
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８１３０３

挑戦的萌芽研究

2013～2012

大腸発がんにおいて、低酸素・低栄養環境とゲノム不安定性とが作る負のスパイラル

Possible interdependence between Warburg effect and genomic instability during color
ectal cancer development

９０１９６３４５研究者番号：

椎葉　健一（SHIIBA, KENITI）

地方独立行政法人宮城県立病院機構宮城県立がんセンター（研究所）・がん薬物療法研究部・特任研究員

研究期間：

２４６５９６２１

平成 年 月 日現在２６   ６ １６

円     2,800,000 、（間接経費） 円       840,000

研究成果の概要（和文）：　ＰＫＭスイッチを不能化し、ワールブルグ効果成立を阻害したマウス（ノックインマウス
）を樹立した。これらノックインマウス腸において、実際にPKMスイッチを人為的に操作することに成功したことを確
認した。上記ノックインマウスを、活性化型Krasを誘導発現できるマウスと交配し、PKM/Krasダブルノックインマウス
を樹立した。
　Ppp6cコンディショナルノックアウトマウスを樹立した。タモキシフェン投与によってPpp6c欠損を誘導できることを
確認したのち、前述のノックインマウスとの交配を開始した。

研究成果の概要（英文）： Novel mouse models to dissect isofom-specific functions of pyruvate kinase M (PKM
) were established. Successful manipulations of PKM-switch in vivo were confirmed in colon and other organ
s/tissues of these mice. The mice were crossed to KrasG12D-LSL strain which conditionally express active m
utant of Kras, and Pkm:Kras double Knock-in mice were established.
 We also developed a novel mice strain on which Ppp6c gene is conditionally inactivated by treatment with 
4-hydroxy tamoxifen. We began to cross the Ppp6c-mutant mice with aforementioned knock-in mice. 
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１．研究開始当初の背景 
本来、TCA 回路・電子伝達系優位であるは

ずの ATP 産生が、がんでは、好気的条件下

においても、解糖系優位へと異常に偏向して

いる。この異常はワールブルグ効果と呼ばれ、

FDG-PET 普及に見るように、現象として広

く認知されている。数年前、米国グループに

よる細胞株を用いた実験で、ワールブルグ効

果によって腫瘍細胞が低酸素に適応する事

が明らかになり、その意義の一端が、初めて

実証された。しかし、腫瘍細胞におけるこの

代謝異常の本質は、「“好気的条件下でも”

解糖系を主とする代謝スタイルを止めない」

という点にある。申請者らの実験成績でも、

好気的代謝から嫌気的代謝へのスイッチは、

大腸多段階発がんプロセスの比較的早期に

起こる事が示唆されており、細胞がん化への

積極的関与を伺わせる。他グループからも、

ワールブルグ効果と発がんとの関係を示唆

する報告が続いている。いずれにしても、が

んにおける解糖系亢進は、“低酸素環境への

単なる受動的応答ではない”と広く考えられ

るようになってきた。一方で、細胞の栄養状

態と、ゲノム不安定性との関連性が明らかに

なってきた。「低栄養環境」から「ゲノム不

安定性・発がん性遺伝子変異」へ至る経路や、

そのメカニズムが、解明されつつある。しか

し、ワールブルグ効果とヌクレオチド代

謝・ゲノム不安定性との関係を体系的に解

析した研究は無い。 
 
２．研究の目的 
大腸上皮の多段階発がんにおける、「低酸

素・低栄養といった特有の微小環境における

代謝特性」と、「ゲノム不安定性」との間の

相互作用について検討することを目的に、研

究をすすめた。 

 
３．研究の方法 
（１）ワールブルグ効果不可能なマウスモデ

ルとしては、解糖系最終反応を触媒し、がん

の代謝で鍵を握ると目される酵素、ピルビン

酸キナーゼ M（PKM）の遺伝子改変モデルを採

用した。マウス ES 細胞での遺伝子ターゲテ

ィングにより、PKM のアイソフォーム変換を

不能化するような遺伝子変異を導入した。そ

れら変異 ES 細胞から、定法によりマウスを

作製した。 

（２）ゲノム不安定性制御の異常マウスとし

ては、DNA 修復への関与が報告されているタ

ンパク質脱リン酸化酵素、PP6 の欠損マウス

を採用した。マウス ES 細胞での遺伝子ター

ゲティングを行い、それら変異ES細胞から、

定法によりマウスを作製した。 

 
４．研究成果 

（１）がんに特徴的な代謝異常である“ワー

ルブルグ効果”との関連が深い、解糖系の律

速酵素の一つ、ピルビン酸キナーゼM（PKM）

のアイソザイム変換を不可能とした遺伝子改

変マウス（PKM1ノックイン、および、PKM2ノ

ックインマウス）を樹立した。PKM1ノックイ

ンマウスについては、BL6系統への戻し交配を

スピードコンジェニック法にて行い、５世代

の戻し交配によって、通常の解析にはほぼ問

題ない程度までコンジェニック化が進んだ。

ヘテロPKM1-KI、およびPKM2-KIマウス同士の

交配により、ホモPKM1-、およびPKM2-KIマウ

スを得た。当初予想に反し、いずれのヘテロ

およびホモKIマウスも、ほぼ正常に出生し、

発育し、雌雄ともに繁殖可能であった。変異

マウスから組織を採取し、ウエスタンブロッ

ト法や免疫組織染色法にて、マウス個体レベ

ルでのPKMスイッチの不能化を確認した。 

 そこでさらに、Creリコンビナーゼの作用に

よって発がん性変異型Kras（KrasG12D）を誘導

発現可能なノックインマウス（KrasG12D -LSL

マウス）との交配を行い、PKM・Krasダブルノ

ックインマウスを樹立した。 

（２）DNA修復機構に関与する６型プロテイン

ホスファターゼ（PPP6C）遺伝子を誘導欠損す

る遺伝子改変を導入したマウスを作製した（

Ppp6c-cKOマウス）。作製したPpp6c-cKOマウス



を、タモキシフェエン投与によって活性化誘

導されるCreリコンビナーゼを発現するトラ

ンスジェニックマウスと交配し、PP6欠損を細

胞特異的に、かつタモキシフェン誘導的に

Ppp6c欠損を誘導できるマウスを樹立した。 

（３）上記の PKM-KI マウスと、細胞特異的

PP6 誘導欠損マウスを交配し、多重変異マウ

スの作製を開始した。 
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