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研究成果の概要（和文）：本研究はGSK3βのがん促進作用のメカニズムをがん固有の代謝特性に焦点を当てて検討した
．大腸がん細胞で異常活性を示すGSK3βはピルビン酸脱水素酵素（PDH）を特異的にリン酸化してその活性を阻害する
ことにより，がん促進的に作用する解糖系優位の代謝を誘導していると考えられた．GSK3β阻害により，がん細胞のエ
ネルギー産生経路は解糖系から酸化的リン酸化にシフトし，アポトーシス刺激感受性になった．一方，これらの代謝変
化は非腫瘍性細胞では認められなかった．したがって，GSK3β阻害によるがん治療効果はがん特有のエネルギー代謝を
選択的に是正することによるものと考えられ，その安全性を示唆している．

研究成果の概要（英文）：We have identified aberrant GSK3beta as an attractive therapeutic target in 
various cancer types. Here we explored the mechanism for the tumor-promoting role of GSK3beta by focusing 
on the distinct energy metabolic property in cancer. We found that GSK3beta deregulated in cancer cells 
and their xenografts phosphorylates and inactivates pyruvate dehydrogenase (PDH)-E1alpha, the active 
subunit of PDH. This results in induction of the aerobic glycolysis that preferentially fuels cancer 
cells, leading to progression of cancer. Inhibition of GSK3beta shifted the energy source of cancer cells 
from glycolysis to oxidative phosphorylation in mitochondria, rendering them susceptible to apoptotic 
insults. No such metabolic changes were observed in non-neoplastic cells or rodent’s liver. Our results 
suggests that cancer therapeutic effect of GSK3beta inhibition depends on the exclusive metabolic shift 
in cancer cells, which reinforces the safety of targeting GSK3beta for cancer treatment.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景  

がん細胞は自らの代謝経路を変化させるこ
とで，低酸素・低栄養という生存に不利な微
小環境に順応している．とくに解糖系をはじ
めとするエネルギー産生経路では, がん細胞
は酸素の多寡にかかわらず，ミトコンドリア
における酸化的リン酸化（ tricyclic acid, 
TCA）回路に優先して嫌気的解糖系を亢進す
ることで ATP を産生している（Warburg 効
果）．こうしたがん細胞特有の代謝に伴うミト
コンドリアの機能異常はがんの浸潤や治療抵
抗性を惹起するため，がん特有のエネルギー
代謝を是正（正常化）することにより難治性
がんに有効な治療法が開発できると期待され
る． 

glycogen synthase kinase (GSK) 3はグリ
コーゲン合成，転写因子の活性，タンパク質
分解シグナルをはじめとする多彩な細胞機能
をリン酸化によって厳密に制御するセリン・
スレオニンキナーゼである．GSK3は複数の
がん促進分子をリン酸化して不活性化するこ
とから，これまで「がん抑制的に働く」とい
う認識が持たれてきた．これとは異なり，我々
の研究室では大腸がんや膵がんなどの消化器
がんを中心に GSK3ががん細胞の生存や増
殖を亢進するという「がん促進作用」を発見
し，その活性阻害による治療効果を培養がん
細胞とその動物移植腫瘍を対象に実証してき
た．これまでに我々が見出した GSK3の病的
作用の多くはおもに細胞質における機能に着
目したものあるが，GSK3は核やミトコンド
リアにも局在し，その局在と活性に応じて細
胞運動，細胞周期，増殖や分化など異なる細
胞機能を調節している． 

本研究に先立って，我々は GSK3が制御す
るがん細胞の代謝特性をメタボローム解析に
より検討した．そして，GSK3阻害により大
腸がん細胞の解糖系が抑制され，ミトコンド
リアの酸化的リン酸化回路が賦活化されるこ
とを示唆する中間代謝産物の量的変化が認め
られた．一方，正常細胞ではこれらのエネル
ギー産生経路を含めた代謝産物の顕著な変化
はほとんど観察されなかった．こうした予備
解析の結果から，GSK3はミトコンドリアの
代謝経路に関与することで病理作用を発揮し
ているという本研究の作業仮説を発想した． 

 
２．研究の目的  

本研究では，大腸がん細胞の GSK3阻害に
よるメタボローム変化を個々の代謝産物の測
定により検証し，GSK3の病理作用とその阻
害によるがん治療効果をエネルギー代謝特性
の視点から明らかにする．そして，GSK3が

制御する大腸がん細胞の新たな代謝経路を特
定する．これにより，GSK3阻害効果に基づ
く新しいがん治療法の標的代謝経路を解明す
ることを目的とする． 
 
３．研究の方法  

(1) GSK3阻害による代謝産物の変動 
ヒト大腸がん（SW480，HCT116）と膵が

ん（PANC1）細胞のメタボローム解析で得ら
れた予備データをもとに，解糖経路から TCA
回路における個々の代謝産物を GSK3阻害
剤（AR-A014418）添加後から経時的に計測し， 
メタボロームデータを検証した．また，RNA
干渉により GSK3の発現を抑制して，各種
代謝産物量の変化を計測した． 
 
