコンドリア機能がどの

ように制御されているのかは明らかとなっていない。正常細胞では一般に、PINK1 は E3 ユビキチンリガーゼである

Parkin と共役してマイトファジーを誘導している［2］。しかし、がん細胞においては一般に Parkin の発現は低く、

PINK1 がどのような機序でマイトファジーを誘導しているのかは謎に包まれている。今後、他の E3 ユビキチンリガ

ーゼなども含めてPINK1がどのようにがん細胞のマイトファジーを制御しているのか解明される必要がある。 
メタボローム解析から、大半のアミノ酸量は解糖系の抑制によって増加することが示されたが、グルタミン酸やグル

タミン、アスパラギン酸といった特定のアミノ酸は逆の挙動を取ることが明らかとなった。また、解糖系抑制時に

Oligomycin を曝露することでこれら 3 つのアミノ酸量が増加したことから、糖代謝のリプログラミングにこれらのア

ミノ酸が使われていることが想定される。特に、これらはすべてTCA回路の中間体に変換されるアミノ酸であるため、

ATP を産生するための原料として利用されている可能性が高い。マイトファジーによるミトコンドリア機能の調節と

併せて、これらのアミノ酸の挙動についても詳細な検討が望まれる。 
主として膵がん細胞を用いた検討から、がん細胞における糖代謝のリプログラミングにマイトファジーが関与し、特

にミトコンドリアの賦活化を正に制御していることが明らかとなった。また、がん細胞におけるマイトファジーを

PINK1 が制御していることが新たに見出され、その抑制によって解糖系抑制時のミトコンドリアの賦活化の抑制が可

能となることが示唆された。今後、がん細胞特異的なマイトファジー制御機構について詳細に検討することで、代謝リ

プログラミングを標的としたがん治療が画期的に進展すると確信している。 
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