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研究成果の概要（和文）：解糖系は重要な代謝システムであるがその制御の全容は明らかでない。そこで、本研究では
新規解糖系制御遺伝子を探索するためゲノムワイドshRNAライブラリーを用いたスクリーニングを実施し、5種類の遺伝
子を同定した。その中でRNF126について詳細な解析を行った結果、RNF126はPDKのユビキチンリガーゼとして働くこと
で、ピルビン酸からアセチルCoAへの変換が促進することがわかった。RNF126欠損により軟寒天培地のコロニー形成や
マウスでの造腫瘍能が抑制された。さらに、RNF126はがんのanoikis耐性に関わるERKシグナルにより発現誘導がかかる
ことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Glycolysis is a vital metabolic system. However, our understanding on glycolysis 
remains limited. To identify new genes involved in glycolysis regulation, we have performed a genome-wide 
gene knockdown analysis in human lung carcinoma PC8 cells using a mitochondrial inhibitor oligomycin and 
an shRNA library carried by a lentiviral vector, and finally identified five genes. Among them, we 
further focused on RNF126. RNF126 was found to act as a ubiquitin ligase for PDKs, resulting in their 
proteasomal degradation. This decrease in PDK levels allowed pyruvate dehydrogenases to catalyze the 
conversion of pyruvate to acetyl CoA. Moreover, depletion of RNF126 in cancer cells suppressed colony 
formation in soft agar as well as tumorigenicity in mice. RNF126 expression was found to be under the 
control of the ERK signaling pathway, which is essential for anoikis resistance. Thus, RNF126 is an 
attractive molecule for treating cancer by selectively targeting anchorage-independent growth.

研究分野： 分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 

解糖系は細胞質での一連のグルコース代謝

反応であり、グルコース１分子から細胞のエ

ネルギー源である ATP を 2分子生成する。こ

の代謝反応は酸素非依存的であるため、ミト

コンドリアでの酸化的リン酸化(OXPHOS)に

よるエネルギー産生が行えない低酸素下で

は、解糖系は細胞にとって重要なエネルギー

産生源となる。また、マクロファージ、好中

球、ES 細胞や一部の幹細胞、癌細胞などは通

常酸素下でも解糖系を主なエネルギー産生

源にしていることが知られている(1、２)。

解糖系が関連する疾患は、溶血性貧血、癌、

免疫疾患、心不全、糖尿病など多岐にわたる

ことから、解糖系を制御することは臨床的に

も非常に重要である。解糖系酵素は 20 世紀

前半に同定され、解糖系の酵素反応自体は生

化学的に解明されており、現在ではin silico

での解糖系反応のシミュレーションも可能

になってきている。しかし、解糖系の各分子

の発現や活性がどのように制御されている

か、解糖系というシステム全体がどのような

細胞内・外のイベントと関連付けられている

か、細胞種による解糖系への依存度が何に規

定されているか、といった解糖系の制御レベ

ルでの研究はまだ道半ばである。 

 

２．研究の目的 

本研究では、酵母遺伝学等で良く用いられる

「合成致死」の概念と、解糖系と OXPHOS を

同程度利用してATP産生を行っている癌細胞

株の特性を応用し、癌細胞株を OXPHOS 阻害

剤 oligomycin 存在下で培養することで ATP

産生での解糖系依存状態を作り出し、その際

著しく生存・増殖が抑制される shRNA 配列を

同定することで解糖系に直接影響を与える

遺伝子を網羅的かつ効率よく同定し、同定さ

れた遺伝子の解糖系制御メカニズムと癌や

など疾患モデルでの解析を目指した。 

 

３．研究の方法 

ゲノムワイドshRNAライブラリースクリーニ

ング： 

肺癌細胞株 PC-8 にゲノムワイド shRNA ライ

ブラリーである GeneNet Human 50K siRNA 

Library (SBI) を導入したものを利用しスク

リーニングを行った。oligomycin をライブラ

リー導入細胞へ加え、3 日間培養する。この

培養細胞群と溶媒だけを加えたコントロー

ル培養細胞群から total RNA を回収し、逆転

写を行い、siRNA カセット部分を PCR で増幅

し Affymetrix U133+2 GeneChip Array で解

析を行った。 

 

４．研究成果 

肺癌細胞株PC-8にゲノムワイドsiRNAライブ

ラリーGeneNet Human 50K siRNA Library 

(SBI) を導入し、溶媒またはoligomycinを加

えた状態で細胞を3日間培養後、細胞群から

total RNAを回収し、逆転写を行い、siRNAカ

セット部分をPCRで増幅しArray解析を行った。

その結果、19の候補遺伝子のshRNA配列が

oligomycin存在下で培養した細胞で変化して

いた。アレイ解析で選出された解糖系制御候

補遺伝子に対して、再度shRNAを導入してノッ

クダウン細胞を作製し、oligomycin存在下で

の培養を行った結果、5種類の遺伝子で再現が

とれた。5種類の遺伝子のうち1種類はメカニ

ズムが予想される代謝酵素であったが、他の4

種類の遺伝子については代謝との関係が報告

されていないことから、これら遺伝子の代謝

への役割を解明することで新たな代謝制御機

構が明らかになると考えられた。これら4遺伝

子のうち、RNF126が先行研究で酸素分圧依存

的に細胞増殖を制御する遺伝子として同定さ

れていたことから(3)、RNF126とミトコンドリ

ア機能について研究を進めた。 

まず、ヒト乳がん細胞株MDA-MB-231細胞で

RNF126をノックダウンした際のメタボローム

解析を行ったところ、通常培養下では大きな



変化は見られなかったが、浮遊培養下でTCA

サイクルの代謝産物の低下が観察された。そ

こで、解糖系機能とミトコンドリア機能に着

目してさらに解析を進めた結果、RNF126ノッ

クダウンにより糖消費量は変化が見られない

にも関わらず、解糖系最終代謝産物の乳酸産

生の上昇、ミトコンドリアでの酸素消費およ

びATP産生の低下が観察され、これらの表現型

は浮遊培養下で強まることが明らかとなった。

続いて、RNF126の代謝制御のメカニズムの解

析を行った結果、RNF126が、解糖系とミトコ

ンドリアのTCAサイクルへの代謝フラックス

の制御に関わるpyruvate dehydrogenase 

kinase (PDK)の分解を促進するユビキチンリ

ガーゼであることを明らかにした。 

RNF126について、造腫瘍能に対する影響を

評価した結果、RNF126をノックダウンした乳

癌細胞株MDA-MB-231、肺癌細胞株A549では、

解糖系・TCAサイクルへのフラックス異常を反

映して、造腫瘍能が低下し、がん細胞のアポ

トーシスが促進することが明らかとなった。

また、がんで亢進していることが知られるERK

シグナルがRNF126の発現を促進していること

を明らかにした。 

 続いて、ヒト臨床検体におけるRNF126の発

現についてデータベースを用いた解析を行っ

た。Oncomineデータベースを用いた解析から、

乳腺正常組織に比べ、乳がん組織でRNF126の

発現が上昇していた。Prognoscanデータベー

スを用いた解析からRNF126の発現が高い乳癌

患者群では遠隔転移無し生存期間の低下が確

認された。これらの結果から、RNF126はヒト

の乳がんで高発現し、乳癌の転移に関わるこ

とが明らかとなった。 

以上の結果から、RNF126ががんで亢進してい

るERKシグナルの標的分子であり、エネルギー

代謝を制御することでの乳がんの悪性化に関

わることが明らかとなった(4)。 
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