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研究成果の概要（和文）：癌化に伴う糖輸送の増加は早期診断法としてＰＥＴ（陽電子放射線断層診断）にも応用され
ているが、分子標的治療薬は未開発である。我々はヒト腫瘍細胞を用いた選択的な薬剤スクリーニングより、ＧＳＫ３
β阻害薬（タンパク質リン酸化阻害薬）を見出し、腫瘍特異的な糖輸送タンパク質の発現阻害も明らかにした。ＧＳＫ
３β阻害薬はヒト大腸がん細胞に対しても有効性を示し、ヌードマウスを用いた動物実験でも抗腫瘍効果が確認された
。以上の結果より、ＧＳＫ３β阻害薬はヒト腫瘍に対する新しい分子標的薬となる可能性が示唆された。(特許公開201
3）

研究成果の概要（英文）：Increased glucose uptake is fundamental to many solid tumors and well associated 
with increases in glycolysis and the over-expression of glucose transporters (GLUT) at the plasma 
membrane. Tumor-suppressed HeLa hybrid cells express GLUT1 alone, whereas the tumorigenic HeLa cell 
hybrids express GLUT1 and GLUT3, which were shown to be differential distribution within the plasma 
membranes. In previous studies, we identified GSK-3 inhibitors that selectively kill GLUT3-expressing 
tumorigenic HeLa cell hybrids by using a cell-based screening of compounds in chemical libraries 
(Oncogenesis 2012). In this study, we found inhibition of cell growth and GLUT3-expression by GSK-3 
inhibitor was also evident in human colon cancers. In addition, GSK-3 inhibitor showed a partial 
inhibitory effect on the in vivo tumor growth of CGL4 cells. These results suggest a potential use of 
GSK-3 inhibitors to selectively kill cancer cells that modulate GLUT3-dependent glucose metabolism.

