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研究成果の概要（和文）：癌細胞ではエネルギー代謝のシフトが生じており、環境ストレス下での癌細胞の生存
や悪性化進行に密接に関係している。我々はピルビン酸をアセチルCoAに代謝するPDHを抑制するPDK4を阻害する
活性を持つ低分子化合物Cryptotanshinon(CTN)を見出した。CTNは膵臓癌細胞株及び大腸癌細胞株に対して1-10
μMの低濃 度でPDHのリン酸化を抑制し、mutant K-Ras蛋白の発現を抑制することでin vitro 及び in vivoの実
験系で癌化を抑制した。また、 CPTはmutantK-Rasの発現抑制を介して脂質代謝を抑制し活性酸素産生を亢進す
ることで癌の悪性化を抑制した。 

研究成果の概要（英文）：Pyruvate dehydrogenase kinase 4 (PDK4) is an important regulator of energy 
metabolism. Knockdown of PDK4 by specific siRNA suppressed the expression of KRAS and the 
proliferation of cancer cells. We found a novel small molecule, cryptotanshinone (CPT), which 
inhibits PDK4 activity, suppressed  the 3D-spheroid formation and tumorigenesis of KRAS-activated 
human pancreatic cancer cells. In this study, we examined the molecular mechanism of tumor 
suppression by CPT in human pancreatic cell lines.  CPT treatment decreased glutamine and lipid 
metabolism, and increased ROS production in a pancreatic cancer cell line MIAPaCa-2 containing 
mutant KRAS. By knockdown experiments of activated K-Ras, we demonstrated that CPT suppresses 
tumorigenesis by inhibiting lipid metabolism and promoting ROS production in a mutant KRAS-dependent
 manner. This PDK4 inhibitor represents a novel therapeutic drug for KRAS-driven intractable cancers
 by altering cell metabolism.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： Cryptotanshinone　PDK4　K-Ras　膵臓癌　脂質代謝　活性酸素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌細胞の代謝を標的にした新たな抗癌剤の開発が始まっているが臨床レベルで標準治療として使用できる薬剤は
まだ出てきていない。CPTはその活性のひとつとして活性化Ras蛋白の発現抑制があるのでRasが活性化した膵臓
癌などの難治癌に対する有効な治療薬になることが考えられる。KRAS遺伝子変異が90%を占める膵臓癌は癌の中
でも最も10年生存率が低い難治性癌であり、有効で副作用の少ない新規治療薬は必須である。K-Rasは解糖系、
グルタミン代謝、脂質代謝系などの上流で働きエネルギー代謝の調節作用がある。難治癌の代謝を変える新しい
治療法としてCPTは今後その有効性が十分期待できる考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 様 式 C—１９、F—１９—１、Z—１９ （共通） 

 

1. 研究開始当初の背景  

 癌細胞では、細胞の増殖・生存に必要なグルコース、グルタミン、脂質など代謝のリプログ

ラミングが起こっている。特によく知られているのは好気的環境下でも解糖系によるエネルギ

ー産生が優位となるグルコース代謝のシフト（ワールブルグ効果）で、増殖に必要な物質やエ

ネルギー生産の亢進、酸化ストレス回避などを介して悪性化進行に寄与していると考えられて

いる。また、高頻度で KRAS 変異が起こっている膵臓癌では酸化ストレスや活性酸素種(ROS)の

制御に密接に関わるグルタミン代謝や脂質代謝の変化が癌の悪性化に深く関わっていることも

明らかになってきた。我々は新規に分離した癌抑制遺伝子 drs の機能解析の過程でこの遺伝子

がエネルギー代謝の制御にも関与しており、ピルピン酸からアセチル CoA への反応を抑制して

ミトコンドリア代謝系を抑制するピルビン酸脱水素酵素キナーゼ 4（PDK4）がその標的であるこ

とを見出した。さらに中医学の丹参の成分であるクリプトタンシノン（cryptotanshinone,CPT）

が数μMの IC50で PDK4 を阻害する活性を有することを見出した。この CPT は KRAS 癌遺伝子が変

異、活性化しているヒト膵臓癌細胞株や大腸癌細胞株、HRAS 変異のある膀胱癌細胞株の３次元

スフェロイド形成を 10-20μM濃度で抑制した。さらに、我々は変異 K-Ras 蛋白の発現や癌幹細

胞マーカーCD44 の発現も CPT 処理によって抑制されることも明らかにしてきた。CPT は in vivo

でもヌードマウスでの同所性膵臓腫瘍モデルでヒト膵臓癌細胞株による腫瘍形成を顕著に抑制

した。 

 

2. 研究の目的 

 今回の研究では、この PDK4 を標的とする低分子化合物 CPT がグルコース代謝、グルタミン代

謝、脂質代謝と ROS 産生にどのような影響を及ぼすのか、さらに K-Ras 発現抑制との関連、癌

の悪性化の抑制にどのように関わるのか、を明らかにする。また、転移浸潤に対する CPT の抑

制効果を高転移性膵臓癌を用いた in vivo マウス転移実験系で検証し、転移性難治癌に対する

CPT の臨床応用を目指す。 

 

