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研究成果の概要（和文）：小細胞肺がんの代謝特性を、新規治療標的として開発することを目標に検討をすすめ
た。細胞株と臨床検体の解析で、肺がんのうち、神経内分泌腫瘍のサブセット（大細胞神経内分泌がん・小細胞
肺がんなど）が、非常に高いPkm1/Pkm2レシオをもつことを見出した。細胞株を用いた実験で、小細胞肺がんの
Pkm1依存性を見出した。小細胞肺がんでは、NAD代謝への依存性も高いことを見出だした。マウスxenograft系に
おいて、NAD合成の阻害は、シスプラチン化学療法と同等の治療効果をしめした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated whether cellular metabolism can be explored 
as novel therapeutic target of small cell lung cancer (SCLC). We found that neuroendocrine tumors, a
 subset of lung cancer, exhibit substantial expression of Pkm1. Functional analyses revealed that 
Pkm1, but not Pkm2, can fully support proliferation of the SCLC cell-lines, suggesting their 
dependence on Pkm1. We also found that an inhibitor on NAD salvage suppresses growth of 
PKM1-expressing cancer cells, suggesting a therapeutic strategy for PKM1-positive tumors such as 
SCLC

研究分野：腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
従来、腫瘍細胞は主に嫌気的解糖系により

ATP を得ていると考えられてきた（Warburg
効果）。しかし、例えば、悪性メラノーマの
なかに、好気呼吸（TCA回路/酸化的リン酸化）
に依存する、より悪性度の高いサブセットが
存在することが明らかにされた。さらに最近
では、がん遺伝子不活化後の再発膵がん（実
験的な、がん幹細胞とも言える）が好気呼吸
に依存していることが示された。このように、
少なくとも、がんのエネルギー代謝は、当初
想定よりも、より多様性に富むことが分かっ
てきた。 
細胞が、嫌気代謝と好気代謝、どちらを主

体としたエネルギー産生戦略をとるのか？ 
その決定因子として極めて重要なのが PKMで
ある。この酵素は、解糖系の最終ステップを
触媒し、以って、解糖系から TCA回路に流入
する炭素源の流束を調節する。PKM には、高
活性型の PKM1 と、低活性型の PKM2 という、
２つの isoformがあり、これらは選択的スプ
ライシングによって作り分けられる。 多く
のがんが PKM2（低活性型）を特異的に発現し
ている。 この事実は、腫瘍細胞では、たと
え O2 が豊富に存在しても好気代謝が亢進し
ない（出来ない）ことと、おそらく対応する。
一方、神経や筋肉には PKM1 が発現し、好気
代謝が活発化する。しかし、そのような代謝
現象の意義については、不明の点が多かった。 
 
２．研究の目的 
最近、我々グループは、全肺がん症例の 15

～20％を占める小細胞肺がん（SCLC: small 
cell lung cancer）では、１）好気代謝能が
比較的高く保たれていること、これに対応し
て、２）PKM の isoform 発現が、極めて例外
的に、PKM1型となっていることを見出してい
た。 すなわち、肺がんのエネルギー代謝は
組織型によって大きく異なり、SCLC という、
肺がんサブグループの大半が、PKM1発現を介
した好気代謝に依存している可能性が出て
きた。そこで本研究では、SCLCの高い好気代
謝能が PKM1 の高発現に起因する可能性と、
そのような代謝形質が SCLC の発生や悪性形
質において果たす役割を検証することを目
標に、研究を行った。 

 
 

３．研究の方法 
（１）SCLC における RNA レベルでの高 Pkm1
発現が、タンパクレベルにも反映されている
か確認するため、質量分析（LC-MS/MS MRM法）
による Pkm1および Pkm2の絶対定量をおこな
った。 
（２）細胞株の解析で、小細胞肺がんが非常
に高い Pkm1/Pkm2レシオをもつことを見出だ
していたが、これが臨床手術サンプルでも同
様か否か、検討した。凍結腫瘍組織から RNA
を精製し、qRT-PCR 法を用いて Pkm1 および
Pkm2 の mRNA レベルを定量した。あわせて、
神経内分泌腫瘍マーカー（クロモグラニン A、
シナプトフィシン、N-CAM、ASCL1）の発現も
定量した。 
 
（３）肺神経内分泌腫瘍の起源細胞と考えら
れている、気管支上皮神経内分泌細胞におけ
る Pkm1および Pkm2の発現を免疫組織染色に
よって解析した。 
 
（４）約１０種のヒト SCLC 細胞株を親株と
して、PKM1または PKM2のみを発現する SCLC
細胞の作製に取り組んだ。手法としては、ま
ず、上記の細胞群にマウス型Pkm1またはPkm2 
cDNA（ヒト Pkm に対する shRNA に耐性）を、
ウイルスベクターを用いて導入した。次いで、
外来性 Pkmの発現が確認できた細胞について、
順次、内在性ヒト Pkm（ヒト Pkm1および Pkm2
の両方を標的する）に対する shRNAを発現す
るレトロウイルスを感染させた。 
 
４．研究成果 
（１）質量分析による絶対定量の結果、非小
細胞肺がん株にくらべ、SCLC細胞株が著しく
高い Pkm1 量を発現していることが明らかに
なった。従い、mRNAレベルでの高 Pkm1比が、
実際のタンパクレベルにも反映されている
ことが明らかになった。 
 
（２）手術検体を用いた解析で、小細胞肺が
んを含めた神経内分泌腫瘍では、その他の肺
がん（腺がん・扁平上皮がん）と比べ、
Pkm1/Pkm2 レシオが非常に高いことが分かっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



（３）マウス肺の解析で、気管支神経内分泌
細胞が、上皮系細胞としては例外的に、Pkm1
発現型であることが分かった。 

 
（4）ヒト小細胞肺がん細胞株を親株にして、
Pkm1 あるいは Pkm2 のみ発現する細胞を作製
して、その表現型を解析した。 

Pkm1 発現 SCLC 細胞と Pkm2 発現 SCLC 細胞
との間に、グルコース消費・乳酸産生・酸素
消費・ミトコンドリア膜電位などの点にて、
はっきりした違いがあることを明らかにで
きた。さらに、Pkm1発現が小細胞肺がんの増
殖には極めて重要で、その機能は Pkm2 では
代替できないことが分かった。すなわち、小
細胞肺がんの Pkm1 アディクションが明らか
になった。 

 

 
また、上記細胞を免疫不全マウスに移植し、

作製した xenograft腫瘍に対して化学療法を
施して、感受性をしらべた。 

Pkm1 による代謝メリットの解明にとりく
んだ。まず、Pkm1 が細胞に高 ATP と高 NAD+
レベルをもたらすことを見出だした。NAD 依
存的な Parp の活性化もみとめられた。マイ
クロアレイ解析で、de novo NAD 経路に関わ

る酵素の遺伝子発現に違いがみられなかっ
たことから、もう一つの NAD+生成系であるサ
ルベージ経路の関与がうたがわれた。そこで
NAD+サルベージの律速酵素 Namptに対する阻
害剤や RNAi による検討をくわえた。細胞株
間で反応に差はみとめられるものの、小細胞
肺がんが Nampt阻害に概ね高感受性であるこ
とをみいだした。重要なことに、NAD 合成阻
害が、従来のシスプラチン化学療法と同様の
治療効果をもつこともわかった。 

 
NAD+代謝について、より詳細な知見をえる

ため、安定同位体ニコチンアミドをトレーサ
ーに用いた評価系を開発した。 
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