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研究成果の概要（和文）：細胞周期依存的蛍光プローブ（Fucci）導入大腸がん細胞 HCT116 を

NOG マウスに移植し得られた凍結担がん肝組織を用いて、組織切片腫瘍部位における細胞周期

別の代謝物質局在について検討を行った。Fucci-green 蛍光陽性腫瘍部位を S/G2/M 期、Fucci-red
蛍光陽性腫瘍部位を G1 期として質量イメージング画像と重ね合わせて解析を行った結果、G1
期で ATP, NADH, UDP-GlcNAc 等が顕著に高く解糖系の亢進が示唆された。また、細胞周期同

調培養で得られた細胞周期毎の細胞メタボローム解析等により、1）細胞外流出の乳酸が G1 期

で高く、2）G2/M 期の ATP 生成はミトコンドリア呼吸依存的であることが認められた。以上か

ら、がん細胞は細胞分裂するたびに内因性機構により酸化ストレスに曝露されること、グルタ

チオン等の内因正抗酸化機構を阻害することによって増殖を制御出来る可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Using tumor-bearing liver of which Fucci-introduced human derived colon 
cancer cell line, HCT116, in superimmunodeficient NOG mice, we studied the localization of major 
metabolites of metastasized tumor in both G1 and S/G2/M phase by microscopic imaging mass 
spectrometry. We revealed that higher concentration of ATP, UTP, NADH and UDP-GlcNAc in G1 
phase cells than that that in S/G2/M phase, suggesting acceleration of glycolysis in G1 phase in vivo. By 
synchronization of Fucci-HCT116 cells in G1, S and G2-M phases, the metabolome and flux analysis in 
each phase were performed. The data exhibit 1) concentration of extracellular efflux of lactate was 
higher in G1 phase, and 2) more activation of mitochondrial oxidative phosphorylation in G2-M phase. 
From the above results, as the cell cycle progressed from G2-M to G1 phases, the dependency of energy 
production on glycolysis in the cancer cells was increased while the mitochondrial energy production 
was reciprocally decreased. 
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１．研究開始当初の背景 
微小環境下にあるがん細胞と宿主側の臓
器・組織の代謝変動の検証はこれまで組織学
的区別が困難であったが、我々は超免疫不全

マウス（NOG マウス）にヒト由来大腸がん細
胞を移植し、再現性の高いヒトがん細胞肝転
移モデルを確立し、肝臓内微小がん転移層の
可視化や「がん部・非がん部代謝弁別解析」
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を可能にした。また、生体内組織・細胞の代
謝プロファイル解明に有用な CE-MS による
メタボローム解析に加え、空間分解能の高い
質量顕微鏡を用いることにより凍結組織切
片上の生体代謝物質・生体分子の分布・局在
情報の集積が可能となり、生存時の環境を反
映した組織上の定量的代謝解析を行うこと
が出来るようになった。そこで、細胞周期依
存的蛍光プローブ（Fucci）導入ヒトがん細胞
を作製し、まず高濃度チミジンによる細胞同
調培養を行って回収した細胞周期ごとの細
胞の代謝をメタボローム解析で予備検討し
たところ、G1 期で解糖系への依存が高まり
乳酸産生が亢進する、等の知見が得られた。
本研究では、その Fucci 導入がん細胞
（Fucci-HCT116）を NOG マウスに移植した
肝転移モデルを用いて、がん転移肝組織内の
腫瘍部の細胞周期特異的局在と細胞周期ご
との代謝変動を検証するという着想に至っ
た。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、細胞周期依存的蛍光プロー
ブ（Fucci）導入ヒト由来大腸がん細胞株
（HCT116）を超免疫不全マウス（NOG マウ
ス）に移植した肝転移モデルと、高空間分解
能を有する質量分析イメージング技術を用
いて、in vivo でがん細胞の細胞周期ごとの代
謝変動を明らかにすることである。特に DNA
合成前（G1 期）とがん細胞増殖時の DNA 複
製期・細胞分裂期各々の細胞の生体内がん病
巣での分布と局在、またそれらの糖代謝動態
や ATP 等のエネルギー変動に焦点をあてて、
組織構造を崩さずに新手法で生体内代謝動
態を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) Fucci 導入 HCT116 細胞を 11-15 週令の
NOG マウス（♂）に移植（脾注脾摘）してが
ん肝転移モデルを作成し、移植 10 日後 17～
18 時間の絶食後に、麻酔下で速やかに肝臓を
摘出し凍結担がん肝を作成する。 
(2）質量イメージング（MALDI-IMS）の予備
検討・最適条件の検討結果に基づき、厚さ
5m の凍結肝臓組織切片から 15 から 20 か所
の腫瘍部の任意測定位置（ROI: Region of 
interest）を選定し、予め蛍光顕微鏡で切片画
像を取得した後、マトリクス（イオン化補助
物質）として 9-Aminoacridine を切片表面に噴
霧し、20m 間隔でレーザーを照射してイメ
ージング画像を取得した。 
(3) チミジンブロック法による細胞同調培
養を行い、G1, S, G2-M 期それぞれの細胞周
期ごとの細胞を回収し、メタボローム解析を
行った。また、培養液のメタボローム測定に
より、細胞外流出した乳酸濃度を検討した。 
 

４．研究成果 
(1) Fucci-HCT116 細胞移植 10 日後の担がん
肝腫瘍部位における細胞周期別の局在とイ
メージング画像 
質量顕微鏡（MALDI-IMS）を用いた担がん肝
のイメージングでは、ATP, UTP, NADH, 
UDP-GlcNAc の濃度は、肝実質部に比べて腫
瘍部位で高い（図 1 左パネル）。また、蛍光
顕微鏡による画像（図 1 左パネル上）から、
担がん肝の腫瘍部位に、Fucci-red 蛍光陽性細
胞（G1）と Fucci-green 蛍光陽性細胞（S/G2/M
期）が混在していることが認められた。 
蛍光顕微鏡で得られた画像の Fucci-red (G1
期)及び Fucci-green (S/G2/M 期)の Intensity と
肝実質部の Intensity をプロットしてそれぞれ
の部位の相対的濃度を解析すると、G1 期で
ATP, UTP, NADH, UDP-GlcNAc が有意差を持
って高いことが明らかであった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) チミジンブロック法により細胞同調培
養し回収した細胞周期ごとの細胞のメタボ
ローム解析では、図 2 に示すように G1 期で
ATP 濃度の上昇を認めた。 

 
 
また、培養液のメタボローム解析では、細胞
外流出した乳酸濃度を測定すると、G1 期で
乳酸濃度の上昇がみられた。 



 

 

 
 
 

 
以上の結果に加え、解糖系の主要酵素活性の
検討等を行った結果、G2-M 期から G1 期に周
期が進むにつれ、ミトコンドリアエネルギー
産生から解糖系依存エネルギー産生に移行
することが明らかとなった。 
本研究結果より、細胞周期特異的な代謝動態
を更に検証することにより、細胞周期に着目
した新規がん治療の可能性が示唆された。 
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