3.研究の方法 

 細胞は mutant K-ras 及び wild-type(WT) K-ras を持つヒト膵臓癌細胞株 MIAPaCa-2 

(mutant),BxPC-3(WT)、さらに大腸癌細胞株 DLD-1(mutant), DKO4(WT)を用いた。癌化のアッセ

イは in vitro では三次元スフェロイド形成法、in vivo ではヌードマウスでの同所性膵臓腫瘍

細胞株移植実験系を用いた。これらの実験系で。Cryptoyanshinene(CPT)による抑制効果を検討

した。代謝のアッセイはグルタミン消費測定、Lipid droplet(脂質合成)測定、H2O2（活性酸素）



測定を行った。関連蛋白の発現は特異抗体による Western blotting 法を用いて調べた。siRNA

導入はリポフェクトアミン法を用いた。 

 

4.研究成果 

(1) CPT の増殖抑制効果と mutant K-ras との関連を明らかにするために、mutant K-ras  

及び wild-type(WT) K-ras を持つヒト膵臓癌細胞株 MIAPaCa-2 (mutant),BxPC-3(WT)、さらに

大腸癌細胞株 DLD-1(mutant), DKO4(WT)について CPT による三次元スフェロイド形成に対する抑

制効果を検討した。その結果、CPT による抑制効果は mutant K-ras を持つ癌細胞株の方が有意

に高いことを見出した。この時、CPT 処理による K-Ras 蛋白の発現抑制も mutamt K-ras を持つ

細胞株の方が高かった。さらにこれらの細胞株について増殖のグルタミン依存性についても解

析したところ、mutant K-ras を持つ細胞の方がグルタミン依存性が高いこともわかった。 

(2)次に、膵臓癌細胞株（MIAPaCa-2, BxPC-3）について CPT のグルタミン代謝、脂質代謝、活

性酸素産生に対する影響を検討した。その結果、mutant K-ras を持つ MIAPaCa-2 の方が、WT K-ras

を持つ BxPC-3 に比べて、CPT 処理によってグルタミン消費量、脂質産生量は抑制され、逆に活

性酸素産生量は亢進されることがわかった。そこでグルタミン代謝、および脂質代謝に関与す

る酵素について、CPT の影響を検討したところ、MIAPaCa-2 ではグルタミン代謝に関わる

GOT1,GLS,IDH1 の発現が CPT によって抑制されることを見出した。さらに脂質代謝に関わる

FASN,ACC1, ACLY の発現も CPT によって抑制された。BxPC-3 細胞についてはこれらの抑制はほ

とんど認められなかった。これらの結果から、CPT は mutant K-ras を持つ膵臓癌細胞株につい

てはグルタミン代謝、脂質代謝を抑制し、活性酸素産生を亢進する活性があることがわかった。 

(3)これらの代謝の変化が mutant K-ras の抑制に依存しているがどうかを検討するために K-ras

特異的 siRNA を MIAPaCa-2 細胞に導入した。K-Ras ノックダウンによって 3D スフェロイド形成

は顕著に抑制され、CPT によって発現抑制が認められた代謝関連蛋白のうち、脂質代謝に関わる

ACC1 と FASN の発現が抑制された、この時、脂質合成も抑制され、活性酸素の産生は促進された。

さらに FASN 特異的 siRNA を使って同様のノックダウン実験を行った。FASN siRNA によって 3D

スフェロイド形成は部分的に抑制され、活性酸素の産生も部分的に促進された。これたの結果

から、CPT による癌化抑制には K-ras に依存する経路と依存しない経路があることがわかった。 

K-ras 依存性経路の方が癌化抑制には中心的な役割を果たし FASN や ACC を介した脂質合成の抑

制は K-ras の下流で働いていると考えられるが、活性酸素産生促進も K-ras 抑制によって誘導

されることもわかった。K-ras 非依存性の経路には GOT1,GLS,IDH1 を介したグルタミン代謝の抑

制も関与している可能性も考えられる。 

(4)CPT が in vivo で抗転移活性を持つかどうかをを検証するために、高転移性膵臓癌細胞株

SUIT-2 を用いて、ヌードマウスでの同所性膵臓癌細胞株の移植実験系を樹立した。この実験系



を用いて、CPT の膵臓腫瘍形成と転移（播種）に対する抑制効果調べたところ、CPT は腫瘍の成

長だけでなく播種も顕著に抑制することがわかった。薬剤の副作用はこの実験においては認め

られなかった。 

 

 以上の結果から CPT は膵臓癌細胞株において mutant K-ras の発現抑制を介して 

脂質合成を抑制し活性酸素産生を亢進することで、癌の悪性化を抑制することがわかった（下

図参照）。癌細胞の代謝リプログラミングを変えることで癌の成長と転移（播種）を抑制する新

たな治療法として臨床応用も可能であると考えられる。 

 

図 CPT による K-Ras を介した代謝制御と癌化抑制 
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