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研究成果の概要（和文）：多くのがん細胞に共通したエネルギー代謝特性である解糖系の亢進（Warburg 効果）
とオートファジーに焦点を当てて、GSK3βのがん促進作用のメカニズムを検討した。大腸がん細胞ではGSK3βの
活性化により、解糖系が亢進すること、及びオートファジー関連転写因子群の発現誘導によってオートファジー
活性を亢進していることを見出した。GSK3β阻害剤の併用はオートファジー阻害剤による細胞増殖抑制効果を顕
著に増強したことから、がん特有のエネルギー代謝を標的とした治療にGSK3βは格好の候補分子であることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the tumor-promoting mechanisms induced by GSK3β on energy 
metabolism including Warburg effect and autophagy. Aberrant GSK3β enhanced glycolysis, and led 
autophagic activation by induction of expression of autophagy-related transcription factors in colon
 cancer cells. Combined treatment with specific GSK3β inhibitor (AR-A014418) and autophagy 
inhibitor (hydroxychloroquine) synergistically suppressed proliferation of cancer cells. These 
results suggest that GSK3β is attractive candidate for cancer energy metabolism targeted therapy.

研究分野：分子腫瘍学　腫瘍生物学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんの主要エネルギー源である解糖系とオートファジーをGSK3βが統合的に制御していることが示され、GSK3β
阻害によって、がん特有の代謝を一括で標的にするという独創的な治療法開発の科学的基盤になることが期待さ
れる。また、GSK3βは多彩な細胞機能を制御し、ひろく疾患に関与している。したがって、本研究の成果はがん
の病態解明や医療応用に繋がることはもとより、近接領域の細胞現象への理解や他の疾患に関する治療への応用
に波及する可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がん細胞は酸素供給の多寡に関係なく, 解糖系を亢進する（Warburg 効果）ことでエネルギ
ーを生産している．一方, オートファジーは，低酸素・低栄養という劣悪な環境に置かれたが
ん細胞が自身の構成成分を分解し，生じたアミノ酸や脂肪酸を新たなタンパク質合成やエネル
ギー源として再利用することで短期的な飢餓状態を乗り越えるシステムとして機能している. 
こうしたエネルギー代謝は多くのがんに共通した機構として考えられ, がん特有の代謝を標的
にした治療法開発が期待されている.  
我々が独自に見出した治療標的の GSK（glycogen synthase kinase）3β が，がんの主要エネルギ
ー源である解糖系とオートファジーを統合的に制御しているという発想と仮説を示すことによ
って，がん特有の代謝を一括で標的にするという独創的な治療法に繋がることが期待される. 

 
２．研究の目的 
我々は，がん細胞で異常な発現と活性を示す GSK3 のがん促進作用を大腸がんや難治・希
少がんで発見し，その阻害による治療効果を実証してきた．そのメカニズムとして，GSK3 が
固有の分子経路により増殖や浸潤を誘導するとともに，がん特有の糖代謝（Warburg 効果）を
司っていることを見出した．がんはこうした奇異な糖代謝特性とともに自食作用（オートファ
ジー）によりエネルギーを獲得し，悪性形質を発現・維持している．本研究では，大腸がん細
胞のオートファジー経路における GSK3 の機能を系統的に解析することにより，がんの新た
な代謝病態を明らかにする．そして，GSK3 阻害によるがん治療作用をエネルギー代謝の視点
から解明する．これにより，がんの代謝病態をより広く理解し，GSK3 を指標とする大腸がん
の病態解明と治療法開発の分子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 のオートファジーに及ぼす影響の系統的な解析 
 我々が保有する GSK3 特有の大腸がんメタボロームとリン酸化プロテオームデータベース
から GSK3 が調節しうるオートファジー関連分子の同定を試みた．  

(2)大腸がん細胞におけるオートファジー可視化モデルの作成と機能解析への応用 
 ヒト大腸がん細胞を用いて，オートファジー成立要件のオートファゴソーム形成とそれに続
く細胞成分の分解活性を経時的に観察するために，遺伝子組換えによりそれぞれのプロセスに
おけるマーカー分子を可視化する細胞株を樹立して，がん細胞オートファジーにおける GSK3β
の作用を解析した．また, GSK3β阻害剤（AR-A014418）と作用機序の判明しているオートファ
ジー阻害剤（hydroxychloroquine: HCQ）を組み合わせて併用し, 遺伝子と蛋白質レベルでの変化
を定量 RT-PCRやウエスタンブロット法で比較解析することで GSK3βの作用点を探索した.  

