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研究成果の概要（和文）：我々は，glycogen synthase kinase (GSK) 3β のがん促進作用を発見し，

GSK3β 阻害によるがん治療効果を消化器がん細胞と動物実験で実証した．糖代謝の初期段階で，

GSK3β はグリコーゲン合成と解糖という相反経路の起点を調節する．本研究では，がん特有の

糖代謝に対する GSK3β の病的作用をメタボロームの理論と技法により解析した．その結果，

GSK3β は解糖とミトコンドリアの酸化的リン酸化の均衡を制御する代謝経路に作用して，がん

細胞の病的代謝（Warburg 効果）を誘導することを示唆する代謝産物の変化が観察された．こ

れが GSK3β 阻害によるがん治療効果の重要なメカニズムであると考えられる． 
 
研究成果の概要（英文）：Recently we discovered novel pathological roles for glycogen synthase kinase- 
3β (GSK3β) in promoting cancer cell survival and proliferation via the modulation of cell cycle, tumor 
suppressor and cell immortality pathways. This has led us to propose GSK3β as a potential target for 
cancer treatment. A primary role for GSK3β is the control of glycogen synthase activity that switches 
glycogenesis and glycolysis, the two major pathways of glucose metabolism. In this research, we 
investigated whether GSK3β influences the aberrant glucose metabolism in gastrointestinal cancer cells. 
Using innovative metabolomic technology, we found a distinctive metabolic trait in cancer cells that suggests 
inhibition of GSK3β attenuates glycolysis (Warburg effect) and restores mitochondrial glucose oxidation. 
This trait could be an important molecular basis for cancer treatment targeting aberrant GSK3β. 
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１．研究開始当初の背景 
 
低酸素，低栄養という生存には不利な微小

環境に適応するかのように，がんは代謝を自
身の都合のよいように改変し，増殖と宿主の
浸潤破壊を繰り返し，抗がん剤や放射線に耐
性となって転移する．この根底には，がん細
胞の生命活動を支えるための解糖によるエネ
ルギー獲得が必須である．とくに，酸素供給

の多寡に影響されない嫌気性解糖の亢進
（Warburg 効果）はがん細胞生存の本質的選択
圧力であり，それ故がん細胞はグルコースを
多量に必要とする．Warburg 効果はミトコンド
リア不調和 (mitochondrial uncoupling）やグル
タミン異化亢進を伴なうが，その理由は明ら
かではない．このような代謝特性はがんの浸
潤・転移を促進し治療抵抗性を惹起するとい
う概念から，この代謝経路の制御により根絶
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的ながん治療法の開発が期待されているが，
現在までに有効な方策は得られていない． 
 本研究に先行して我々は，GSK3β が誘導す
るシグナルが細胞周期，がん抑制分子経路や
細胞不死化機構を修飾して，がん細胞の生存
と増殖を維持・推進することを発見した．そ
して，GSK3β 阻害による強力ながん治療効果
を種々の消化器がん細胞と担がん動物におい
て実証し，本酵素が新しいがん治療標的であ
ることを提唱した（国際出願）．その後，がん
の浸潤能や治療抵抗性に対するGSK3βの作用
を明らかにするとともに，GSK3β 阻害医薬品
と抗がん剤の併用によるがん治療法を考案し
（特許出願），第Ⅰ/Ⅱ相臨床試験を開始した． 
 GSK3β はインスリン経路をはじめ細胞周期，
増殖・分化，細胞死や細胞運動能など多彩な細
胞機能を調節している．疾患との関連では，イ
ンスリン経路，神経細胞や造骨細胞への作用か
ら糖尿病，アルツハイマー病，骨粗しょう症な
どの創薬標的として注目され，多数の阻害剤が
開発途上である．このように GSK3β はひろく
細胞機能調節や疾患の発症と病態に関与する
一方で，糖代謝の初期段階でグリコーゲン合成
と異化（中心エネルギー代謝：解糖と酸化的リ
ン酸化 [TCA 回路]）という相反経路の起点を
調節している．我々は糖代謝における双方向的
機能に着目して，GSK3β の異常発現と活性に
より誘導されるがん促進作用の帰結が，がん細
胞における代謝・異化の病的な亢進に起因する
のではないかという着想に至った． 
 
