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研究成果の概要（和文）： 本研究では細胞内糖化の腫瘍関与機構の解明に向けた腫瘍細胞内糖化モニタリング
技術構築及びこれを用いた腫瘍細胞の細胞内糖化と細胞への影響評価を試みた．
　細胞内糖化レベルは、骨髄腫瘍細胞では変化しなかったが，老化モデル腫瘍細胞では培地糖濃度増加に伴って
顕著に増加した．また糖代謝量，遺伝子発現様式から，骨髄腫瘍細胞の細胞内糖化制御には糖代謝制御とは異な
る機構が関与し，腫瘍細胞ごとに細胞内糖化制御に関与する因子が異なっている事が示唆された．今後，各腫瘍
細胞における細胞内糖化物形成機構及び細胞内糖化亢進の責任因子を解明し，その細胞内機能を同定することで
細胞内糖化の腫瘍関与機構解明に寄与すると期待される．

研究成果の概要（英文）：  In this study we attempted to investigate intracellular glycation in tumor
 cells and its effect on cell functions using intracellular glycation monitoring system, prior to 
elucidation of involvement mechanism for intracellular glycation on tumor progression.
  The result showed that the intracellular glycation level was not change in myeloma cells whereas 
significantly increased in aged-model tumor cells with the increase of medium glucose. The glucose 
metabolism and gene expression patterns of the cells suggested that the glycation level in myeloma 
cells may be controlled by a mechanism other than glucose metabolism system. It is also indicated 
that genes concerned with intracellular glycation level in each tumor cells are different. Further 
studies to identify responsibility genes for intracellular glycation level and their cellular 
functions are expected to contribute to the elucidation of involvement mechanism for intracellular 
glycation on tumor progression.

研究分野： 生体情報・計測/糖化/細胞工学

キーワード： 生体情報・計測　細胞内計測　糖化関連疾病　細胞内糖化　腫瘍細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，近年，細胞内糖化と脱糖化のバランスが細胞機能及びエピジェネティック制御に影響し，がんや加
齢関連疾患の進行などの発症・進行に関与するとして注目されている細胞内糖化レベルの簡便なモニタリングを
可能とする技術を開発した．また本技術を用いた腫瘍細胞内糖化モニタリングにより，細胞内糖化制御に関与す
る因子が腫瘍細胞ごとに異なっていることが示唆された．本技術を用いた腫瘍細胞内糖化物の解析は、腫瘍進行
と糖化の関与機構の解明のみならず、バイオマーカーの開発や薬剤スクリーニングにも有用であり、がんの治療
及び早期発見に貢献すると期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

糖化反応は，還元糖とアミンの間で起こる非酵素的な一連の化学反応であり，生体内外，細胞

内において普遍的に起こる.反応初期生成物や後期生成物(Advanced glycation end products, AGEs)

等の糖化物(glycated products, GPs)の形成は，蛋白質の生体機能喪失をもたらし，糖尿病合併症を

始めアルツハイマー病，癌など多くの疾病に関与するとして注目されている 1.これまでに AGEs

によって癌細胞の増殖，転移浸潤が促進されること 2，AGEs が AGE 受容体(RAGE)を介して炎

症反応をもたらし，また，糖尿病と癌で見られる炎症反応の基盤機序は類似していることなどが

報告されている．また，骨髄系腫瘍細胞において糖化によって形成される RAGE は細胞分化能

に変化をもたらすと考えられている 3．しかし，生体・細胞内には複数の GPs 形成経路の存在が

示唆されており 4，詳細な細胞内糖化機構及び腫瘍進行への関与機構は明らかとなっていない．

このため，細胞内糖化の腫瘍の発症及び進行への関与機序解明のためには，細胞内における各糖

化過程のリアルタイム計測及び，各糖化過程における糖化の細胞機能への影響評価を可能とす

る簡便な細胞内糖化計測技術及び細胞機能評価技術の開発が望まれる． 

 

