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研究成果の概要（和文）：Pkm1による好気代謝の亢進が、がんを促進する分子機構の解明にとりくんだ。Pkm1
が、グルコース代謝全般を活性化することが判明した。重要なことに、グルコースからペントースリン酸経路へ
のフラックスは、Pkm1細胞でも減弱していなかった。形質転換肺上皮細胞やマウス胎児繊維芽細胞の解析から、
Pkm1発現細胞では、ミトコンドリアの品質が高く保たれており、活性酸素の産生が抑制されていることが分かっ
た。ATG7ノックアウト実験により、Pkm1発現細胞の腫瘍促進に、ATG7が非常に重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we explored how Pkm1 promotes tumor growth/survival. We found
 that the mode of Pkm1's action is tumor cell-intrinsic. Pkm1-expressing cells combine active TCA 
cycle and lower ROS levels in mitochondria through mitophagy. Importantly, this metabolic rewiring 
by Pkm1 impedes neither pentose phosphate pathway nor purine synthesis. Our results unveil 
tumor-promoting function of Pkm1.

研究分野： 腫瘍学

キーワード： Pkm　グルコース代謝　オートファジー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がんではグルコース代謝が大幅に亢進し

ている。大量に取り込まれたグルコースは、
ミトコンドリアでの ATP 産生よりも、核酸
や NADPH の合成に動員されるとされる（ワ
ールブルグ効果）。しかし、そのような代謝
現象の意義については、不明の点も多い。 
 
２．研究の目的 
 独自の遺伝子改変マウスを用いた解析か
ら、最近、我々は、アンチワールブルグ型の
解糖系酵素 Pkm1 が、マウスにおいてがんを
促進することを見出だしていた。本研究では、
Pkm1 が、がんを促進する分子機構の解明
にとりくんだ。 
 
３．研究の方法 
遺伝子ターゲティングにより、Pkm のアイ

ソザイム変換を不能化したマウス（Pkm1/2 ノ
ックイン（KI）マウス）から肺上皮細胞や胎
児線維芽細胞を単離し、培養系にて形質転換
した。これら細胞を用いて、下記の解析をお
こなった。 
 
（１）形質転換したマウス胎児線維芽細胞お
よび肺上皮細胞をヌードマウスに皮下移植
し、造腫瘍能を比較した。 
 
（２）Pkm スイッチによるグルコース代謝へ
の影響をあきらかにするため、細胞をグルコ
ース安定同位体で標識し、質量分析（CE-MS
法）によって代謝物の定量などを行った。 

 
（３）Pkm スイッチによる NAD サルベージ経
路への影響をあきらかにするため、15N アミ
ド体ニコチンアミドを合成した。細胞を 15N-
ニコチンアミドで標識し、質量分析（CE-MS
法）によって代謝物の定量などを行った。 
 
（４）Pkm ノックイン細胞におけるミトコン
ドリアの性状について、各種蛍光プローブを
用いて解析した。オートファジーフラックス
については、LC3-II の定量化や、蛍光タンパ
クを用いたオートファジープローブによっ
て評価した。細胞株における Atg7 のノック
アウトは、Crispr/Cas9 によるゲノム編集に

より、おこなった。Pkm1 がオートファジーを
活性化する機序について、各種阻害剤や、経
路構成因子に対するRNAiによって解析した。 
 
 
４．研究成果 
（１）マトリゲル三次元培養によってマウス
肺上皮細胞を単離し、SV40 T 抗原とともに活
性化型 Kras、および活性化型 EGFR を遺伝子
導入して形質転換した。これら細胞をヌード
マウスに皮下移植し、細胞の造腫瘍能を比較
した。Kras および EGFR いずれの場合におい
ても、Pkm1 発現細胞の方が、Pkm2 発現細胞
よりも、高い腫瘍原生をしめした。マウス胎
児線維芽細胞を用いた場合にも、同様の結果
が得られた。 

 これらの結果から、マウス個体レベルの発
がん実験でみられたPkm1によるがん促進は、
基本的に、腫瘍細胞自律的な機序によること
が明らかになった。 
 
（２）安定同位体グルコーストレーサー
（[13C-U]-glucose）を用いた解析から、Pkm1
が、ミトコンドリアにおけるグルコース好気
代謝を促進することが明白になった。のみな
らず、Pkm1 によって、グルコース->乳酸のフ
ラックスも上昇することが分かった。このと
き、重要なことに、グルコースからペントー
スリン酸経路へのフラックスは減弱してい
なかった。すなわち、Pkm1 は、グルコース代
謝全般を活性化することが判明した。 

 



その他メタボローム解析などから、Pkm1 に
よるグルコース代謝活性化は、細胞内 ATP レ
ベルの上昇、さらに、グルタチオン合成や NAD
サルベージ経路の亢進につながることが示
唆された。 

 
 
（３）安定同位体ニコチンアミドトレーサー
を用いた解析系を開発し、この方法を用いて、
Pkm1 が、実際に NAD サルベージのフラックス
を上昇させることを実証できた。試験管内で
の酵素学的な解析から、ATP レベルと NAD サ
ルベージ経路の活性相関を得た。 

 
（４）上記の代謝形質に加え、形質転換肺上
皮細胞やマウス胎児繊維芽細胞の解析から、
Pkm1 発現細胞では、ミトコンドリアの品質が
高く保たれており、活性酸素の産生が抑制さ
れていることが分かった。 

さらに、Pkm1 発現細胞では、必須アミノ酸
を中心に、細胞内の遊離アミノ酸レベルが高
く保たれている傾向がみとめらた。これらの
結果から Pkm1 によってオートファジーが促
進されていると予測されたため、ゲノム編集
によって ATG7 をノックアウトし、検証をす
すめた。ノックアウト細胞の移植実験で、
Pkm1 発現細胞の腫瘍促進に、ATG7 が非常に
重要であることを示唆する結果が得られた。 
 Pkm1 細胞における高い NAD プールが、オー
トファジーの活性化を引き起こしている可
能性を検討した。各種阻害剤や RNAi を用い
た解析から、NAD 依存的なタンパク質脱アセ
チル化酵素 Sirtuin ファミリーが、Pkm1 誘導
性のオートファジー誘導に関わることが死
させた。 
 以上より、Pkm1 によるグルコース代謝の亢
進 が 、 NAD サ ル ベ ー ジ を 介 し て
autophagy/mitophagy を活性化し、腫瘍細胞
の代謝メリットとなっていることが示唆さ
れた。 
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