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研究成果の概要（和文）：解糖系は癌や炎症性疾患などで重要な役割を果たすエネルギー産生機

構であるが、その制御機構は未だ不明な点が多い。そこで本研究では、ゲノムワイド siRNA ラ

イブラリーを用いて解糖系制御に関わる遺伝子を探索し、新規に解糖系制御に関わる遺伝子を

19 個同定した。これらの遺伝子の中には、その遺伝子発現を抑制することで癌細胞の増殖を抑

えるものや、マクロファージの機能を抑制するものが見られた。これらの新規遺伝子は、解糖

系制御を介して癌、炎症性疾患などの疾患の新たな治療標的になるかもしれない。 

 
研究成果の概要（英文）：Glycolysis is a system of energy production which plays an important 
role in many diseases such as cancer and inflammatory diseases. However, how glycolysis 
is regulated remains unclear. To address this, we explored novel genes that regulate 
glycolysis using a genome-wide siRNA library, and identified novel 19 genes. Some of these 
genes regulate cancer cell growth or macrophage function. Therefore, these genes we 
identified in this study might be therapeutic targets for cancer or inflammatory diseases.  
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１．研究開始当初の背景 
解糖系は癌、免疫疾患、糖尿病など多くの疾
患で重要な役割を果たすエネルギー産生機
構であるが、その制御機構は未だ不明な点が
多い。申請者はマクロファージ、癌細胞の研
究から細胞浸潤に関わる膜型の細胞外基質
分解酵素である MT1-MMP が酵素活性非依存的
に解糖系を制御するという既存の報告から

は予測され得ない発見をしたことから、真に
解糖系制御を理解するにはバイアスのない
遺伝子機能解析が重要だと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究ではゲノムワイドの siRNA ライブラリ
ーを用いて新規解糖系制御遺伝子を網羅的
に同定し、解糖系制御の新たなパラダイムの
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創生と解糖系関連疾患への応用を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) siRNA ライブラリー導入細胞株の低酸素
下、解糖系阻害剤存在下での培養とアレイ解
析 

肺癌細胞株 PC-8 にゲノムワイドの siRNA
ライブラリーGeneNet™ Human 50K siRNA 
Library (B-bridge) を導入し、通常酸素下
での解糖系を制御する遺伝子を解糖系阻害
剤 2-deoxyglucose 存在下での培養群との比
較することで、また低酸素下での解糖系の影
響を 1% O2下での培養細胞群との比較するこ
とで、酸素依存的、非依存的解糖系制御因子
の探索を行った。 

アレイ解析により選出された解糖系制御
候補遺伝子に対して、再度 shRNA を導入して
ノックダウン細胞を作製し増殖アッセイを
行い、アレイ解析と同様の結果が出る遺伝子
を同定した。次に、増殖に影響が出た遺伝子
について、解糖系制御に関わるかどうかを解
糖系の最終代謝産物である乳酸の産生量を
測定することで解析した。 

 

(2) 解糖系機能解析 

ノックダウン細胞で乳酸産生に異常がみ
られた新規解糖系制御遺伝子を中心に、グル
コース取り込み量、解糖系遺伝子の発現、解
糖系酵素や PDH など各酵素活性を解析し、解
糖系のどのステップに影響を与えるかを解
析した。 

 

(3) 分子間相互作用のネットワーク解析 

解糖系の同じステップに影響を与える新
規解糖系制御遺伝子ごとにグループ分けを
し、データベースを利用したパスウェイ解析
を行うことで、新規解糖系制御遺伝子どうし
の関連性を整理し、共通する相互作用分子を
中心に解糖系制御メカニズムを明らかにし
た。 

 
(4) 腫瘍増殖に対する新規解糖系制御遺伝
子の機能解析 

癌細胞は解糖系に依存して増殖するが、癌

の種類により特定の遺伝子の腫瘍増殖に対す

る影響度が異なることが考えられる。そこで

PC8 以外にも肺癌、胃癌、乳癌など各種癌細

胞株での新規解糖系制御遺伝子の機能を確認

し、どの種類の癌で一番影響が見られるかを

確認した。続いて、通常培養よりさらに解糖

系に依存した腫瘍増殖が確認され in vivo で

の腫瘍増殖をよく反映する軟寒天培養を行い、

in vivo への解析へ進める新規解糖系制御遺

伝子を選抜した。In vitro での実験で選抜し

た新規解糖系制御遺伝子をノックダウンした

癌細胞、野生型および変異体を発現した細胞、

ドキシサイクリンによる誘導性発現またはノ

ックダウン細胞を作製し、ヌードマウス皮下

や同所性に移植し腫瘍の増殖を解析した。 

 

(5) マクロファージの機能および関連炎症性

疾患に対する新規解糖系制御遺伝子の機能解

析 

新規解糖系制御遺伝子が癌以外の疾患にど

のように影響するかを解析するため、解糖系

を利用し炎症性疾患に重要な役割を果たして

いるマクロファージとその関連疾患を研究の

対象とした。新規解糖系制御遺伝子のマクロ

ファージでの発現を shRNA 発現レンチウィル

スベクターを用いて抑制し、その解糖系への

影響、運動能、サイトカイン産生能や貪食能

といった細胞機能への影響を解析した。 
 
４．研究成果 

2010年度に実施したスクリーニング、およ

び検証実験の結果、酸素依存性の細胞性増殖

に関わる遺伝子13個、解糖系阻害剤2DG存在下

での細胞増殖に関わる遺伝子7個を同定した。

この中で酸素依存性細胞増殖に関わる遺伝子

1個は酸素依存性増殖に関して既知のもので

あったが、残りの19遺伝子については新規の

遺伝子であった。またこれら19遺伝子間のパ

スウェイ解析、gene ontology 解析を行った

結果、RNA代謝に関わる遺伝子が6個見出され

た他は、特定の機能やパスウェイに偏ること

はなく、さまざまな細胞機能と解糖系が関わ

ることが示唆された。この成果の一部は論文

報告を行っている（Yoshino et al., PLoS ONE, 

2012）。 

2011年度では、これらの遺伝子についてが

ん細胞とマクロファージにおける役割につい

て解析を行った。その結果、分子Ａはがん細

胞において足場非依存状態でのエネルギー代

謝に重要な役割を果たしていることが明らか

となり、分子Ａをノックダウンすることでin 

vivoでのがん細胞の増殖を制御することが明

らかとなった（論文投稿中）。また分子Ｂは

、エネルギー飢餓環境でのがん細胞の増殖・

生存を制御していることが明らかとなり、こ

の分子を抑制することで造腫瘍能が著しく低

下することが明らかとなった（投稿準備中）

。一方マクロファージにおいては、分子Ｃが

解糖系を介したエネルギー産生と運動能、サ

イトカイン産生能などの細胞機能に重要な役

割を果たしていることが明らかとなった。 
本研究では全研究期間を通じて、ゲノムワ

イド siRNAライブラリーを用いることで新た
な解糖系制御分子の網羅的同定に成功し、新



 

 

たな解糖系制御のメカニズムが明らかとな
った。またこれら新規解糖系制御分子ががん
細胞やマクロファージで重要な役割を果た
していることが明らかとなった。今後これら
の知見を基にさらなる研究を展開すること
によって、解糖系制御機構を利用した疾患治
療への応用が期待される 

今後は同定した遺伝子の生理的な役割に
ついて、ノックアウトマウスを作製するなど
して個体レベルでの解析を進める予定であ

る。また、同定した遺伝子が治療標的になる
かについて疾患モデルを用いた解析を進め
る。 
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