２．研究の目的 

そこで本研究では，細胞内糖化の腫瘍発症・進行への関与機構解明のための，マルチプレック

ス細胞内糖化モニタリング技術の構築，及びこれを用いた腫瘍細胞機能と糖化の関連を評価す

る技術の構築を目的とした．糖化の細胞への影響評価法として，これまでに RAGE の発現及び

応答に基づく評価法が広く用いられているが，RAGE は，マルチリガンド受容体であり，また，

RAGE の発現も，様々な分子によって誘導され，GPs 特異性はない．そこで，本研究では，RAGE

プロモーターを用いた従来の糖化評価法に加え，研究代表者らが開発した還元糖，初期糖化物な

どの細胞内糖化関連物質モニタリング技術など，複数の細胞内標的に対するモニタリング技術

を組合せた簡便な細胞機能評価を可能にする新規マルチプレックス細胞内リアルタイム計測技

術の構築を試みた．また，腫瘍機序は細胞種によって異なるため，本研究では分化・増殖能にお

いて特徴的な性質を持つ異なる 2 つの白血病細胞をはじめとする複数の腫瘍細胞を用いて，細

胞内糖化モニタリング導入細胞を構築し，各腫瘍細胞における細胞内糖化レベルと細胞機能へ

の影響の評価を試みた． 

 

３．研究の方法 

(1)細胞内糖化モニタリングシステムの構築 

先に構築した新規初期糖化物(糖化アミノ酸)特異的応答性転写調節因子遺伝子コンストラク

ト，及びレポーター遺伝子配列上流に初期糖化物特異的応答性転写調節因子結合領域(オペレー

ター)を融合したレポーター(ルシフェラーゼ)遺伝子コンストラクトに基づくルシフェラーゼレ

ポーターアッセイ技術および緑色蛍光タンパク質を用いて細胞内糖化アミノ酸リアルタイムモ

ニタリング法を構築した．また，終末糖化産物(AGEs)応答性のヒト RAGE プロモーターおよび

赤色蛍光タンパク質を用いて AGEs に対する細胞リアルタイムモニタリング法を構築した．更

に，新規糖化関連物質モニタリング用認識素子の開発を目的として，新規糖化タンパク質を認識

し応答する転写調節因子，およびメチルグリオキサール認識素子の検索，クローニング，及びモ

ニタリング素子としての特性検討を行った． 

 

(2)細胞内糖化モニタリングシステム導入腫瘍細胞の構築 

 構築した初期糖化産物特異的応答性転写調節因子遺伝子コンストラクト，及びレポーターコ



ンストラクト，内部指標の，2 種類の骨髄腫瘍細胞(単球系腫瘍細胞，及び T 細胞系腫瘍細胞)及

び酸化ストレス耐性を低下させた 2 種類の老化モデル腫瘍細胞への導入法の検討を行い，4 種類

の糖化モニタリングシステム導入腫瘍細胞を構築した． 

 

(3)腫瘍細胞内糖化モニタリング及び細胞機能への影響の評価 

 細胞内糖化モニタリングシステム導入腫瘍細胞を濃度の異なるグルコース濃度で培養しレ

ポーター発現量を指標に核細胞の細胞内糖化物レベルを評価した．また，細胞内グルコース濃度

及びグルコース消費量，Real-time PCR を用いた糖化制御に関与する遺伝子，糖代謝関連遺伝子

の発現量を評価し，各腫瘍細胞の細胞内糖化レベルとの関連を評価した． 

 

