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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と大腸がん病態の関連をがんの代謝特性や
micro(mi)-RNAなどに着目して解析した。GSK3βは70%の大腸がん症例の腫瘍で発現亢進し、let-7 miRNAの発現
と逆相関したが、K-rasやSrcの活性とは相関しなかった。大腸がん細胞と腫瘍組織の代謝における機能解析か
ら、GSK3βはがん促進的な代謝を誘導することを見いだした。GSK3β標的療法のがん治療への応用のため、阻害
剤シード化合物の効果の予備検討を行った。

研究成果の概要（英文）：We explored the biological role of glycogen synthase kinase (GSK)3β in 
colorectal cancer (CRC) progression by focusing on the distinct metabolic profile and micro(mi)-RNA.
 Expression of GSK3β was increased in 70% of clinical CRC tumors, which was associated inversely 
with expression of tumor suppressive let-7 miRNA but not with activation of K-ras or Src 
oncoprotein. Metabolic analysis of GSK3β in CRC cells and tumors found that GSK3β was responsible 
for tumor-promoting aberrant metabolism. For translation of GSK3β-targeted therapy to cancer 
treatment, we also conducted preliminary studies on cancer therapeutic effects of GSK3β-inhibiting 
seed compounds.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

グリコーゲン合成酵素キナーゼ（GSK）3 はリ
ン酸化基質の多様性から糖代謝をはじめ広範な
細胞生命現象を調節し、ひろく疾患の発症や病
態に機能している 1)。とくに糖尿病やアルツハイ
マー病の創薬標的として注目されている GSK3

が、“Wnt 経路を抑制する”という従来の認識とは
異なり「がん促進的に作用する治療標的である」
ことを我々は発見した 2)。そして、GSK3 阻害に
よるがん治療効果を細胞レベルと担がん動物で
実証し、GSK3 阻害作用を示す既存医薬品の
転用と抗がん剤を併用するがん治療法を考案し、
医師主導型臨床研究により安全性と効果を検証
してきた（UMIN000005095, 000005111）3)。 

GSK3阻害によるがん治療法の開発と応用に
は、これまでに我々が明らかにしてきた GSK3

のがん促進作用の生物学的基盤（図１：点線は
本研究の仮説）4)を深化させることが重要である。 

 

２．研究の目的 

本研究は、GSK3 と大腸がんの悪性形質に
関する分子病態をがんの代謝特性や micro-

RNA（miR）などの視点から明らかにする。それ
に基づいて、臨床応用を視野に入れたシード化
合物とアンチセンスオリゴ核酸のがん治療効果を
検討するとともに、新規 GSK3 阻害剤の同定の
ため化合物スクリーニング法を考案する。これに
より、GSK3を標的とする大腸がんの病態解明と
治療法開発の基盤形成を目的とする。 

 
３．研究の方法 

(1) 大腸がんにおける GSK3 発現と K-ras変異、
GSK3 制御性 miR 発現と臨床病理学的所
見との比較解析 

分子レベルの研究で、変異型 K-ras がMAPK

を介して GSK3 の転写を促進することと、特定
のmiR（miR-29b, miR-101, miR-199a；GSK3制
御性 miR）が GSK3 の発現を抑制することが報
告されている 5, 6)。一方、GSK3 活性亢進のメカ
ニズムに関して、チロシンキナーゼ Src が第 216

チロシンをリン酸化して GSK3 を活性化するこ
とが報告された 7)。複数の大腸がん細胞株と大腸
がん組織検体を対象に、GSK3 の発現を K-ras

変異、Src の活性化型リン酸化と GSK3 制御性
miR の発現と比較解析した。また、これらの分子
発現と大腸がん症例の臨床病理学的所見を対
比した。 

 

(2) 大腸がんにおける GSK3 と let-7 miRs発現
の比較解析 

let-7 は個体発生や細胞分化の制御に重要な
役割を果たす複数種類の miR ファミリーである。
がんでは Rasや high-mobility group A（HMGA） 
2 などのオンコプロテインの発現を制御してがん
抑制的に作用する。近年、GSK3 が let-7 の発
現を制御することが報告された 8)。そこで、大腸
がん細胞と大腸がん組織検体を対象に、GSK3

と let-7 ファミリーmiR（let-7c, let-7d, miR-98）の発
現レベルを比較し、臨床病理学的所見との関連
を調べた。 

 

(3) がんの糖代謝における GSK3 の機能解析 

正常細胞と大腸がん細胞（SW480, HCT116）
を対象に、GSK3 阻害による解糖経路と酸化的
リン酸化（TCA）回路における個々の中間代謝産
物量の変化を、それぞれの解析キットを用いて比
較測定した。 

免疫不全マウスに大腸がん細胞（SW480, 

HCT116）を皮下移植した。これらのマウスを対照
（DMSO投与）群とGSK3阻害剤（AR-A014418）
治療群に分け、それぞれ肝（正常組織）と移植腫
瘍における個々の中間代謝産物量を上記の細
胞解析と同様に計測した。 

 

(4) 新規 GSK3 阻害剤のがん治療効果の解析 

現在、米国で白血病と固形がん治療の臨床試
験で使用されているイーライリリー社の新規
GSK3 阻害剤 LY2090314 9, 10)のがん細胞に対
する効果をMTT アッセイにより解析した。 
 

