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研究成果の概要（和文）：　PKM2は癌にエネルギー産生をもたらす解糖酵素として働く。PKM2はヒト口腔扁平上
皮癌（OSCC）細胞の細胞質およびEMT様癌細胞の核に発現をみた。TGIF2は異形成上皮では核に発現をみたが癌で
は抑制されていた。ヒトOSCC由来HSC-4のEMT刺激でPKM2発現は細胞質から核内へ移行した。TGIF2核内蛋白発現
は抑制されたがmRNA発現は維持され翻訳後に分解されていた。ノックダウン解析よりPKM2はHSC-4の進展を促進
した。以上より、核内移行型PKM2がEMTを誘導しTGIF2の翻訳後抑制を介してOSCCの進展を促進することを示し、
PKM2の非代謝的機能としての重要性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：     PKM2 acts as a glycolytic enzyme on the energy generation in cancers. 
PKM2 expression was seen in the cytoplasm in human oral squamous cell carcinoma (OSCC) and the 
nuclei in the EMT-induced cancer cells. TGIF2 was expressed in the nuclei in dysplastic cells but 
repressed in cancer cells. When EMT was induced in HSC-4, a human derived OSCC, PKM2 expression was 
translocated from the cytoplasm into the nucleus. Intra-nuclear expression of TGIF2 was inhibited 
but the mRNA expression was maintained. It was revealed that TGIF2 protein was post-translationally 
repressed. By the knockdown analysis, PKM2 promoted the progression of HSC-4 migration and invasion.
 From these findings, we clarified a non-metabolic function of PKM2 that nuclear PKM2 promoted the 
progression of oral squamous cell carcinoma by inducing EMT and post-translationally repressing
TGIF2.

研究分野：病理学

キーワード： PKM2　EMT　TGIF2　OSCC　Warburg effect

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　解糖酵素の一つであるPKM2はWarburg効果として知られる癌進展におけるエネルギー産生をもたらす代謝機能
として働くことが知られている。本研究において、我々は、PKM2がヒト口腔扁平上皮癌（OSCC）において癌浸潤
に極めて重要な上皮間葉転換（EMT）およびTGIF2の翻訳後分解を介して癌細胞の進展を増強する非代謝的機能と
しても働くという極めて重要な役割を持つことを示した。この新たな知見により、口腔癌の進展における新たな
メカニズムの一つが明らかとなり、新しい口腔癌の治療法の開発につながる可能性が示されたことに学術的およ
び社会的意義があると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
口腔癌は世界的には年間約 30 万人が罹患し 6 番目に発生率の高い癌として注目されている。
なかでも病理組織学的には扁平上皮癌が口腔癌の 90%以上を占めている（引用文献①）。また、
口腔領域固有に発生する歯原性腫瘍の悪性例も肺などの他臓器への転移や再発例が問題となっ
ている。これらの癌は、抗癌剤、放射線療法、外科的療法、等の集学的治療にもかかわらず５年
生存率に目立った改善がみられず依然として予後は不良のままである。さらには、口腔・頭頸部
領域の悪性腫瘍は外科的治療の対象となる場合でも、顎・顔面の切除による欠損から美容整形的
修復の問題や咀嚼、嚥下など機能的問題が残り大きな問題となっている。このような観点からも
口腔・頭頸部領域の悪性腫瘍においては従来の抗癌剤、放射線療法、外科的療法に代わる、より
侵襲性の少ない新たな治療法の開発が切望されている。 
 癌の多くは病理学的に、過形成→異形成、あるいは、腺腫→上皮内癌→浸潤癌→転移性癌のよ
うにいくつかの段階を経て発生・進展すると考えられている（多段階発癌説）。口腔癌の発生病
因・誘因としては、喫煙時タバコに含まれるベンツピレン、東南アジアなど習慣的摂取によるヤ
シ科植物ビンロージ由来アルカロイドなどの発癌因子曝露、ヒトパピローマウイルス（HPV）感
染、癌・癌抑制遺伝子変異の蓄積、などの報告がある。また、近年では autophagy の亢進や、
癌の浸潤と上皮間葉転換（epithelial-mesenchymal transition; EMT）との関連、癌免疫寛容の
獲得による増殖能の維持、など癌の新たな性質や分子機序、進展機序が報告されている。 
これらの知見に加え、近年、癌の増殖、進展に関して局所での微小環境も注目されている。そ
の一つに、悪性腫瘍は局所の環境においては活発な増殖を行う一方で酸素を十分に受給し得ず
相対的に低酸素状態にあると考えられるが、悪性腫瘍細胞は嫌気性環境下でも酸素呼吸に依存
しない解糖系によるエレルギー産生を行う、いわゆる“Warburg 効果”を獲得し、活発な増殖
能を維持できると考えられている（図１左）。この効果は悪性腫瘍の代表的６つの特性である、
① 増殖シグナルの持続性、② 増殖抑制因子からの回避性、③ 浸潤・転移能の活性化、④ 複製
的不死性の獲得、⑤ 血管新生の誘導能、⑥ 細胞死への抵抗性、に加え、新たな７つ目の特性と
して再注目されている（引用文献②）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 
 