研究分野：腫瘍生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がんは我が国の死因の１位であり、有効な

診断法や治療薬の開発が望まれている。近年

は分子細胞生物学的な解析の進展によりが

んの特性に着目した多くの分子標的薬が開

発され、生存率の向上が図られているが、な

お難治性のがんも多く、新しい着想に基づい

た新規な分子標的薬の開発が期待される。 

「癌化に伴う糖輸送の亢進」は古くより報

告され、近年は早期診断法としてＰＥＴ（陽

電子放射線断層診断）にも応用されているが、

その分子的基盤や分子標的治療薬は未解明

である。我々はヒトHeLa融合がん細胞株を

用いた研究より、癌化に伴う糖輸送タンパク

質 GLUT1・GLUT3 の発現変化や異なる細

胞膜分布を明らかにしたが、糖輸送タンパク

質を分子標的とする新規抗がん剤は未だ報

告がない。我々は、これらの研究成果を基盤

として「糖輸タンパク質を分子標的とする新

規抗がん治療薬の探索研究」を新規な着想に

基づいて行い、新規抗がん治療薬候補として、

数種の GSK3β阻害薬を見出した。本研究で

はこれらの知見をヒト腫瘍への応用を目的

として、「新規抗がん治療薬の開発へ向けた

挑戦的萌芽的研究」を行う。 
 
２．研究の目的 
生体の基本的なエネルギー源であるグル

コース（ブドウ糖）は、糖輸送タンパク質

（GLUT）と呼ばれる膜タンパク質により細

胞内に取り込まれ、解糖系によりエネルギー

産生に利用される。現在、ヒトを含む動物細

胞では、臓器特異的な 10 数種の糖輸送タン

パク質が同定されているが、発現組織や細胞

内分布には特異性があり、それぞれ異なる増

殖調節機能や発現調節機構が推定されるが、

詳細な分子機構は不明である。また、がん化

に伴う糖代謝の亢進や GLUT タンパク質の

発現増加はヒト腫瘍においても多数報告さ

れ、その重要性は「ワーバーグ効果」として

報告されたが、分子病態との関連は長く不明

であった。しかし、近年になってがんの分子

病態における「ワーバーグ効果」の重要性が

再認識されてきたが (Science 2009, Nature 

2009)、糖輸送タンパク質（GLUT1～５）の

発現や機能調節、ならびにがん化や転移との

関係は未解明であり、分子標的抗がん薬とし

ての解析も行われていない。 

申請者らは、これまでヒト腫瘍を含む多く

の動物細胞で発現するGLUT1について、「増

殖因子による膜情報伝達や増殖調節機構に

関する分子細胞生物学研究」において基盤的

な研究成果をあげ（ JBC, 1991; BBA, 

1993,1994) 、近年にはカルフォルニア大学

の E.J. Stanbridge 博士が確立したヒト融合

細胞系（Nature 1978）を活用して、新規癌

抑制遺伝子機能と関連する腫瘍化に伴う

GLUT1, GLUT3の発現変化や細胞膜分布に

関する新たな知見を得た（JCS, 1995; BBRC, 

1997; EJB, 1999；BBA, 2002; FEBS J, 

2007）。これらの研究により、ヒト融合細胞

系の造腫瘍性には神経組織特異的な GLUT3

の発現促進を伴うことを見出し、GLUT3 の

発現を転写レベルで阻害する薬剤の探索を

行った結果、アドリアマイシン等の DNＡ障

害性の既知抗がん剤が、ERK 活性化を介し

てｐ53 非依存的に GLUT3 発現を阻害する

ことを明らかにし、ハイライト欄でも紹介さ

れた（Mol. Cancer Res. 2010）。 

しかし、アドリアマイシン等の DNＡ障害

性の既知抗がん剤には、ヒト融合細胞系にお

いて腫瘍選択的な増殖阻害作用は認められ

なかった。そこで、腫瘍性の異なるHeLa融

合細胞株を用いて腫瘍細胞に選択的な増殖

阻害作用を有する薬剤について、癌研より分

与された約300種の化合物ライブラリーより

スクリーニングを行った結果、活性型化合物

として数種の GSK3β阻害薬（セリンプロテ

インキナーゼ阻害薬）を得た。これらのGSK3

β阻害薬は、腫瘍性HeLa融合細胞のGLUT3

発現を特異的に抑制し、in vitro での抗腫瘍



効果を明らかにした（Oncogenesis 2012; 

