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研究成果の概要（和文）： 

腫瘍細胞における糖代謝異常と密接に関連する、解糖系酵素ピルビン酸キナーゼ M（PKM）

に関する解析を行った。臨床検体の解析から、非常に多くのがん種・症例で、PKM アイソフ

ォームの発現が、スプライシング制御の異常によって、PKM1 から PKM2 へと変換している

ことが明らかになった。また、蛍光によって、PKM のスプライシングパターンを、生細胞観察

可能なレポーター遺伝子を開発した。培養細胞を用いた実験により、このレポーター遺伝子が、

概ね正しく機能することを確認した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
A glycolytic enzyme, pyruvate kinase M (PKM), has been suggested to play important 
roles in altered metabolism in cancer cells. In this study, we analyzed splicing 
regulation of the PKM gene in tumor. Analysis using clinical specimens revealed that 
pre-mRNA splicing of PKM gene switches from M1- to M2-type in most case of various 
human cancers. In addition, we developed a reporter gene enabling us to detect PKM 
conversion in living cells. 
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１．研究開始当初の背景 

腫瘍細胞における解糖系の異常亢進は古く
からワールブルグ効果として広く知られ、そ
の性質を利用した画像診断（FDG-PET検査）
は、診療においても一般化しつつある。最近、
この代謝異常ががんの低酸素適応をもたら
している事も明らかにされた。しかし、ワー
ルブルグ効果の意義や分子機構に関しては、
不明の点が非常に多かった。ワールブルグ効
果形成の機序に関しては、最近、ある解糖系

酵素の特定アイソフォームの発現が、非常に
重要な役割を果たすことが報告されていた。 

 

２．研究の目的 

我々グループは、ワールブルグ効果と密接
に関連した、がん特異的な、「解糖系酵素ピ
ルビン酸キナーゼ M（PKM）の遺伝子発現
機構における異常（スプライシング異常）」
を見出していた。本課題では、おけるスプラ
イシング異常の臨床的意義を明らかにし、さ
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らに、異常を是正するための分子標的・低分
子化合物の同定に向け、独自の機能的スクリ
ーニング系開発に取り組んだ。これらアプロ
ーチによって、肺がんのスプライシング異常
を標的とし、ワールブルグ効果解消を狙った、
新規がん治療の基盤となるデータを収集す
ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）当該研究施設がん組織バンク所収検体
を対象に、qRT-PCR法・免疫組織染色・組織
アレイ等を用いて PKM遺伝子のスプライシン
グ解析を行うとともに、その結果と各種臨床
情報との照合・比較・相関解析を行った。ま
た、スプライシング異常が惹起される分子メ
カニズムについても検討を行った。 
（２）蛍光によって PKMのスプライシングパ
ターンを捕捉可能なレポーター遺伝子を構
築した。 
 
４．研究成果 
（１）臨床検体の解析により、グリオーマ・
肺がん・大腸がん・乳がんにおいて、PKM の
スプライシング異常が、非常に高率で起きて
いることが明らかになった（図１）。 

また、がん種によって、以下の点が明らか
になっている； 
①非小細胞肺がんにおいて、TNM 因子との相
関はみとめられないが、stage 1a期の検体で
はスプライシング異常の程度が比較的低い

こと。 
②非小細胞肺がんにおいて、腫瘍径が比較的
小さな症例においては、スプライシング異常
の程度と FDG-PETシグナル（SUVmax値を使用）
との間に相関がみとめられること。 
③小細胞肺がん、および頭頸部がんの多くの
症例では、スプライシング異常はみとめられ
ないものの、PKM の発現異常が起きているこ
と。 
④グリオーマにおけるスプライシング異常
の程度が、WHOグレードと良く相関すること。 
⑤乳がんにおいて、スプライシング異常と
VEGF（血管新生に関与する増殖因子）発現と
の間に強い相関があること。Her2異常との相
関はみとめられないこと。 
⑥グリオーマ・乳がんの PKMスプライシング
異常が、いくつかの抑制性スプライシング制
御因子の発現異常と強く相関すること。 
⑦それらスプライシング因子の発現を抑制
することで、PKM スプライシング異常を、部
分的ながら、是正することができること（図
２）。 

 
（２）GFP や RFP を利用し、PKM のスプライ
シング変化を、細胞の蛍光変化に基づいてモ
ニターできるレポーター遺伝子を開発した
（図３）。 
このレポーター系では、PKM1 型、または

PKM2型のスプライシングによって、それぞれ
GFP(A)、または RFP(B)融合型の蛍光タンパク
を生じる設計になっている。レポーターの基
本カセット作製を完了させるとともに、BAC
ベクターへの埋め込みも行った。細胞株への
一過性導入を行って、レポーターの動作確認
を行い、フローサイトメトリーやタイムラプ
ス観察により、概ね、良好な結果を得た。ま
た、上記レポーター遺伝子を染色体に安定的
に組み込んだ細胞株を、複数作製した。 
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