２．研究の目的 
ピルビン酸キナーゼ（PK）は、解糖系の最終ステップにおけるホスホエノールピルビン酸塩
からピルビン酸塩への脱リン酸化を促進する触媒作用を有し、ATP 産生に必要な酵素である。
PKには遺伝子のスプライシングバリアントによる発現の違いから PKM1と PKM2の二つのア
イソフォームが知られている。このうち、PKM2は悪性腫瘍細胞の細胞質では 4量体で存在し、
解糖系からの ATP産生を制御している（図１左）。近年、この PKM2の代謝性因子としての機
能に加え、悪性腫瘍細胞では PKM2が 4量体から 2量体に移行するとともに細胞質から核内へ
移行し、非代謝性因子の機能として悪性腫瘍細胞の浸潤・増殖やアポトーシス抵抗性にも関与す
ることが報告されている（図 1 右）（引用文献③）。この浸潤・増殖能の活性化機構の一つとし
て、PKM2が核内において転写因子である TGF-β-induced factor homeobox 2（TGIF2）と結合
することで、E-cadherin/CDH1プロモーター領域への HDAC3結合および Histon H3の脱アセ
チル化を惹起し、CDH1遺伝子の発現を抑制することで悪性腫瘍細胞の上皮間葉転換（EMT）
を誘導する機序が示唆されている。しかしながら、悪性腫瘍での PKM2や関連因子の機能や制
御機構についての詳細は不明のままである。そこで、本研究では口腔領域における悪性腫瘍での
PKM2の機能および関連因子間制御機構を明らかにすることを目的とする。 



 
３．研究の方法 
(1) 対象症例と臨床情報 
患者情報を用いた当該臨床研究は福岡歯科大学の倫理委員会の承認を得て行った。福岡歯科
大学で 2010～2017 年に手術を受けた、化学療法および放射線療法未治療の口腔癌症例、48症例
（男性/女性：29/19、平均年齢：62.1（年齢幅：25～87））を対象とした。病理組織学的内訳は、
異形成(DP) 6（中等度異型 3、高度異型/上皮内癌 3）、口腔扁平上皮癌 42（高分化(W) 16、中
分化(M)16、中～低分化/低分化(MP&P) 10）であり、pT1：13、pT2：18、pT3：3、pT4：8、リン
パ管/血管侵襲：有 7、無 35、リンパ節転移：有 12、無 30、遠隔転移：有 1、無 41 であった。 
 
(2) 免疫組織化学的検討 
 10%ホルマリン液固定、パラフィンブロック組織標本を 4μmに薄切し、H.E.染色および 2ステ
ップ HRP 標識高分子ポリマー法にて免疫染色を行った。蛍光免疫染色では Alexa Fluor 594（赤）
および 488（緑）標識二次抗体を使用した。免疫染色発現判定は病変領域から無作為に 3か所を
抽出し、1 か所最低 300 個の癌細胞を対象として解析した値の平均値を算定し代表値とする、
Allred の変法で行った。即ち、PKM2 の細胞質発現に対しては、抽出した 3か所で、proportion 
score (PS) [0: 0%, 1: 10%未満, 2: 30%未満, 3: 30%以上]. intensity score (IS) (0: 陰性, 
1: 弱陽性, 2: 中等度陽性, 3: 強陽性)の 2 因子の評価を行い、抽出 3 か所の TS(Total 
Score)=PS+IS の平均を各病変の代表値として判定した。TGIF2 の核内発現に対しては 3 か所の
Labeling Index (TGIF2 LI)の平均値を病変の代表値とした。 
 