(5) リン酸化グリコーゲン合成酵素（glycogen 

synthase: GS）ペプチド特異抗体の作成 

GSK3 の基質 GS の第 641 セリンリン酸化
（pGSS641）ペプチドを合成し、ウサギに免疫した。
得られた抗血清から、リン酸化ペプチドあるいは
非リン酸化ペプチドを結合させた抗原カラムを用
いて GSS641 リン酸化ペプチド特異抗体を精製し
た。抗体の特異性はと力価は ELISA 法により検
定した。 

 

４．研究成果 

(1) 大腸がんにおける GSK3 発現亢進のメカニ
ズムと、臨床病理学的所見との関連 

複数の大腸がん細胞株と大腸がん 58 例を対
象にGSK3発現を解析した結果、多くの細胞株
で発現が亢進し、70%の症例で正常粘膜よりが
ん組織で高い発現を認めた。58例の大腸がん症
例うち、miR-29b，miR-101，miR-199a の発現が
非がん部粘膜に比べてがん組織で低下していた
症例はそれぞれ 33 例 (57%)、48 例 (83%)、44

例  (76%)であった。それぞれの miR 発現と
GSK3β 発現を waterfall plot で比較すると、
GSK3β 蛋白質と GSK3β 制御性 miR の発現は
いずれも逆相関を示した(図 2A-C)。GSK3β発現
の waterfall plot に 3 種類の miR の発現を重ね

図 1 



比較して、逆相関の傾向であった (図 2D)．
GSK3発現と、K-ras コドン 12, 13 の変異や Src

リン酸化とは相関しなかった。また、腫瘍におけ
る GSK3発現と臨床病理学的所見やがんの病
期には明らかな相関は認められなかった。 

図２．大腸がんにおけるGSK3β蛋白質とGSK3β
制御性 miR (miR-29b, -101, -199a)の発現の比
較解析。GSK3蛋白質発現の waterfall plot に
おいて、同一症例にそれぞれmiR-29b, miR-101, 
miR-199aの発現量を重ねて表示した (A-C)。縦
軸左は非がん部粘膜に対するがん組織での
GSK3β 蛋白質の相対的発現を、縦軸右は同様
にがん組織でのそれぞれの miR 相対的発現量
を示す。横軸は大腸がん患者 58 例を示す。(D) 
GSK3β蛋白質発現の waterfall plot の同一症例
に 3 種類の miR の発現変化をすべて重ねて表
示した。 
これらの結果より、GSK3制御性 miR 発現抑

制が大腸がんにおける GSK3発現亢進の一因
と考えられた。 

 

(2) 大腸がんにおける GSK3 と let-7 miRs発現 

大腸がん 52 症例中、let-7 family 発現が非が
ん部粘膜に比べてがん組織で低下していた症例
は let-7c が44例（85%）、let-7d が37例（71%）、
miR-98が 35例（67%）であった。waterfall plotで
比較すると、GSK3β蛋白質と let-7 family miRの
発現はいずれも逆相関を示した（図 3A-C）。 

図３．大腸がんにおける GSK3β 蛋白質と let-7 
miR familyの発現の比較解析。GSK3β蛋白質発
現のwaterfall plot において、同一症例にそれぞ
れ let-7c, let-7d, miR-98の発現量を重ねて表示
した（A-C）。縦軸左は非がん部粘膜に対するが
ん組織での GSK3β 蛋白質の相対的発現を、縦

軸右は同様にがん組織での各 miR の相対的発
現量を示す。横軸は大腸がん患者52例を示す。
(D) GSK3β蛋白質発現の waterfall plot の同一
症例に 3 種類の miR の発現量を重ねて示した。 

GSK3β発現の waterfall plot に let-7 family miR

の発現量を重ね比較すると、両者は逆相関を示
した（図 3D）。統計学的には、GSK3β 蛋白質の
高発現を示す症例では let-7c（p=0.0056）と miR-

98（p=0.0051）が低発現のとき有意に高頻度であ
った。 

 本解析結果より、腫瘍におけるがん抑制性 let-

7 family miRの発現低下が GSK3 のがん促進
作用メカニズムの１つであると考えられる。 

 

(3) がん特有の糖代謝における GSK3 の機能 

正常細胞に比べて大腸がん細胞の中間代謝
産物量は解糖系優位で、ワールブルグ効果に相
当する結果であった。 

がん特有のエネルギー代謝は酸素の多寡に
よらない解糖亢進（ワールブルグ効果）であり、乳
酸蓄積、ミトコンドリア不調和とグルタミン異化を
伴う．そして，ミトコンドリア膜過分極、過酸化水
素（H2O2）産生やチトクローム C 放出の低下によ
り、がん細胞は抗がん剤や放射線に抵抗する 11)。
GSK3 は本来、グリコーゲン合成酵素の制御に
よりグリコーゲン合成と糖の異化という相反経路
の起点で作用する 1)。 

 

(4) 新規 GSK3 阻害剤のがん治療効果 

米国リリー社で開発され、白血病や固形がん
の治療で臨床試験されている LY2090314 は複
数の消化器がん細胞に対して細胞生存や増殖
の抑制効果を示した。その効果は用量と時間依
存性であり、IC50 が 10 μM 前後であった。有望
ながん治療薬の候補になると考え、作用メカニズ
ムや正常細胞への影響などの解析を進める予定
である。 
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