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研究成果の概要（和文）：大腸がん細胞におけるGSK3βのがん促進作用をがん細胞の栄養獲得機構に焦点を当て
て解析し、乳酸産生・分泌とオートファジー誘導に対するGSK3βの作用を見出した。また、GSK3β阻害剤とオー
トファジー阻害剤併用による細胞増殖に対する効果とその分子機構の解析から、両阻害剤の併用により、がん細
胞の栄養獲得機構を標的とした効率的ながん治療法の開発につながることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the tumor promoting role of GSK3β by focusing on nutrient 
acquisition mechanism in cancer cells, and clarified the effect of GSK3β on lactate production and 
induction of autophagy in colon cancer. Analysis of the efficacy of combined treatment with GSK3β 
inhibitor and autophagy inhibitor for cell growth and of its mechanism suggest that nutrient 
acquisition mechanism may be as a promising therapeutic target for cancer treatment. 

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： 分子標的治療　がん代謝　GSK3β　オートファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんは解糖系優位な代謝への依存とともに、オートファジーをエネルギー源として利用している。GSK3βが解糖
系とオートファジーを一連の経路として統合的に制御しているというメカニズムが示されることによって、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の科学的基盤になることが期待される。また、がん特有の
代謝経路を広く理解することにより、がんの病態解明と新たな治療法の開発につながることはもとより、代謝異
常による細胞現象への理解や他の疾患に対する治療法開発の応用に波及する可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

GSK3β は糖代謝をはじめ、さまざまな構造分子や転写因子など機能性分子の安定性や活性を
調節する多機能セリン・スレオニンキナーゼである。申請者はこれまでに大腸がん細胞のメタボ
ローム解析をもとにして、多くの代謝産物量が変動するなかから GSK3β阻害によって乳酸量の
減少とともに、がん細胞特有の酸素多寡に依存しない解糖経路（Warburg効果）が抑制されるこ
とを見出した。この代謝シフトはミトコンドリアの酸化的リン酸化（TCA）回路の賦活化を伴っ
ていることから、GSK3βによる代謝改変ががん特有の代謝を制御している可能性が示唆された。
また、GSK3β 阻害による代謝変動を解析する過程で、がん細胞の奇異なエネルギー獲得性を支
えるオートファジーの関与が示唆された。多くの固形がんは低酸素・低栄養に加えて過剰な乳酸
産生による低 pHという劣悪な環境に置かれているが、このような腫瘍環境に関係なく恒常的に
オートファジーを活性化させて、増殖、浸潤、治療耐性などの悪性形質を獲得している。このた
めオートファジーは格好のがん治療標的として国内外で注目され、その誘導や悪性形質の賦与
に関するメカニズムが盛んに研究されている。がんは解糖系優位の代謝への依存とともに、オー
トファジーをエネルギー源として利用しているため、がん特有の代謝経路を広く理解すること
により、がんの病態解明と新たな治療法の開発につながることが期待される。 
 
２．研究の目的 

我々はこれまでの大腸がん研究により、GSK3βはがん治療標的であることを見出し、膵がん、
膠芽腫、骨肉腫などの難治・希少がんについても検証した。そして、GSK3β 阻害によるがん治
療効果がこれらのがん種に共通する生物学的メカニズムとそれぞれに固有の分子経路を介する
ことを明らかにしてきた。また、大腸がんで異常活性を示す GSK3βが代謝に及ぼす影響につい
てメタボローム解析を試みた結果、GSK3β が解糖系中間代謝産物のピルビン酸からミトコンド
リアの TCA回路に触媒するピルビン酸脱水素酵素（PDH）を特異的リン酸化により不活性化し
て、Warburg効果の一因になることのみならず、GSK3βによるオートファジー活性化を示す代謝
変動が生じることが判明した。GSK3β を標的とするがん治療法の確立とその安全性を確定する
ためには、この治療法の分子機構を明らかにすることが不可欠である。本研究では大腸がん細胞
における GSK3βのがん促進作用をがん細胞の栄養獲得機構に焦点を当てて解析する。我々が独
自に見出した治療標的の GSK3βが解糖系とオートファジーを一連の経路として統合的に制御し
ているというメカニズム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治療
法の科学的基盤形成を目的とする。 
 
