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研究成果の概要（和文）： 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、ヒトグリオーマにおい
て、極めて高率におきていることを明らかにした。このスプライシング異常により、PKMの発現アイソフォームが、正
常型からがん型へと変換していることが判明した。異常の程度は、いくつかのスプライシング制御因子の発現量と良く
相関していた。細胞株の実験にて、これらスプライシング制御因子をノックダウンすることで、PKMの発現アイソフォ
ームを、正常型へと部分的に回復させることができた。上記因子に加え、新たなスプライシング因子および低分子化合
物を探索するため、スプライシング異常を蛍光可視化できるシステムを開発した。

研究成果の概要（英文）： Pre-mRNA splicing of gene encoding pyruvate kinase M (PKM), a glycolytic enzyme, 
was dys-regulated, so that expression of PKM isoforms switches from normal- to tumor-type in human glioma.
 This aberrant splicing was associated with increased levels of a splicing modulator. Experiments using ce
ll-lines showed that suppression of the splicing regulator results in partial restoration of expression of
 a normal-type PKM isoform. Additionally, we developed mice that transduced with a reporter gene enabling 
us to live-image PKM splicing regulation. 
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１．研究開始当初の背景 
最近の研究から、PKM のスプライシング異

常が、腫瘍細胞におけるワールブルグ効果形

成に重要であることが、いくつかのがんで報

告されていた。 

 
２．研究の目的 
本課題では、がん特有の糖代謝様式（解

糖系の異常亢進：ワールブルグ効果）と密

接に関連する“解糖系酵素の変換”及びそ

の原因（スプライシング異常）を、グリオ

ーマの新規診断・治療標的として開発する。

具体的には、①異常の臨床的意義検討、②

これを指標とする診断法開発、③異常の是

正・解消に向けた分子標的同定、を行う。

～1930 年の報告以来、ワールブルグ効果は

現象として広く認知されている。この代謝

異常をがん検出の理論根拠とする画像診断

FDG-PET の結果からも、ほぼ全ての悪性

脳腫瘍でこの異常が起きていると見られる。

最近、ワールブルグ効果が腫瘍に低酸素適

応をもたらす事が明らかになり、その意義

も初めて実証された。この古典的知見を再

訪し、最新の分子標的医療へと結実させる

べく、その基礎となるデータを収集するの

が本研究の狙いである。 

 

３．研究の方法 

(1)ピルビン酸キナーゼ M（PKM）のスプライ

シング異常について 

手術検体から total RNA を精製し、逆転写

して cDNA を合成した。PKM1 および PKM2 cDNA

に特異的な定量 PCR（TaqMan プローブ法）を

デザインし、cDNA を鋳型としたリアルタイム

PCR 法にて、PKM1 および PKM2 mRNA 発現量を

分別定量した。 

(2)スプライシング異常に関わるスプライシ

ング制御因子の異常について 

①スプライシング制御因子の発現を、（１）

同様に qRT-PCR 法にて調べた。 

②グリオーマにおけるPKM遺伝子座のエピジ

ェネティック制御は、クロマチン免疫沈降

-qPCR 法にて調べた。グリオーマ細胞株、お

よび正常培養アストロサイトをホルマリン

にて固定した。細胞を破砕後、超音波処理に

てクロマチンを断片化し、抗修飾ヒストン抗

体による免疫沈降を行った。免疫沈降物から

共沈した DNA を精製し、この精製 DNA に、PKM

遺伝子の断片量を、qPCR 法（サイバーグリー

ン法）にて定量した。同様に、免疫沈降に供

する前の細胞抽出物中の遺伝子断片量も定

量し、免疫沈降による濃縮率を、各抗体毎に

算出した。 

（３）いくつかのヒトグリオーマ細胞株にお

いて、スプライシング因子およびヒストン修

飾因子を siRNA によってノックダウンした。

ノックダウンの影響を、PKM のスプライシン

グ解析、あるいはエピジェネティック解析に

よって検討した。 

（４）PKM のスプライシングをライブイメー

ジできるレポーター遺伝子の開発 

ヒト PKM 遺伝子の一部をクローニングし、必

要な点変異を導入した後、EGFP、DsRed cDNA

と融合した。Plasmid 上で構築したこの融合

レポーター遺伝子を、BAC ベクターへと組み

込み、マウス受精卵へとマイクロインジェク

ションして、トランスジェニックマウスを作

製した。 

 

４．研究成果 



(1)  

 解析したほとんどの症例において、顕著な

PKM スプライシング異常がみとめられた。異

常の程度は、WHO グレードと相関していた。 

(2) 上記スプライシング異常と相関する、

PTB、hnRNPA1、hnRNPA2 といった、いくつか

のスプライシング制御RNA結合タンパクの過

剰発現がみとめられた。また、スプライシン

グ異常の程度と相関して、ヒストン H3 のリ

ジン９残基、およびリジン４残基のメチル化

レベル低下をみとめた。 

（３）PTB、hnRNP A1、hnRNP A2 をトリプル

ノックダウンすると、部分的なスプライシン

グ異常の改善がみとめられた。ヒストンメチ

ル化異常の原因として、KDM3A、KDM4C、KDM5B

が関与している可能性を検討したが、因果関

係はみとめられなかった。 

(4) PKM スイッチ可視化のためのレポーター

遺伝子を染色体に組込んだマウス（BAC-トラ

ンスジェニックマウス・F0世代）３個体につ

いて、BL6 系統への戻し交配を行い、ライン

化した。 
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