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研究成果の概要（和文）：前立腺がんにおいて10-30%程度の頻度で起こるRB1遺伝子領域のホモ型欠失にその近
傍に位置するSUCLA2遺伝子が極めて頻繁に巻き込まれることが判った。SUCLA2をノックアウトすると実際に様々
な代謝脆弱性が発現した。これは治療戦略上重要なアキレス腱となり得ると考えた。SUCLA2遺伝子欠失を標的と
した化合物ライブラリーのスクリーニングを行い、いくつかのヒット化合物を得た 。このうちチモキノンの研
究開発に注力し、構造展開と分子標的同定を行った。また、SUCLA2遺伝子欠失の診断法の開発とバイオマーカー
の探索を目指した。

研究成果の概要（英文）：We discovered that the SUCLA2 gene located in the vicinity of RB1 is 
collaterally deleted together with RB1 with 10-30% prevalence in advanced prostate cancer.  SUCLA2 
gene encodes a metabolic enzyme constituting the a-subunit of the succinate CoA ligase heterodimer 
that reversibly converts succinyl CoA to succinate. We further found that SUCLA2 deficiency 
generates a certain metabolic vulnerability thus could be an important Achilles tendon in the 
treatment strategy. We screened chemical libraries to find compounds that specifically kill 
SUCLA2-deficient cells and obtained several hits. In this research, we focused on one of them 
thymoquinone. We performed structural development and molecular target identification. We also aimed
 to develop a diagnostic method for SUCLA2 gene deletion and search for biomarkers.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： がん　前立腺がん　代謝　RB1　SUCLA2　チモキノン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
進行前立腺がんの治療には抗アンドロゲン薬等が用いられるが、その効果は限定的であり、新しい治療法の開発
が待望されている。進行前立腺がん多くにおいてSUCLA2のホモ型ないしヘテロ型欠失が存在し、しかも、これを
治療標的にできるという我々の発見は、前立腺がん治療の新しいパラダイムを拓いたとともに、がん特異的な代
謝異常を標的としたがん治療が可能であることを示唆した。これは多くの種類のがん治療に応用することのでき
る概念・方法論である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
我々は、⻑年にわたり RB がん抑制遺伝⼦の代謝制御機能とその分⼦機構を研究するとともに、
がんの治療標的となり得るがん特異的代謝様態を探索してきた。その過程で、がん細胞の代謝と
正常組織・胚幹細胞のそれには多くの共通点があることに気付いた。つまり、正常細胞でもあり
うる代謝様態を標的とすれば、副作⽤の出現は免れない。がん細胞の代謝を標的とする治療法を
開発するためには、真にがん特異的な代謝動態を標的としなくてはならない。これを実現するた
めに、がん腫ごとに特異的なゲノム異常が報告されていることに着⽬した。がん腫のゲノム異常
が代謝遺伝⼦を巻き込んでいるならば、がん腫に特異的な代謝異常が存在するかも知れない。
我々は、ゲノム⽋失のホットスポットである既知のがん抑制遺伝⼦の近傍 100kb 以内に位置す
る代謝関連遺伝⼦を探索、以上の６組の遺伝⼦ペアを発⾒した。このうち、CDKNA2A/Bの近傍
の MTAP、PTEN の近傍の GLUD1 に関しては、特定のがん腫における co-deletion がすでに報
告されていた。我々はまず、⾼頻度に起きることを察知した、膵がんにおける SMAD4-ME2 と
前⽴腺がんにおける RB1-SUCLA2の同時⽋失に標的を定めた。ところが、その探索中に、膵が
んの進展過程において 29%ほどの頻度でホモ⽋失する SMAD4 がん抑制遺伝⼦とその近傍に位
置する malic enzyme 2(ME2)の同時⽋失が、その
アイソザイムである ME3 阻害と副側致死性
(collateral lethality)を⽰す可能性が⽶国のグループ
によって報告された(Nature 542: 119-123, 2017)。
よって、我々は、ヒトのがん種において４番⽬にホ
モ⽋失頻度の⾼いがん抑制遺伝⼦であるRB1の近
傍に位置する SUCLA2が、特に前⽴腺がんにおい
て RB のホモ⽋失と挙動を共にすることのみに標
的を定め、この知⾒の創薬展開に進むことにした。 
 
