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研究成果の概要（和文）：グリコーゲン合成酵素キナーゼ（GSK）3βの大腸がん促進作用のメカニズムを蛋白質リン酸
化特性の視点から探究した．GSK3β阻害によりがん細胞でリン酸化レベルが変化する蛋白質群を，リン酸化プロテオー
ムとメタボローム解析により統合的に検討した．その結果，糖代謝を触媒する酵素A（仮称）がGSK3βによりがん細胞
でリン酸化されることを見出した．したがって，GSK3βは酵素Aのリン酸化と不活性化によるがん固有の糖代謝を介し
てがん促進的に作用し，GSK3β阻害によるがん治療効果が蛋白質リン酸化の修飾に立脚すると考えられた．

研究成果の概要（英文）：The phosphoproteomic approach explored the putative biological mechanism by which 
glycogen synthase kinase (GSK)3β promotes colon cancer progression. Inhibition of GSK3β significantly 
modified the level of phosphorylation in a number of proteins in colon cancer cells. Integration of 
phosphoproteome and metabolome analysis for these proteins phosphorylated by GSK3β identified the enzyme 
A, a rate-limiting enzyme in glucose metabolism, which was preferentially phosphorylated by GSK3β in 
cancer cells. The results suggest that GSK3β promotes cancer progression by induction of aberrant 
glucose metabolism via phosphorylation-dependent inactivation of the enzyme A. In all, this study 
demonstrates that cancer treatment targeting GSK3β depends on modulation of cancer-specific profile of 
protein phosphorylation.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

大腸がんの発生・進展過程では，がん関連遺
伝子や染色体の構造，性質や発現量の変化が
多段階的に集積する 1)．これらの遺伝子レベル
の変化は RNA，蛋白質へと順次，転写，翻訳さ
れ，さらにアセチル化やリン酸化などの翻訳後
修飾を経て，がん細胞の表現形質を構成し，変
化させる．翻訳後修飾のなかでも蛋白質リン酸
化や脱リン酸反応は種々のがん遺伝子産物や
がん抑制分子の発現や機能を制御している．と
くに，大腸がんの治療標的分子である表皮成長
因子受容体（EGFR）で代表されるチロシンリン
酸化酵素の分子経路は詳細に検討されている
2-4)．EGFR 以外のチロシンリン酸化酵素やその
他のリン酸化酵素についても大腸がん病態への
関与が検討されているが，その成果は限定的で
あり，診断や治療への応用には至っていない．  

我々は，glycogen synthase kinase (GSK) 3が
正常細胞とは異なる経路で「がん促進作用」を示
すことを発見した．そして，本酵素阻害による治
療効果を大腸がんをはじめ種々のがん細胞と動
物移植腫瘍で実証し，第 I/II 相臨床試験を開始
した 5)．GSK3は多くの蛋白質をセリン・スレオニ
ンリン酸化してその安定性や機能を制御すること
により，細胞の代謝をはじめ基幹的生命現象を
司っている 6)．  
 
２．研究の目的 

本研究では，がん細胞の生存，増殖，浸潤や
エネルギー代謝など根源的な生命活動と
GSK3の病的作用を連結する可能性のある蛋
白質リン酸化特性をプロテオミクスの理論と先進
的技法により網羅的に解析する．そして，がん細
胞の病理特性と GSK3の「がん促進機能」の分
子基盤をリン酸化プロテオームの視点から明ら
かにする．これにより，大腸がんの生物学的特性
と連動する腫瘍蛋白質の性質や機能を規定する
リン酸化特性と，GSK3によるそれらの制御機構
の手がかりとなる分子経路を特定し，GSK3阻
害による新しいがん治療法の作用メカニズムを
蛋白質の翻訳後修飾に着目して解明する． 
 
３．研究の方法 

（1）がん細胞と非腫瘍性細胞の蛋白質リン酸化
状態の比較解析 

大腸がん細胞（SW480，HCT116）とヒト胎児
腎由来の正常細胞（HEK293）の蛋白質リン酸化
状態の基礎レベルを網羅的に半定量解析し 7, 8)，
がん細胞に特徴的なリン酸化特性を調べた． 
 
（2）GSK3βによるリン酸化ペプチド群の同定 

GSK3β特異的リン酸化モチーフ：S/TXXXS/T
（アミノ酸配列：S, serine; T, threonine; X, any 
amino acids）を指標に，本酵素により直接リン酸
化される可能性のあるペプチド群の抽出を試み
た． 
 
（3）がん細胞で GSK3β により制御される蛋白質

リン酸化の同定 

dimethyl sulfoxide（DMSO；阻害剤の溶媒）と
GSK3β阻害剤（AR-A014418; Calbiochem）によ
り処理した同一の大腸がん細胞のリン酸化プロ
テオームを同様に測定した．データをバイオ統
計学的に比較することにより，GSK3β 阻害によ
って変化するリン酸化ペプチド群を抽出した． 
 
（4）がん細胞特異的エネルギー代謝に関与する
触媒酵素のリン酸化解析 

これまでに我々は，GSK3β 阻害によりがん細
胞の解糖系が抑制され，ミトコンドリアの酸化的リ
ン酸化回路が賦活化することを示す代謝産物の
変化を見出し，両代謝経路の分起点で機能す
る酵素 A（仮称）に着目している．上記のリン酸
化プロテオーム解析データをもとに，GSK3β が
酵素Aをリン酸化して，その活性を制御している
かを検討した． 
 
４．研究成果 

GSK3β によってがん特異的にリン酸化状態が変
化する 21 種類の蛋白質候補を見出した. 各々
の候補蛋白質を強制発現させ, GSK3βで免疫沈
降することで相互作用を確認したところ, 2 種類
の蛋白質で直接的な相互作用を確認した．現在
これらの蛋白質について，大腸がんにおけるリン
酸化の意義を検討中である． 

本研究と並行して進めてきたメタボローム解
析と上記のリン酸化プロテオーム解析の結果を
統合的に検討した結果，酵素 A が GSK3β によ
りがん細胞で有意にリン酸化されることが示唆さ
れた．この結果より，GSK3βは酵素Aのリン酸化
によりその活性を修飾してがん固有の糖代謝を
誘導し，がん促進的に作用することが示唆され
た． 

本研究の成果により，大腸がんの生物学的特
性と関係する蛋白質リン酸化特性の系統的解析
を通じて，GSK3β 阻害による新しいがん治療法
が「がん特異的リン酸化特性の修飾」に立脚する
と考えられた． 
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