特許出願 2012）。本研究では、糖輸送タンパ

ク質GLUT3の発現阻害を介したヒト腫瘍細

胞に対するGSK3β阻害薬の増殖阻害作用に

ついて、in vitro, in vivo 系で以下のように

研究し、新規抗がん性分子標的薬としての妥

当性を検証する。 

 
３．研究の計画・方法 
ヒトの細胞がん化・転移性に関与すること

が推定される「糖輸送タンパク質を分子標的

とする新規抗がん薬」について、HeLa 融合細

胞株の腫瘍選択的な増殖阻害とGLUT3の特異

的発現阻害を指標として同定されたGSK3β

阻害薬をリード化合物として、１）有効な分

子標的薬の探索研究、２）シグナル伝達系と

作用機構の分子解析、３）ヌードマウスを用

いた in vivo 解析、４）治療標的となるがん

細胞種の検索、等について、細胞膜に発現す

る特異的な糖輸送タンパク質（GLUT1, GLUT3）

の発現を指標として、以下の方法で解析し、

新たな分子標的がん治療薬の開発並びに画

像診断法への臨床応用を目的とした萌芽研

究を計画した。 

１）HeLa 融合細胞株を用いた腫瘍選択的阻

害薬のスクリーニング  

① 腫瘍性/非腫瘍性の HeLa 融合細胞株を

用いて、抗がん剤キットライブラリー（がん

研究所・矢守部長提供）より、腫瘍性細胞に

選択毒性を示す化合物のスクリーニングに

より GSK3β阻害薬を数種類同定した。②さら

に、①で得られたシグナル伝達系より推定さ

れる関連化合物の増殖阻害作用を検討し、阻

害作用点や増殖阻害に至るシグナル伝達系

を解析する。（補足説明）約２５０種の既知

化合物を用いた初期探索より、腫瘍性融合細

胞に対して選択毒性の高い GSK3β阻害薬を

数種類特定した。現在、市販の関連化合物に

ついてさらにスクリーニングを継続すると

ともに、②の観点からの探索も行っており、

本課題の研究基盤は整っている。 

２）腫瘍選択的阻害薬のシグナル伝達機構の

分子的解析 

 抗がん剤キットライブラリーより得ら

れた候補阻害剤について、その分子作用メカ

ニズムを解析する。 

３）腫瘍選択的阻害薬の糖輸送タンパク質遺

伝子発現への作用     

①HeLa 融合細胞株に対して腫瘍選択毒性

を示した化合物について、GLUT1, GLUT3 の遺

伝子発現への作用を WB, RT-PCR 法を用いて

定量的に解析する。②この候補化合物の

GLUT1・GLUT3 転写活性への影響について、５

‘プロモーター領域を組み込んだ発現ベク

ターを用いて検討する。③また、シグナル伝

達系より推定される関連化合物の作用につ

いても同様に検討し、候補化合物の作用を評

価する。 

４）治療標的となり得るがん細胞種の検索 

①腫瘍性 HeLa 融合細胞の選択毒性作用よ

り同定された GSK3β阻害薬は、細胞膜に

GLUT3 を発現するがん細胞に対して有効性を

示すと推定している。実際に、他のがん細胞

について GSK3β阻害薬の作用を基礎的に検

討した結果、GLUT3 を高発現するヒト大腸が

ん細胞ではアドリアマイシンとの併用によ

り顕著な抗がん促進作用を示したのに対し、

GLUT3 非発現性の皮膚がん細胞では、併用効

果は全く認められなかった。細胞バンクより

供給可能な大腸がん細胞株、ならびに GLUT3

発現が報告されるグリオーマ細胞等につい

て、GLUT3 発現と GSK3β阻害薬の作用（増殖

阻害、GLUT3 発現阻害）を in vitro 系で比較

検討する。また、アドリアマイシンとの併用

効果についても検討する。 

５）造腫瘍形成阻害作用の in vivo 解析 

腫瘍性 HeLa 融合細胞をヌードマウスの皮

下に移植し、in vitro 系で増殖阻害活性をも

つ GSK3β阻害薬について、抗腫瘍効果につい

て投与量、投与回数、投与法を基礎的に検討

する。増殖阻害活性は、腫瘍体積の増加を継



時的に測定して評価する。また、薬剤投与終

了時においては、腫瘍を摘出し、腫瘍重量の

変化とともに、腫瘍組織における GLUT3 発現

阻害を WB, RT-PCR 法により解析する。 

 HeLa 融合細胞のヌードマウスにおける

造腫瘍能についてはすでに確認済みである。 

 