２．研究の目的 
前⽴腺がんは、臨床的・⽣物学的な多様性が⾼く、治療（去勢）抵抗性のクローンの出現する頻
度の⾼いことが、その難治性の背景となっている。前⽴腺がんの 10〜30%で起こる染⾊体 13番
⻑腕 RB1遺伝⼦領域の⽋失は、アンドロゲン受容体経路の亢進により去勢抵抗性獲得に繋がる。
ところが、RB遺伝⼦領域の⽋失は、逆に前⽴腺がんのアキレス腱ともなる可能性がある。RB遺
伝⼦の近傍に位置する SUCLA2が、RB1遺伝⼦領域の⽋失に極めて頻繁に巻き込まれることが、
我々の探索によって判明した(co-deletionあるいはパッセンジャー⽋失)。CCLE等のがん細胞株
のデータベースを検索した結果、RB1と SUCLA2のコピー数には極めて強い相関が⾒出された。
更には、家族性に発症した網膜芽細胞腫において SUCLA2 遺伝⼦⽋失に由来するメチルマロン
酸尿症が合併する症例も報告された。この症例のゲノム構造解析から、RB1と SUCLA2の両⽅
を含むゲノム領域の⽋失が⾒て取れた。また、このタイプの遺伝⼦⽋失を持つがんは、前⽴腺が
んの 10〜30%だけでなく、様々な希少がんを含むことも判明した。SUCLA2は、TCA 回路の⼀
部である succinyl CoAを可逆的に succinateに変換する succinate CoA ligase ヘテロダイマーの
beta-subunitを構成する重要な代謝酵素であり、この⽋失は広汎な代謝経路に影響を与えるもの
と考えられる。事実、SUCLA2遺伝⼦の⽣殖系列変異・⽋失は、ミトコンドリア脳症やメチルマ
ロン酸尿症等の先天性疾患の原因となることが判明しており、明らかな代謝異常を引き起こす。
我々は、種々の RB1⽋失腫瘍における SUCLA2のパッセンジャー⽋失が、がん細胞の代謝経路
にもなんらかの「脆弱性」をもたらす可能性があると考えた。がんに特異的な代謝遺伝⼦ゲノム
異常つまり真にがん特異的な代謝異常を標的とすれば、スペクトルが絞られ、副作⽤の無いがん
治療薬の開発が可能になるかも知れない。 
 
３．研究の方法 
ドロップアウトスクリーニング：当初は、SUCLA2 のアイソザイムである SUCLG2 の阻害が
SUCLA2⽋失と合成致死性を発揮すると考えたが、その効果は、限定的であることが判った。そ
こで、我々は、SUCLA2を⽋く前⽴腺がん細胞株とそこに SUCLA2を再構成した前⽴腺がん細
胞株ペアを作成、これに加え、全代謝遺伝⼦ 2,751種類をカバーする代謝指向型 CRISPR-CAS9



 

 

ライブラリーを準備した。SUCLA2⽋失がなんらかの「代謝脆弱性」を⽣じるならば、機能的に
関連する代謝遺伝⼦の機能不全が合成致死性を発揮するかもしれないというアイデアである。
SUCLA2 を⽋く前⽴腺がん細胞株において特異的にドロップアウト（特定の遺伝⼦を標的とす
る sgRNA 配列が細胞障害性のためにクローン消失し、次世代シーケンサーで読まれなくなる）
する代謝遺伝⼦を検索したところ、これまで１細胞株ペアの解析により、統計的に有意な頻度と
再現性をもって 11の候補遺伝⼦を得た（上図）。 11遺伝⼦のうち PLCB2 や ADSLは、データ
ベースにおいて SUCLA2発現と逆相関が⾒られると同時に、SUCLA2⽋損患者において、特異
的にその発現が増加していた。本研究では、これまでに⾒つかった 11遺伝⼦の誘導型ノックダ
ウンによる SUCLA2 ⽋失前⽴腺がん抑制効果のバリデーションとメカニズム探索によって、
SUCLA2 ⽋失前⽴腺がん・希少がんを特異的に治療するための分⼦標的探索とその創薬展開を
⾏うとともに、代謝指向型 CRISPR-CAS9 ライブラリーによるドロップアウトスクリーニング
を複数の SUCLA2⽋失株において遂⾏し、汎⽤性のある分⼦標的の絞り込みを⾏う。 
ケミカルスクリーニング：さらに我々は、SUCLA2 ⽋失前⽴腺がんを特異的に抑制する化合物
のスクリーニングを⾏ってきた。現在までに、FDA 認可薬ライブラリーを含む約 3,000 程度の
薬剤・化合物ライブラリーをスクリーニングし、天然化合物ライブラリーのスクリーニングから、
チモキノン（前⾴下図）が SUCLA2 ⽋失株特異的に細胞傷害性を⽰すことを⾒出している。本
研究では、まずチモキノン作⽤のメカニズム・分⼦標的探索を⾏う。チモキノンは別の SUCLA2
⽋失前⽴腺がんペアでも選択的作⽤が強く現れた。担がんモデルマウス等を⽤い、in vivo の薬
効解析を進めると共に、創薬企業とも相談の上、合成展開に進みたく考えている。⼀⽅、化合物
スクリーニングの規模を 30,000程度に拡⼤し、チモキノンを凌駕する SUCLA2⽋失腫瘍選択的
細胞障害性を発揮する化合物の発⾒を⽬指す。 
バイオマーカー探索：最後に、SUCLA2 ⽋失腫瘍のバイオマーカーとして⾎中メチルマロン酸
濃度を測定する系を確⽴する。⽣殖系列における SUCLA2 変異・⽋失はメチルマロン酸症を引
き起こす。腫瘍における SUCLA2 の体性⽋失も低レベルながらにメチルマロン酸症を誘導する
はずであり、これは、腫瘍の遺伝⼦検査無しに SUCLA2 ⽋失を検出することに応⽤できるかも
知れない。イソロイシンを含む分岐鎖アミノ酸は、プロピオニルCoAおよびメチルマロニルCoA
を経て、TCA 回路においてサクシニル CoA へと代謝される（本⾴
上図)。前⽴腺がん細胞における SUCLA2⽋失により、メチルマロ
ニル CoAが蓄積した結果、異常代謝物であるメチルマロン酸が細
胞内に蓄積されると推測される。また、メチルマロニル CoAの前
駆体であるプロピオニルCoAから⽣成するメチルクエン酸やプロ
ピオニルグリシンが蓄積され、異常代謝物として検出される可能
性がある。よって、GC/MSを⽤い、メチルマロン酸を含む異常有
機酸の検出系構築を⾏うことによって、同代謝物が SUCLA2⽋損
のバイオマーカーになりうるかを検証する。 
 