(2) GSK3によるピルビン酸脱水素酵素のリ

ン酸化と活性修飾の解析 
pyruvate dehydrogenase (PDH)-E1活性サブ

ユニットのアミノ酸配列から GSK3による
リン酸化モチーフの候補配列を検索した．こ
れにより選定されたそれぞれの候補配列か
らリン酸化部位変異体を作成した．そして，
Phos-tag® Acrylamide を用いた解析により
PDH-E1に存在するリン酸化部位を決定し
た．また，これらのリン酸化ペプチド特異抗
体をそれぞれ作成し，がん細胞におけるリン
酸化レベルとその GSK3阻害剤による変化
をウエスタンブロット法で比較，解析した． 
 
(3) 動物移植腫瘍における代謝産物の測定 
大腸がん細胞 (SW480，HCT116) をヌード

マウス皮下に移植し，4 週間，腫瘍を生着，
増殖させた．その後，マウスに dimethyl 
sulfoxide (DMSO)あるいは GSK3阻害剤
（AR-A014418：5 mg/kg 体重）を 1 日 1 回腹
腔内投与し，１週間後に安楽死させて移植腫
瘍と肝を摘出した．腫瘍組織と肝における各
種代謝産物量と PDH の活性を計測し，
GSK3阻害の効果を検討した． 
 
(4) GSK3とミトコンドリアおよび PDH- 

E1の相互作用の検討 
大腸がん細胞を用いて，免疫沈降や共焦点

顕微鏡観察によりミトコンドリアにおける
GSK3と PDH-E1の細胞内局在や相互作用
を解析した．また，ミトコンドリアの膜電位
や過酸化水素レベル，cytochrome C の放出と
アポトーシス関連分子の発現を計測するこ
とにより，GSK3阻害によるミトコンドリア
機能に対する影響を検討した． 
 
４．研究成果  

(1) GSK3阻害によるがん細胞の代謝産物の



 

 

変化 
大腸がん細胞（SW480，HCT116）のエネ

ルギー産生経路における中間代謝産物量の
変化を正常細胞（HEK293）と比較解析した
結果，がん細胞で亢進していた乳酸が GSK3
阻害により減少した．一方，ピルビン酸を起
点とする TCA 回路の中間代謝産物（クエン
酸，-ケトグルタル酸，フマル酸，リンゴ酸）
量は GSK3阻害により増加した．また，
GSK3阻害によりグリコーゲン量が増加す
る一方で，がん細胞で取込みの亢進していた
グルコース量が減少した．これらの結果より，
GSK3はがん細胞の解糖系（Warburg 効果）
に促進的に作用することが示唆された．
 
(2) GSK3による PDH-E1のリン酸化と活性

の変化 
PDH-E1のアミノ酸配列変異体を用いた

Phos-tag® Acrylamide 解析により，GSK3に
よってリン酸化される 4 か所の候補アミノ酸
残基を特定し，それぞれのリン酸化ペプチド
特異抗体を作成した．大腸がん細胞では，
PDH-E1のリン酸化レベルが GSK3阻害に
より低下した．本研究で同定した PDH-E1
のリン酸化部位は PDK（pyruvate dehydro- 
genase kinase）による C 末端側のリン酸化部
位の近傍に位置していることから，GSK3は
PDH のリン酸化による構造あるいは機能の
修飾によって，その活性を制御することが示
唆された． 
 
(3) 動物移植腫瘍と肝組織における代謝産物

の変化 
大腸がん細胞移植腫瘍での代謝産物は，

DMSO 投与群に比べて GSK3阻害剤投与群
で乳酸量が減少するとともにアセチル-CoA，
クエン酸などの代謝産物量が増加し，TCA 回
路の賦活化を示す変化が観察された．GSK3
阻害剤投与によって腫瘍組織で PDH の発現
は変化しなかったが，同じ個体の肝組織に比
べて低下していた PDH 活性が高まった．ま
た，GSK3阻害剤投与群のマウスの正常組織
に副作用を示唆する所見は認められなかっ
た． 
 
(4) GSK3，ミトコンドリアと PDH-E1の細

胞内局在と相互作用 
大腸がん細胞において，GSK3は細胞質の

みならず PDH-E1とともにミトコンドリア
に共局在していた．ミトコンドリアに局在す
る GSK3は細胞質の分画と比べ，活性型（第
216 チロシンリン酸化）として多く存在して
いた．また，免疫沈降法により GSK3と共沈
する分画に PDH-E1が検出されたことから，
PDH-E1は GSK3のリン酸化基質である可
能性が示唆された．GSK3阻害により，大腸
がん細胞では ミトコンドリア分画における
cytochrome C が減少（放出が増加）し，過酸
化水素が増加したことから，ミトコンドリア
の状態がアポトーシス感受性になっている

ことが示された． 
 
本研究の結果から，大腸がん細胞で異常活

性を示す GSK3はミトコンドリアにおける
PDH-E1の特異的リン酸化によりその活性
を阻害することによって，がん細胞特有の解
糖系優位のエネルギー代謝（Warburg 効果）
を惹起していると考えられた．GSK3阻害に
より，がん細胞のエネルギー産生経路は解糖
系から TCA 回路にシフトし，アポトーシス
刺激感受性になった．一方，これらの代謝変
化は非腫瘍性（HEK293）細胞やマウス肝で
は認められなかった．したがって，GSK3阻
害によるがん治療効果はがん特有の糖・エネ
ルギー代謝を選択的に是正（正常化）するこ
とによるものと考えられ，その安全性を示唆
している． 
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