３．研究の方法 

(1) 大腸がん細胞における乳酸産生・分泌とオートファジー誘導に対する GSK3βの機能解析 

 正常大腸上皮細胞（CCD 841 CoN）と大腸がん細胞（SW480, HCT116, LoVo）におけるオート
ファジー活性状態と乳酸分泌量を比較解析した。また、細胞外に分泌された乳酸によるオートフ
ァジー活性状態の変化を解析した。そして、これらの細胞で GSK3β阻害あるいは GSK3β強制発
現によるオートファジー活性の変化と関連分子の発現に対する影響を解析した。 

(2) マウス大腸がん細胞皮下移植腫瘍におけるオートファジー活性状態の解析  

先行研究で作製した大腸がん細胞（SW480）のマウス移植腫瘍の組織切片（非治療群と GSK3β
阻害剤 AR-A014418投与群）を用いて、オートファジー関連分子の発現を免疫染色で解析した。
これにより、マウス個体における GSK3β阻害による代謝変動ががん促進的オートファジーにど
のように影響するのかを検討した。 

(3) GSK3β阻害剤とオートファジー阻害剤併用による細胞増殖に対する効果と分子機構の解析 

 大腸がん細胞株 SW480と HCT116に対して、GSK3β阻害剤 AR-A014418とオートファジー阻
害剤ヒドロキシクロロキンを併用することによる細胞増殖に対する効果をイソボログラム解析
で検討した。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評価した。 
 
４．研究成果 

(1) 大腸がん細胞における乳酸産生・分泌とオートファジー誘導に対する GSK3βの機能解析 

 大腸がん細胞（SW480, HCT116, LoVo）では正常大腸上皮細胞（CCD 841 CoN）や非腫瘍性細



胞（HEK293）と比較して、乳酸分泌が亢進さ
れていたが、GSK3β阻害剤を処理することに
よって乳酸分泌が有意に減少することを見出
した（図１A）。また、大腸がん細胞の培地に
乳酸を添加することによって、オートファジ
ーの駆動分子であるLC-3B-IIの形成を促進で
きることが判明した（図１B）。これまでに
我々は、大腸がん細胞では RNA干渉や阻害剤
で GSK3βを抑制することによって、オートフ
ァジー活性を減弱できることを明らかにして
いる。実際、大腸がん細胞で GSK3βを阻害す
ると、LC-3B-II の形成が抑制され、リソソー
ム膜蛋白質 LMAP-1が蓄積した（図２A）。こ
れに対し、各細胞で恒常的活性型 GSK3βを過
剰発現させると LC-3B-II の形成が促進した
（図２B）。また、大腸がん細胞におけるオー
トファジー関連分子の発現を定量的 RT-PCR
により測定、比較した結果、大腸がん細胞で
は正常大腸細胞と比較して、ピルビン酸から
乳酸に変換するLDHAの発現およびオートフ
ァゴソームの形成に必須な Atg12 の発現が亢
進していることを見出した。これらの発現プ
ロファイルは、TCGA データベースにおけるヒト大腸がん組織の遺伝子発現パターンと結果が
一致した。以上のことから、GSK3βは LDHAの発現誘導による乳酸産生の亢進とともに、転写
因子などを介して間接的なオートファジー誘導にも関与している可能性が示唆された。 

(2) マウス大腸がん細胞皮下移植腫瘍におけるオートファジー活性状態の解析 

 マウス移植腫瘍を対象にオートファジー関連分子の発現を免疫染色で解析した結果、移植腫
瘍における LC3と Beclin1の発現が GSK3β阻害剤の投与によって減少した。また、移植腫瘍で
は、GSK3β阻害によって p62／SQSTM1 が過剰蓄積したことから、GSK3βはオートファジーを
活性化することによって腫瘍形成を促進していることが示唆された。 

(3) GSK3β阻害剤とオートファジー阻害剤併用による細胞増殖に対する効果と分子機構の解析 

 大腸がん細胞株 SW480およびHCT116に対し
て、GSK3β阻害剤とオートファジー阻害剤ヒド
ロキシクロロキンによる増殖抑制効果を検討し
た。その結果、両薬剤とも単独で細胞増殖を有意
に減弱した。両薬剤における併用効果をイソボ
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、相加的あるいは相乗的効
果を示した（図３）。また、GSK3βによって誘導
される Atg12 発現を RNA 干渉法で抑制したと
ころ、細胞増殖が有意に抑えられた。これらの結
果から、シグナル伝達経路をオートファジー阻
害剤で抑制することに加え、乳酸を介したオートファジーを GSK3β阻害剤により抑えることで、
効率的ながん治療効果を期待できることが示唆された。 
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