４．研究成果 

SUCLA2⽋失による代謝脆弱性： SUCLA2⽋
失DU145細胞のメタボローム解析は、SUCLA2
⽋失が明確な代謝シフトを誘導すること、特
に、フマル酸の減少など、TCA 回路機能の異常
を検出した（図）。これらの知⾒は、河野らの細
胞外フラックス解析によって判明した、ミトコ
ンドリア最⼤呼吸能の低下や解糖系の活性上
昇と符合した。つまり、SUCLA2⽋失は前⽴腺
がん細胞に代謝的脆弱性を付与する可能性が
⾼い。 
合成致死性遺伝⼦探索：次に、その機能抑制が SUCLA2 ⽋失と合成致死性となる遺伝⼦を探索
するために、DU145 細胞死インディケーター細胞を新たに調整し、前回より特異性の⾼まると
思われる実験条件の下、約 3,000 種の代謝遺伝子をカバーする CRISPRi によるドロップアウト・

スクリーニングを再度行ったが、この度は、該当遺伝子を見出さなかった。申請前に行ったスク

リーニングによって見出した 8 遺伝子のバリデーションにおいても、その阻害がチモキノン相



 

 

当に強くかつ再現性のある生物活性を示すものは無かった。このことは、チモキノンの分子標的

が代謝遺伝子では無いことを強く示唆した。よって、我々は、チモキノンを基軸とした研究開発

に全集中することとした。 
一般化：AMED-PO に頂戴したアド

バイスに基づき、DU145 に加え、

SUCLA2 遺伝子をノックアウトした

LNCaP および PC-3 細胞のチモキノ

ン感受性を検討した。これらにおい

てもSUCLA2遺伝子欠失はチモキノ

ンへの感受性を有意に上昇させた

（図）。さらには、ヘテロ SUCLA2 遺

伝子欠失 DU145 細胞もチモキノンへの感受性を有

することが判明した（図）。ホモ型とヘテロ型を合

算すると、進行前立腺がん症例の 30％以上がチモ

キノンに感受性を示す可能性がある。 
構造展開：チモハイドロキノンを含むチモキノン

構造類似体 12 種類の生物活性を検討した。その結

果、唯一チモキノンが SUCLA2 ノックアウト細胞

特異的に障害性を示した（図）。チモキノンは細胞

内において NADPH quinone oxidoreductase 1 
(NQO1)によりチモハイドロキノンに代謝

されるが、チモハイドロキノンは SUCLA2
ノックアウト細胞に障害性を示さなかった

ため、チモキノンそのものが薬理活性をも

つ化合物であることが明らかになった。さ

らに、細胞株パネルアッセイと RNA-seq の

解析によって、チモキノンの細胞増殖抑制

効果（GI50）と NQO1 発現が負相関である

ことが明らかになった。この結果も、チモ

キノンがチモハイドロキノンに返還される

と生物活性を喪うこと、つまり、チモキノ

ンそのものが活性本体であることを支持している。 
分子標的探索：これらの情報をもとにチモキノンのプローブ

化を開始した。東京化成に依頼し、キノン骨格の 5 位にクリ

ックケミストリー用のリンカーを挿入した化合物を得たが、

これには、チモキノン様の生物活性が見いだせなかった。続

いて、キノン骨格の 6 位にビオチン化用のリンカーを付加し

たものを金沢大学薬学系國嶋教授と三代助教が合成した。こ

の化合物は、チモキノン様の生物活性を完全には喪失しなか

った。これをさらにビオチン化したものは、おそらく膜不透

過性のため生物活性を喪失したが、分子標的の結合実験には

使用できるはずである（図）。このプローブをストレプトアビ

ジンビーズに固定し釣り竿法とマススペクトル法による標

的同定を進めている。 
細胞株パネルアッセイ：チモキノンの分子標的は未同定であ

るので、どのような化合物と同様の細胞障害性プロファイル

を示すのかを探索する目的でこのアッセイを行っていただ

いた。このアッセイに用いた細胞株に SUCLA2 遺伝子を欠失

するものは含まれないが、WNT シグナルに変異を有する細

胞株が特異的な感受性を示した。RNA-seq の結果から、

