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研究成果の概要（和文）：臨床サンプルを用いた解析から、解糖系酵素ピルビン酸キナーゼ

M（PKM）のスプライシング異常が、大腸発がんの早い段階で起こることが示唆された。極

めて早期の前がん病変と考えられている ACF（aberrant crypt foci）を用いた検討でも、

スプライシング異常を示唆する結果が得られた。異常への関与が疑われる、いくつかのスプ
ライシング因子の発現異常を見出した。これらスプライシング因子は、大腸がんでその発現が

有意に上昇しており、細胞株においてノックダウンを行うと、スプライシング異常を部分的に

是正することが出来た。 

 
研究成果の概要（英文）：Analysis using clinical speicmens revealed an aberrant pre-mRNA 

splicing of pyruvate kinase M (PKM) in early phase during colon carcinogenesis. Such 

splicing dys-regulation was also observed in aberrant crypt foci of animal models. In 

addition, we found up-regulation of genes encoding several splicing factors, probably 

eliciting aberrant PKM splicing in colorectal tumor. Knock-down of these splicing factors 

partially restored PKM splicing-regulation of cell-lines. 
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１．研究開始当初の背景 

がんにおける解糖系の構成的異常亢進は、

古くより「ワールブルグ効果」として広く

認識されている。最近普及しつつある

FDG-PET 検査は、この代謝異常をがん検出

の理論根拠としており、ほぼ全ての大腸が

んでこの異常が起きているという。また最

近、ワールブルグ効果が、「低酸素・低グル

コース」という特有の微小環境への適応を

がん細胞にもたらす事も明らかになってき
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た（図１）。 

 

 

２．研究の目的 

ワールブルグ効果と密接に関連する解糖

系酵素ピルビン酸キナーゼ M（PKM）の異常

な酵素型変換（M1 型から M2 型へ）、特にそ

の原因（スプライシング異常）を採り上げ

て研究を行った。大腸癌のスプライシング

異常の臨床的意義についての検討、これを

指標とする新規診断法開発の基礎となるデ

ータの収集が本課題の目的である。 

 

３．研究の方法 

 がん組織バンクにて収集された検体を中

心に、PKM のスプライシング解析を行った。

スプライシング解析、および遺伝子発現に関

する解析は、mRNA に関しては TaqMan probe

を組み合わせた qRT-PCR 法で、タンパクに関

しては特異抗体を用いたウエスタンブロッ

ト法や免疫組織染色にて行った。 

 スプライシング可視化に関しては、蛍光タ

ンパク由来のシグナルを指標とするレポー

ター遺伝子を埋め込んだ BAC コンストラクト

を作製し、安定形質発現細胞を樹立した。 

 

４．研究成果 

（１）臨床サンプルを用いた解析を行い、

約 100 症例程度のスプライシング解析

（qRT-PCR 法および免疫組織染色法によ

る；それぞれ図２および図３）を、ほぼ完

了した。ＰＫＭのスプライシング異常が、

大腸がんの極めて多くの症例で見られる異

常であることが明らかになった。この異常

は、基本的には、初期がんや腺腫において

も十分にみとめられた。 

臨床サンプルのみならず、ラット化学発

がんモデルを用い、ACF（aberrant crypt 

foci：大腸発がんにおける極めて早期の前が

ん病変と考えられている）での検討も行っ

た。抗体の交差性の問題からM1型の発現量

は推定できなかったものの、M2型の著しい

上昇がみとめられた。 

これらの結果から、ＰＫＭのスプライシ

ング異常は、大腸発がんの比較的早い段階

で起こる、極めて普遍的なイベントである

ことが示唆された。 

 

 

 

 

（２）独自に開発したモノクローナル抗体

を用い、ELISA法等によって、スプライシ

ング異常の「腫瘍マーカーとしての可能性

」評価を行ったが、有用性の立証には至ら

ず、さらなるシステム改良の必要性（特に

、感度の点において）が判明した。一方、

特異度に関しては、比較的良好な成績が得

られた。 

（３）大腸がんにおけるスプライシング異常



 

 

への関与が疑われる、いくつかのスプライシ

ング因子の異常を見出した。これらスプライ

シング因子は、大腸がんでその発現が有意に

上昇していた。また、細胞株においてこれら

スプライシング因子のノックダウン実験を

行ったところ、スプライシング異常を部分的

に是正することが出来た。 

独自に開発したレポーターシステムを染

色体に安定的に組み込んだ「スプライシング

可視化細胞株」を試作した。 
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