２．研究の目的 
 
がん細胞の生命源となる糖質・エネルギー

代謝に対する GSK3β の病的作用をメタボロ
ーム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 GSK3β
の「がん促進機能」の分子基盤を代謝の視点
から明らかにする．これにより，がん細胞の
生存，増殖，浸潤などの病態と連動する中心
エネルギー代謝の特性と GSK3β による制御
の仕組みを明らかにし，GSK3β阻害による“が
ん細胞特異的代謝の正常化”に基づく新しい
がん治療法の標的代謝経路を解明する． 
 
３．研究の方法 
 
(1) がん細胞と非腫瘍性細胞の代謝動態の網

羅的比較解析 
 大腸がん細胞株 (SW480, HCT116)と非腫
瘍性細胞株 (HEK293) の基礎代謝状態をメ
タボロームの理論と技法により網羅的に比
較解析する．実際には，キャピラリー電気泳
動－質量分析計 (CE-MS) および液体クロマ
トグラフィー (LC)-MS により，中心エネル
ギー代謝（解糖系と TCA 回路）経路，ペン

トースリン酸化経路，アミノ酸生合成経路な
どの代謝産物を網羅的に定量分析する．  
 
(2) GSK3β 阻害による細胞代謝変化のメタボ

ローム解析 
 同一のがん細胞を 13C 標識ブドウ糖含有培
地を用いて同じ条件のもとに培養し，小分子
GSK3β 阻害剤あるいは対照として DMSO 
(dimethyl sulfoxide) を添加し，それぞれの細
胞におけるメタボロームを経時的に測定す
る．これにより，がん細胞における GSK3β
活性阻害が代謝動態におよぼす影響を網羅
的に検討する．GSK3β 阻害剤は，その酵素活
性阻害特異性が高いことが検証されている
AR-A014418 を使用する．同じ実験系で，
GSK3β 阻害剤の有無により細胞のグルコー
ス取込みが変化するかを計測する．  
 
(3) GSK3β 阻害による乳酸，解糖系と TCA 回

路の中間代謝産物，ミトコンドリア機能
の変動解析 

 同一のがん細胞をそれぞれ GSK3β 阻害剤
や siRNA により処理し，細胞内の乳酸量，細
胞内 pH，pyruvate dehydrogenase (PDH) の発
現や活性，TCA 回路の中間代謝産物やミトコ
ンドリア状態（膜電位，過酸化水素レベル，
チトクロームＣ含有量と放出量など）の変化
を個別に測定する．そして，GSK3β 阻害によ
り，これらの細胞性質や各代謝産物が非腫瘍
性細胞に近い状態になる（正常化する）かを
検討する．また，これらの変化にともなって，
caspase 3 などのアポトーシス関連分子の変化
が誘導されるかを検討する． 
 
(4) GSK3β 阻害によるグルタミン異化経路の

変化 
Myc により誘導されるグルタミン異化はが

ん細胞のエネルギー獲得源の１つであり，が
んの治療標的になると提唱されている．これ
までにGSK3βが c-Mycの発現を調節すること
が報告されれいることから，がん細胞の
GSK3β 阻害によりグルタミン分解経路の中間
代謝産物や glutaminase などの酵素活性の変動
を解析する． 
 
(5) 動物移植腫瘍の代謝産物の測定 
 大腸がん細胞 HCT116 をヌードマウス皮下
に移植する．腫瘍の生着を確認後，マウスに
DMSO あるいは GSK3β阻害剤 (AR-A014418 
5mg/kg) を腹腔内投与し，５週間後に安楽死
させ，移植腫瘍，全身の主要臓器と末梢血を
採取・凍結保管する．代謝産物の測定に適す
る腫瘍組織試料の量，代謝産物の抽出法など
について予備検討する．その後，検体の代謝
産物を測定し，GSK3β 阻害の有無により培養
細胞の解析から得られる結果との異同の比