SUCLA2 欠失 DU145 細胞においてはWNT シグナルの下流遺

伝子群の発現が亢進することを見いだしている（図）。

CRISPRi の結果と併せると、チモキノンが WNT シグナルを

阻害する可能性がある。チモキノンの WNT シグナルへの影

響や SUCLA2 欠失細胞における WNT シグナルの阻害が細胞

障害性を示すか現在解析中である。 
SUCLA2 欠失によるシステインサクシニル化低下： SUCLA2 は TCA 回路の一部をなす。その



 

 

欠失はフマル酸レベルの低下を誘導した。サフマル酸によるシステインサクシニル化が低下し

た蛋白質群を抗サクシニル化システイン抗体による免疫沈降と高感度銀染色によって解析した。

この分子種をマススペクトル法によって同定中である。これが WNT シグナルに関連する分子で

あれば、SUCLA2 欠失の影響を説明できるかも知れない。 
大規模再スクリーニング：SUCLA2 欠失が targetable ないし druggable であることはこれまでの

研究で明らかである。チモキノンよりも生物活性の高い化合物の探索を目指し、10,000 以上の規

模のライブラリーのスクリーニングに対応する細胞死インディケーター細胞系の作製を行って

いる。これまでのスクリーニングは、金沢大学の P2レベルで施行したが、理化学研究所（和光）

においては P1レベルで行う必要があり、このために細胞系を作製し直している。しかし、DU145
細胞株はトランスフェクションが至難であり、LNCaPや PC-3 をベースとする系にスイッチして

いる。分子標的が既知の化合物をヒットすれば、それがチモキノンの分子標的でもある可能性が

ある。 
日本人症例の検討：我々の成果を 2020年度の日本癌治療学会年会（京都市）において発表した

ところ、慈恵会医科大学泌尿器科の頴川晋教授から共同研究の申し込みを受けた。これまでの解

析に用いたデータベースや Tissue Microarray はほぼ全て国外の患者の検体に基づいており、日本

人の前立腺がん症例に RB1-SUCLA2 遺伝子欠失がどのくらいいるのか全くデータが無かった。

そこで、頴川晋教授らは、彼らが独自に作製し、100 例近くの症例を含む Tissue Microarray にお

ける RB1 および SUCLA2 の発現を検索し、SUCLA2陰性例が有意症例数存在すること、そのよ

うな患者の Gleason Score が高い傾向にあることを見いだしている。この結果を踏まえ、さらに、

FISH 法を用い、前立腺がん症例における RB1 および SUCLA2 遺伝子のコピー数とカルテ情報

の紐付けに挑戦している。 
PDX マウス：慈恵会医科大学泌尿器科には、前立腺がん患者手術検体由来の凍結切片が多数保

存されており、これらを免疫不全マウスに移植し増殖する PDXマウスも複数系統維持している。

現在、これらの移植可能腫瘍片における SUCLA2 のステータスを調査しており、該当マウスが

あれば、チモキノンによる治療実験に供する。 
診断法開発：データベースの検索や Tissue Microarray の解析から SUCLA2 遺伝子ホモ型欠失は

進行前立腺がんにおいて 10-30%の頻度と見積もっている。実臨床において前立腺がん患者の迅

速な診断を行う必要がある。骨転移巣からの検体採取は困難であり、慈恵会医科大学泌尿器科と

共同で ctDNA による診断が可能か検討中である。 
バイオマーカー探索：SUCLA2 遺伝子の生殖系列欠失は、メチルマロン酸尿症を引き起こす。こ

のことから、血中あるいは尿中のメチルマロン酸をバイオマーカーとして測定できないかと考

えた。金沢大学薬学系の増尾友哉助教とともに SUCLA2欠失細胞株培養上清のアンターゲットメ

タボロミクス解析を開始した。この測定がうまくできれば、慈恵会医科大学泌尿器科と相談し血

中・尿中のメチルマロン酸の検出を目指す。 
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