４．研究成果 

本研究では，糖化の腫瘍関与機構の解明のための，腫瘍細胞内の多因子のモニタリングを可能

とする技術の構築およびこれを用いた腫瘍細胞機能と糖化の関連の評価を試みた． 

(1)細胞内糖化モニタリングシステムの構築 

初期糖化産物(糖化アミノ酸)特異的応答性転写調節因子及びレポーターアッセイ技術および

緑色蛍光タンパク質をレポーターに用いた細胞内糖化アミノ酸リアルタイムモニタリング技術

をヒト肝がん細胞に導入しフローサイトメトリーを用いて評価したところ，培地糖濃度の増加

に伴い，細胞当たりの蛍光強度の増加がみられた．このことから，本技術を用いた細胞内糖化ア

ミノ酸のリアルタイムモニタリングが可能であることが示唆された．次に，AGEs に対する細胞

リアルタイムモニタリング技術をヒト肝がん細胞に導入し同様に評価したところ，細胞の蛍光

強度は，培地 AGEs 添加によって顕著に増加したことから，本系を用いた AGEs モニタリングが

可能であることが示唆された．一方，培地糖濃度の増加に伴う蛍光強度の増加はみられなかった．

2 つシステムを共導入した細胞を用いることで，蛍光強度を指標とした細胞内糖化レベルと細胞

外 AGEs の同時リアルタイム評価が可能になると期待される．今後は，顕微鏡での評価を可能と

するために，安定発現株を樹立して評価を行う． 

更に，新規細胞内糖化タンパク質蛍光モニタリング用素子として，糖化タンパク質誘導性オペ

ロンの制御因子と考えられる転写調節因子用タンパク質を組換え生産し，リガンド特性を検討

したところ，糖化アミノ酸特異的な結合能を示した．そこで，環境感受性色素で蛍光修飾した後，

リガンド結合によって誘導される構造変化に伴う蛍光強度変化を指標に糖化アルブミンとの結

合能を評価したところ，糖化アルブミン結合量と非糖化アルブミンの結合量との差がみられな

かった．今後，SPR など他の評価法を用いた本タンパク質の糖化アルブミン結合の検討を試みる

必要がある． 

 

(2)細胞内糖化モニタリングシステム導入腫瘍細胞の構築 

2 種類の老化モデル腫瘍細胞への細胞内初期糖化物モニタリングシステムの導入法を検討

したところ，リポソーム法によって導入が確認された．一方，2 種類の骨髄腫瘍細胞(単球系腫瘍

細胞，及び T 細胞系腫瘍細胞)への導入法の検討を行ったところ，リポソーム法では導入が確認

されず，電気穿孔法を用いたところ導入が確認された． 

 

(3)腫瘍細胞内糖化モニタリング及び細胞機能への影響の評価 

2 種類の骨髄腫瘍細胞(単球系腫瘍細胞，及び T 細胞系腫瘍細胞)へ導入した骨髄腫瘍細胞を用

いて，細胞内の糖化物，細胞内糖化関与因子および糖代謝関連因子のモニタリングを行い，細胞



内糖化物量と腫瘍細胞の機能の関連を検討した，また，老化モデル細胞として，酸化ストレス耐

性の低下した 2 種類の腫瘍細胞を用いて同様の検討を行い，比較した．まず，培地糖濃度増加に

伴う細胞内糖化レベルの亢進は，2 種類の老化モデル細胞において野生型に比べて顕著に増加し

たのに対し，2 種の骨髄腫瘍細胞では，実験した培地糖濃度範囲における細胞内糖化レベルの変

化はみられず，細胞内糖化レベルは細胞種によって著しく異なることが示された．また細胞内糖

濃度及び糖代謝量の測定から，両骨髄腫瘍細胞の細胞内糖化レベルは糖代謝機能制御とは異な

る機構が関与することが示唆された．更に，任意の細胞内糖化レベルにおける糖化関連因子及び

糖代謝関連遺伝子の発現様式から，細胞内糖化レベルに関与する因子は検討に用いた４種類の

腫瘍細胞で異なり，細胞内糖化の制御機構及びその影響は細胞の種類ごとに異なることが示唆

された． 

 今後，各腫瘍細胞における細胞内糖化物の形成機構及び細胞内糖化亢進の責任因子を解明し，

その細胞内機能を同定することで，細胞内糖化の腫瘍関与機構解明に寄与すると期待される． 
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