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研究成果の概要（和文）： 

解糖系酵素、ピルビン酸キナーゼ M（PKM）のスプライシング異常が、グリオーマにおいて、
極めて高率におきていることが明らかになった。この異常により、PKM の発現アイソフォ
ームが、正常型からがん型へと変換していることが判明した。その異常の程度は、あるス
プライシング制御因子の発現量と良く相関していた。細胞株の実験にて、このスプライシ
ング制御因子をノックダウンすることで、PKM の発現アイソフォームを、正常型へと部分
的に回復させることができた。また、PKM のアイソフォーム変換を不可能としたマウスモ
デルを開発した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Pre-mRNA splicing of gene encoding pyruvate kinase M (PKM), a glycolytic enzyme, 
was dys-regulated, so that expression of PKM isoforms switches from normal- to 
tumor-type in human glioma. This aberrant splicing was associated with increased 
levels of a splicing modulator. Experiments using cell-lines showed that suppression of 
the splicing regulator results in partial restoration of expression of a normal-type PKM 
isoform. Additionally, we developed mice model in which the isozyme-conversion of 
PKM is disabled. 
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１．研究開始当初の背景 

腫瘍細胞における解糖系の異常亢進は古く
からワールブルグ効果として広く知られ、そ
の性質を利用した画像診断（FDG-PET検査）
は、診療においても一般化しつつある。最近、
この代謝異常が、がんの低酸素適応や幹細胞
性維持に働いている事も明らかになりつつ
ある。しかし、ワールブルグ効果の意義や分

子機構に関しては、不明の点が非常に多かっ
た。 

 

２．研究の目的 

我々グループは、ワールブルグ効果と密接
に関連した、グリオーマ特異的な、「解糖系
酵素ピルビン酸キナーゼ M（PKM）の遺伝
子発現機構における異常（スプライシング異
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常）」を見出していた。本課題では、グリオ
ーマにおけるスプライシング異常の意義を
臨床的にも基礎的にもさらに追求するとと
もに、異常の分子機構、異常を指標とした新
規診断法開発に取り組んだ。これらアプロー
チによって、グリオーマのスプライシング異
常を標的とし、ワールブルグ効果解消を狙っ
た。新規グリオーマ診断法・治療法開発の基
盤となるデータを収集することを目的とし
た。 

 

３．研究の方法 

（１）臨床サンプルの解析では、手術検体を
用いて qRT-PCR 法、ウエスタンブロット法、
免疫組織染色等によってスプライシング解
析を行い、WHO grade やその他臨床情報との
比較照合解析を行った。また、ELISA 法を用
いて、血中腫瘍マーカーとしての可能性を評
価した。 
（２）PKM スプライシング異常の分子機構に
ついては、臨床検体、および樹立細胞株での
解析によって、解明を試みた。 
（３）発生工学的手法を用い、ワールブルグ
効果を不可能とした ES 細胞・マウスの開発
を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）臨床サンプルを用いた解析から、PKM
スプライシング異常が、グリオーマにおいて、
極めて高率におきていることが明らかにな
った（図１）。異常の程度と、WHO grade と
の間で、相関がみとめられた。 

 
（２）独自に開発した特異抗体を用い、組織
染色条件の最適化を行った。その結果、とく
に、蛍光標識二重染色法とサブトラクション
法を組み合わせた場合に、正常組織に浸潤し
たグリオーマと思われる細胞を、ほぼ単一細
胞の解像度で確認できた（図２）。今後、既
存の各種マーカーとの共染色を進め、その細
胞のアイデンティティを詳細に検討し、病理

診断への応用を目指す予定である。 

 
血中腫瘍マーカーへの応用という点では、

ELISAを独自に開発し検討を行ったが、十分
な感度を得られておらず、今後の改良を要す
る事が分かった。 
 
（３）グリオーマにおけるスプライシング異
常のメカニズムに関しては、一群のスプライ
シング因子の発現と、PKM スプライシング
異常との間に、強い相関があることが分かっ
た。shRNA を用い、いくつかのグリオーマ
細胞株においてこれら因子をノックダウン
すると、部分的にではあるが、PKM のスプ
ライシング異常を是正することが出来た。こ
れら結果は、スプライシング異常を人為的に
是正可能なことを示している。と同時に、ノ
ックダウンの効果が部分的であったことか
ら、さらなる未知の制御機構が存在すること
が示唆された。 
 
（４）PKM の選択的スプライシングを固定化
し、ワールブルグ効果を不可能としたマウス
モデルの開発に取り組んだ。そのために、ま
ず、ES 細胞における遺伝子ターゲティングを
行い、PKM 遺伝子に改変を施したノックイン
ES 細胞を樹立した。この変異アリルからは、
例えば、PKM のスプライシングが PKM1（正常
型）から PKM2（がん型）へと切り替わる状況
においても、PKM1 型が発現され続けるよう、
改変がなされている。 
PKM1 ノックイン ES 細胞を用い、ノックイ

ンマウスの作製を行った。定法に従い、キメ
ラマウス作製、さらに交配によって、ヘテロ



 

 

ノックインマウスを樹立した。ヘテロノック
インマウス同士の交配により、ホモ PKM1 ノ
ックインマウスを樹立した（図３）。 

 
 
期待通り、ヘテロ PKM1 ノックインマウスで
は PKM2 発現が半減し、ホモ PKM1 ノックイン
マウスでは PKM2 発現が完全に失われていた。
代わりに、PKM1 発現が上昇していた。予想に
反し、ホモ PKM1 マウスはほぼ正常に出生・
生育し、繁殖も可能であった（図４）。 
 
 

 
（５）グリオーマモデルマウスとの交配や、
神経幹細胞の形質転換による exo vivo 系で
の解析に向けて、PKM1 ノックインマウスの戻
し交配を行った。マイクロサテライトマーカ
ー解析を併用したスピードコンジェニック
法を採用し、コンジェニック率９８％までの
戻し交配を達成した。 
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