４．研究成果 

１）GSK3β阻害薬の治療標的となり得るヒ

トがん細胞の検索 

 腫瘍性 HeLa 融合細胞の選択毒性作用より

見出された GSK3β阻害薬は、細胞膜に GLUT3

を発現するがん細胞に対して有効性を示す

と推定される。ヒトがん細胞株に関する予備

的な検討では、GLUT3 を高発現するヒト大腸

がん細胞（Caco-2）ではアドリアマイシンと

の併用により顕著な抗がん促進作用を示し

たのに対し、GLUT3 非発現性の皮膚がん細胞

(A431)では、併用効果は全く認められなかっ

た。そこで細胞バンクより供給可能な大腸が

ん細胞株を用いて、GSK3β阻害薬（GSK3-Ⅸ）

による GLUT3 発現と in vitro 増殖阻害作用

を比較検討した。その結果、GLUT3 を高発現

するヒト大腸がん細胞（Caco-2）では、非発

現株 HT29 よりも GSK3β阻害薬に対する薬剤

感受性が高く、増殖阻害における IC50 値は

HT29 細胞の約 1/2 であった。また、Caco-2

細胞の増殖阻害に伴い、GLUT3 発現の顕著な

阻害も確認され、GSK3β阻害薬の増殖阻害に

おけるGLUT3の関与がヒト大腸がん細胞にお

いても示唆された。 

２）腫瘍選択的阻害薬のシグナル伝達機構の

分子的解析 

 ①HeLa 融合細胞を用いた解析において、

GSK3β阻害薬によるGLUT3発現と細胞増殖阻

害は p53 に非依存性の Nf-κB 経路により調

節されていることが示唆されている

（Oncogenesis 2012）。これらの解析におい

ては、GSK3β阻害薬の 1 つである GSK3-Ⅸを

主に用いているが、GSK3-Ⅸは GSK3βと共に

GSK3αの活性もほぼ同等に阻害することが

知られている。そこで、より有効性の高い 

GSK3β阻害薬の探索を目的として、GSK3βに

特異性の高い市販薬（CHIR-99021, TWS119）

の作用を比較検討した結果、GSK3-Ⅸと同様

な腫瘍性 HeLa 融合細胞に対する増殖阻害作

用は認められたものの、特に顕著な特異性は

見られなかった。今後は更に有効な阻害薬の

探索を引き続き行う予定である。 

②GSK3βの細胞内シグナル伝達において、β

-カテニンの核内移行を伴う Wnt シグナル経

路がよく知られている。GSK3βを処理した

HeLa 融合細胞において、β-カテニンの核内

移行が特異抗体を用いた解析により確認さ

れた。しかし、β-カテニン発現を RNAi によ

りノックダウンした場合にも、GSK3βによる

細胞増殖阻害反応には顕著な影響は認めら

れなかった。以上の結果より、Wnt/β-カテ

ニン経路に非依存性の阻害作用であること

が示唆された。 

③ヒト大腸がん細胞株を用いた GSK3β阻害

薬の検討の過程で、GLUT3 発現が高発現株

（Caco-2）に比べて約 1/1000 と低い HCT-116

は、GSK3β阻害薬（GSK3-Ⅸ）に最も高い感

受性を示し、増殖阻害における IC50 値は

Caco-2 の約 1/2 であり、使用したヒト大腸が

ん細胞株の中で最も高感受性であった。しか

し、HCT-116 における低レベルの GLUT3 発現

は Caco-2 と異なり、GSK3β阻害薬ではほと

んど阻害を受けず、薬剤処理後の継時的な細

胞形態変化もより早期に起こることが判明

し、阻害機序は異なることが示唆された。ま

た、これらの形態観察において、HCT-116 で

は GSK3β阻害薬による早期のアポトーシス

誘導が推定された。そこで、カスパーゼ-３

の分解促進を指標としたアポトーシス誘導

を継時的に比較検討した結果、HCT-116 では

薬剤処理後の数時間以内に顕著なアポトー

シス誘導が確認されたのに対して、Caco-2 

や HT29 細胞では遅延性の誘導であった。更



に、薬剤処理に伴う細胞周期の解析等により、

より詳細な分子機構を解析する予定である。 

３）GSK3β阻害薬の in vivo抗腫瘍効果 

腫瘍性HeLa融合細胞をヌードマウスの皮下

に移植し、GSK3β阻害薬の in vivo抗腫瘍効

果を検討した。予備的条件検討により、2x106 

cells の腫瘍細胞を 5 週齢マウス背部皮下に

移植した後、腫瘍サイズが約 100 mm3とな

った後に、5 ~ 20 mg/kgの GSK3β阻害薬を

腹腔内に週 3 回 4 週間投与した際に抗腫瘍

効果が認められた。そこで、各濃度について

2ｘ4匹について、定量的な解析を行った。そ

の結果、10 ~ 20 mg/kgの薬剤投与の際に、

約 30%程度の腫瘍抑制効果が認められた（図

１）。しかし、同一条件下での移植にも関わ

らず、形成されるマウスごとの腫瘍サイズに

バラツキが大きく、腫瘍抑制効果の評価には

まだ課題が残るが、抗腫瘍効果は比較的小さ

な腫瘍に対してより有効性が高い傾向を示

した。更に、薬剤処理後の腫瘍塊中の GLUT3

発現を RT-PCR, WB 法で測定したところ、抗

腫瘍効果の大きい腫瘍塊ではGLUT3発現の抑

制効果が高いことが判明した。以上の結果は、

GSK3β阻害薬による in vivo 抗腫瘍効果と

GLUT3 発現阻害との相関性を示唆する知見と

考えられる。今後は、更に有効性の高い投与

条件の検討を継続する予定である。 

以上、Ｈ25～26 年度に実施した本研究課題に

おいて、予定した研究計画の一部は達成でき

なかったが、糖輸送タンパク質を分子標的と

する新規抗がん薬の開発に向けて、今後も研

究を継続する予定である。 
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