 

 

較や再現性を解析する． 
 
４．研究成果 
 
(1) がん細胞と非腫瘍性細胞の代謝動態 
 13C 標識ブドウ糖を用いてヒト大腸がん細
胞と非腫瘍性 (HEK293) 細胞の代謝産物を
比較した．その結果，がん細胞では解糖系と
エネルギー産生の亢進が観察され，Warburg
効果が検証された．この結果は，連携研究
者：曽我らが報告したヒト大腸がん病巣の代
謝特性を外挿していた． 
 
(2) GSK3β 阻害によるメタボローム変化 
 GSK3β 阻害による大腸がん，膵がん細胞と
非腫瘍性細胞の代謝産物の変化を同様の手
法により網羅的に比較解析した．その結果，
GSK3β 阻害剤により，がん細胞ではグルコー
スの取込みが変化することなく，乳酸の低下
とともに，ピルビン酸脱水素酵素とミトコン
ドリアにける酸化的リン酸化（TCA 回路）の
賦活化あるいは“正常化“を示唆する中間代謝
産物の変化が検出された．一方，非腫瘍性細
胞 (HEK293) の代謝産物は GSK3β 阻害剤に
より変化しなかった．  
 
(3) GSK3β 阻害による乳酸，解糖系と TCA 回

路の中間代謝産物，ミトコンドリア機能
の変化とがん細胞の生物学的特性 

 Warburg 効果とTCA回路不調和 (mitochon- 
drial uncoupling) によるミトコンドリア膜電
位過分極はがん細胞の生存維持と，浸潤・転
移能や治療抵抗性獲得の主要因と認識され，
がん治療の標的経路であることが指摘され
ている．なかでも PDH は嫌気性解糖と TCA
回路の分岐点を制御する重要な代謝酵素で
あり，PDH kinase (PDK) により活性が制御さ
れている．がん細胞では嫌気性解糖経路が
TCA 回路より優位になっていることから，
PDH 活性が低下，あるいは PDK 活性が亢進
していることが予想される．我々の予備解析
結果より，GSK3β ががん細胞における TCA
回路の代謝回転，ひいては PDH の発現や活
性に影響していると推察された． 
 前項の中間代謝産物の一部を同じがん細胞
を対象に個別に測定し，メタボローム解析の
結果の一部を検証した．とくに，大腸がん細
胞の GSK3β 阻害により，ミトコンドリア膜電
位の回復，シトクロームＣ含有量の低下とカ
スパーゼ 3 活性化が観察され，ミトコンドリ
ア機能の賦活化が示唆された．これに伴い，
アポトーシスが誘導された．GSK3β 阻害によ
る代謝変動と関連して，がん細胞の生存，増
殖，浸潤が抑制され，細胞老化が誘導された． 
 
(4) GSK3β 阻害によるグルタミン代謝の変化 

 メタボロームデータの再解析の結果，当初
予想していたグルタミン異化経路の代謝産
物には明らかな変化はみられなかった． 
 
(5) 動物移植腫瘍の代謝産物の測定 
 大腸がん細胞の動物移植腫瘍の解析によ
り，細胞レベルで観察された PDH とミトコ
ンドリアにける酸化的リン酸化（TCA 回路）
の賦活化を示唆する中間代謝産物の変化が
検出された． 
 
 これらの結果より，GSK3β 阻害はがん細胞
特有の解糖系（Warburg 効果）を是正（正常
化）することにより，がん治療効果を示すこ
とが示唆された． 
なお，前年度の計画の遅れにより，当初予

定していたヒト大腸がん病巣のメタボロー
ム解析と，抗糖尿病薬メトフォルミン，乳酸
アシドーシス治療薬ジクロロ酢酸（DCA）と
GSK3β 阻害剤の併用効果については，研究期
間内に実施できなかった． 
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