(3) 細胞培養実験 
 ヒト口腔扁平上皮癌由来 HSC-4 および SAS 細胞株を使用した。MEM 標準培地中、5.0x104 
cells/mL に癌細胞を調整し、5%CO2、37℃、環境下で 48 時間通常培養後に、5.0ng/mL TGF-β1、
10ng/mL EGF、100x insulin-transferring selenium (ITS)、 および 50nmol/L hydrocortisone
を添加した FBS-free MEM 培地中で 72 時間培養し EMT 刺激誘導を行った。プロテアソーム抑制
解析では、EMT 誘導培地にさらに 10μM MG132 を添加後 3時間の培養を行い、MG132 無添加 EMT
誘導培地に移行し、EMT 誘導培養開始から 72 時間後に解析を行った。 
 
(4) Western blotting 解析 
 既報告のプロトコールに準じて Western blotting 解析を行った。即ち、HSC-4 癌細胞をホモ
ジネート後、4℃、50,000xg 遠沈条件下で上清を採取、蛋白量を 1サンプル 20μg に調整後、4-
12% Bis-Tris Plus gel 電気泳動で蛋白分離を行い、polyvinyl difluoride 膜上に転写を行っ
た後、各抗体を用いてブロット解析を行った。 
 
(5) mRNA 発現解析 
 製品業者プロトコールに従い、癌細胞における mRNA 発現解析については癌細胞から RNA を精
製後 cDNA を調整し、real time quantitative PCR (RT-qPCR)法にて行った。また、組織上の mRNA
発現解析については、in situ hybridization (ISH) system (RNAscope®)を用いて行った（n=5）。
ISH の陽性シグナルは ImageJ ソフトを用いてカウントし細胞数で標準化した。 
 
(6) RNA interference 解析 
 製品業者プロトコールに従い、siRNA を用いて癌細胞における PKM2 mRNA 発現を抑制すること
で、PKM2 の癌細胞における EMT 誘導との関連解析や、wound healing 解析（CR=(w-rw)/wx100(%)、
CR:傷閉鎖率、w:開始時傷面積、wr: 停止時傷面積）、boyden chamber assay 遊走・浸潤能解析
による癌細胞の動態解析を行い、PKM2 の癌進展に関する役割についての機能解析を行った。 
 
(7) 統計解析 
 すべてのデータは平均値±標準誤差で表現し、各群間の比較は Student's t-test および 
Mann–Whitney U test を適合して行った。多群間の比較は Kruskal-Wallis test および 
consecutive Mann–Whitney U test with a Bonferroni correction を適合して行った。
RNAscope®による ISH 陽性シグナルの群間比較では、one-way analysis of variance (ANOVA)お
よび Tukey's test を用いて解析を行った。統計学的有意性の検定評価は以下のように設定した；
*p<0.05, **p<0.01 および ***p<0.001。 
 
４．研究成果 
(1) 上皮異形成および分化度別扁平上皮癌における PKM2, TGIF2 発現解析（図 2） 
 PKM2 発現は上皮異形成では明らかではなく癌組織で顕著であり、癌細胞の細胞質に発現を認
めた。高分化型では癌胞巣の辺縁に発現がみられ、分化度が低くなるほど発現が増加した。また、
低分化の特に E-cadherin 陰性、vimentin 陽性の EMT を示唆する紡錘形癌細胞においては PKM2
の核内発現が認められた。一方、TGIF2 は上皮異形成の基底・傍基底細胞の核に発現がみられ、
癌組織では分化度が低くなるにつれ発現が低下し、PKM2 と相反する結果であった。さらに、PKM2
発現は脈管侵襲例・リンパ節転移例で、非侵襲例・非転移例より優位に高い発現を認めた。 