(3)大腸がん腫瘍における GSK3βの発現，活性とオートファジーとの関連解析 
 我々の研究室で作製した大腸がん細胞のマウス皮下移植腫瘍の組織切片（対照群と GSK3β
阻害剤投与群）を用いて，GSK3β とオートファジー関連分子の発現を免疫染色で比較解析す
ることによって，オートファジーの状態と生体内での腫瘍形成への影響を評価した． 

(4)GSK3β阻害剤とオートファジー阻害剤併用によるがん抑制効果の検討 
 GSK3β阻害によるがん特異的な糖代謝の制御とともに，アミノ酸や脂肪酸代謝を調節するオ
ートファジーを阻害することにより，がんに特徴的な代謝を広く標的とする治療へ応用できる
かを実験的に検討した. 
 
４．研究成果 
(1) GSK3 の大腸がんにおけるオートファジーに及ぼす影
響の系統的な解析 
 正常細胞と比較して複数の大腸がん細胞で通常培養状態
においてもオートファジーレベルが高い状態で維持されて
いることを確認した. そして, 大腸がん細胞で GSK3 を阻
害するとオートファジー活性が減弱し, 逆に, 恒常的活性
型の GSK3を過剰発現させると亢進した. オートファジー
活性の高い大腸がん細胞のメタボロームとリン酸化プロテ
オーム解析データで GSK3 阻害によって変動するオート
ファジー関連蛋白質を探索したが, 双方の解析結果に共通
する蛋白質は同定できなかった. このことから, GSK3 は
転写因子などを介して間接的にオートファジー誘導に関与
している可能性が考えられた.  

(2)大腸がん細胞におけるオートファジー可視化モデルの
作成と機能解析への応用 
 オートファゴソームの形成とオートファジー活性を経時
的に蛍光で観察可能な大腸がん細胞株を樹立した. この細
胞で GSK3 を阻害するとオートファゴソームを形成する



ことなく, オートファジー活性が減少した. また, オートリソソームの形成阻害剤（HCQ）を処
理してオートファゴソームが蓄積した状態で GSK3 を阻害すると, オートファゴソームの形
成が抑制され, オートファジー活性が減少した（図１）.  代表的なオートファジー関連の転写
因子について発現を解析した結果, GSK3 の活性は複数の転写因子の発現に影響することが判
明した. とくに, FOXO3Aの発現や活性はGSK3の阻害で抑制され, 転写標的であるATG12の
発現も減少した.  

(3)大腸がん腫瘍における GSK3βの発現，活性とオートファジーとの関連解析 
 免疫不全マウスに GSK3β活性の高い大腸がん細胞を皮下移植した腫瘍でオートファジー関
連転写因子の発現と局在を免疫染色で検討した. その結果, DMSO投与群と比較して GSK3 阻
害投与群の腫瘍では, 活性型を示すFOXO3Aの核局在が減少し, 腫瘍抑制効果を示した. また，
GSK3β阻害剤投与群のマウスの正常組織に副作用を示唆する所見は認められなかった. 

(4)GSK3β 阻害剤とオートファジー阻害剤併用によるがん抑
制効果の検討 
 大腸がん細胞に GSK3 阻害剤とオートファジー阻害剤
（HCQ）を処理して細胞増殖抑制効果をイソボログラム解析
した結果, 両薬剤の種々の濃度の組合せによる併用は相乗的
効果を示した（図２）. とくに, オートファジー阻害剤単独で
は, 高濃度で処理した場合にのみ細胞増殖抑制効果が認めら
れたが, GSK3 阻害剤との併用の場合には, オートファジー
阻害剤が低濃度であっても顕著に細胞増殖抑制効果を発揮し
た. こうした作用は, HCQ によるオートリソソーム形成の阻
害とGSK3β阻害剤によるオートファジー関連分子の発現抑制
がオートファジーに対して二重で抑制することによる効果で
あると考えられた. これらのことから, オートファジー抑制
効果を併せ持つ GSK3阻害剤は, がん特有の代謝を標的にし
た治療に有用であることが示唆された.  
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