 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 

 
(2) HSC-4 細胞の EMT 誘導における PKM2 および TGIF2 発現解析（図 3） 
 HSC-4 に EMT 誘導を行うと、ウエスタンブロットの Densitometry 解析で PKM2 は発現が増加傾
向にあり、TGIF2 発現は有意に減少した（図 3;A））。また、EMT 誘導群では細胞は紡錘形に変化
し、蛍光免疫染色では、PKM2 発現は EMT 非誘導時の細胞質から EMT 誘導により核内に発現の局
在が移行した。一方、TGIF2 は EMT 非誘導時では核内に発現が見られたが、EMT 誘導により発現
の顕著な抑制を認めた（図 3;B）。これらの結果は SAS 細胞でも同様であり、また、組織免疫染
色の結果とも一致した。 
A)                                             B)                                                                                                   
 
 
 
 
 
 
 

図 3 
 
(3) PKM2 ノックダウンによる HSC-4 の EMT 誘導阻害ならびに TGIF2 発現動態解析（図 4） 
 PKM2 を siPKM2 でノックダウンさせると、HSC-4 細胞へ EMT 刺激を与えても、E-cadherin 発現
は維持され、Vimentin 発現は認められず、EMT 誘導が抑制された（図 4A;d）。また、TGIF2 の核
内発現も維持されており（図 4A;h、B）、HSC-4 の EMT 誘導および TGIF2 発現抑制に PKM2 が関与
していることが示された。一方、TGIF の mRNA 発現に関しては、siScrbl 導入で EMT が誘導され
た場合も、siPKM2 導入で EMT が抑制された場合でも、EMT 刺激後に増強する傾向が見られ（図
4;B）、TGIF2 蛋白発現との間に解離が見られた。また、扁平上皮癌分化度別解析においても、TGIF2
蛋白発現では低分化になるほど減少したが（図 2）、RNAscope®解析においては高分化から低分化
の分化度間で mRNA 発現に差が見られず（図 4;C）、実際の扁平上皮癌組織上の解析でも同様に蛋
白発現と mRNA 発現との間に解離が見られた。 
A)               B)      C) 

 
図 4 

 
(4) プロテアソーム阻害による PKM2 の TGIF2 蛋白発現制御解析（図 5） 
 HSC-4 の EMT 誘導時、プロテアソーム阻害薬である MG132 添加(-)
条件下では、TGIF2 の発現はこれまでの結果と同様に核内発現が低
下した。一方、MG132 添加(+)条件下では、TGIF2 は一部の細胞に核
内発現が見られるとともに、広範の細胞の細胞質に発現が顕著にみ
られた。これらの結果より、核内発現 PKM2 は TGIF2 と相互作用し
TGIF2 を細胞質へ移行させることでユビキチン-プロテアソーム系
による分解を誘起することが考えられた。 
                                                   図 5 



 
(5) PKM2 発現阻害による PKM2 の癌細胞における機能（増殖・遊走・浸潤能）解析（図 6） 
 HSC-4 における wound healing assay による PKM2 の増殖・遊走能解析では、EMT 誘導時、
siScrbl 導入細胞の閉鎖率はおよそ 60%であり、siPKM2 導入細胞における閉鎖率はおよそ 10%で
あり有意差を認めた（図 6;A）。また、boyden chamber assay による解析では、siPKM2 導入細胞
において遊走能、浸潤能ともに有意に低下した（図 6;B）。以上の結果より、核内発現 PKM2 は癌
細胞において、増殖・遊走・浸潤能を促進し、癌の進展に関与することが考えられた。 
 A) B) 
 
 
 
 
 
 

図 6 
 
以上の本研究結果より、口腔癌細胞では、二量体化した核内移行型 PKM2 は TGIF2 と相互作用
し、TGIF2 を細胞質へ移行させることでユビキチン-プロテアソーム系による分解を誘起し、こ
の過程を介して EMT を誘導することで癌細胞の増殖・遊走・浸潤能を増強することを示すことが
でき、PKM2 の口腔癌の進展を促進するという重要な非代謝性の機能を明らかにした（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                        図 7 
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