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はじめに

現在、我が国の死亡原因の第一位は癌であり、毎年約30万人を超す人が亡くなっている。癌治療

法として、手術や放射線治療と並んで、近年、化学療法が急速に発展しており、癌細胞特有の分子

を標的とした重篤な副作用の比較的少ない分子標的薬が臨床で用いられるようになっている。しか

し、まだ十分とは言えず、新規制癌剤の開発及び新たな癌治療法の確立が急務となっている。その

一方で、最近、癌発症を先制的に予防する予防医療のための制癌性天然物、生薬等の成分分析が進

められている。

チョコレートの主原料であるカカオ豆に

は、種々のポリフェノールが豊富に含まれて

おり、様々な生理活性を有することから、健

康増進に寄与していると考えられている（図

1）。私共はこれまでに、カカオ由来リグニン

配糖体（CLG）に癌ウイルス遺伝子の発現を

抑制することによる制癌作用があることを見

出している。また、最近、カカオリグニン配

糖体が癌細胞に特異的に発現しているグリオ

キサラーゼI（GLOI）を阻害し、アポトーシ

スを誘導することも見出した。このGLOIは、解糖系に依存したエネルギー代謝をする癌細胞に高

発現しており、代謝副産物として生成される有害なメチルグリオキサール（MG）を解毒するシス

テムの律速酵素である。多くの癌細胞は、好気的（酸素存在下）な条件でも、ミトコンドリアにお

けるTCAサイクルに共役した電子伝達系－酸

化的リン酸化（呼吸鎖）系よりは、解糖系を

亢進させてATP産生をするように代謝リプロ

グラミングを起こしている。この現象は、

Warburg効果として知られている（図2）1。

この様な解糖系に依存したエネルギー代謝で

は、代謝副産物としてMGが生成され、タン

パク質やDNA、RNAを非可逆的に修飾して

アポトーシスを誘導するため、癌細胞では、

GLOシステムを亢進させてMGを無毒化する

必要がある2―4。このことから、GLOIの特異
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図 1 カカオ成分の新しい生理活性

図2 癌細胞におけるエネルギー代謝
リプログラミング（Warburg効果）
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的阻害剤は、癌細胞選択的にMGを蓄積させ

てアポトーシスを誘導する、という新規メカ

ニズムによる制癌剤の開発が注目されている

（図3）5―9。

本研究では、カカオリグニン配糖体の制癌

効果について、GLOI阻害活性と癌細胞に対す

るアポトーシス誘導作用の視点から紹介する。

１．GLOI阻害剤CLGの特性

これまでに、報告されているGSH誘導体型

GLOI阻害剤10，11は、GLOI特異性が低いこと、

及びGSHがもつペプチド骨格が膜透過性・吸

収性・安定性に影響を与えることから、制癌

剤開発のリード化合物としては不適切であり、

臨床応用は困難となっている。当研究室では、

in silico手法を用いて従来のGSH誘導体とは異

なる新規骨格GLOI特異的阻害剤TLSC702及

びCLGを見出している（図4）12。これらは、

既存の阻害剤として知られているGSHアナロ

グ（BPHC-GSH）より強い阻害効果を示した。

しかし、両者共に、in vitroでのGLOI阻害能

は強いものの、細胞レベルでのアポトーシス

誘導には高い濃度を必要とした（図4）。その

理由の一つとして、癌細胞はGLOIを阻害され

るとMGの蓄積を回避するために、解糖系優

位なエネルギー代謝からTCAサイクル（ミト

コンドリア呼吸）優位になるような「代謝シ

フト」を起こし、抵抗性を示す可能性がある

のではないかと考えられる（図5）。

本研究では、GLOI阻害剤とTCAサイクル

優位への代謝シフトを抑制する薬剤との併用

処理を行うことにより、効果的な制癌効果が

得られるのではないかという作業仮説を立て

た。GLOI阻害剤と併用する薬剤の標的分子

としては、解糖系からTCAサイクルをつなぐピルビン酸を生成する癌細胞特異的な代謝酵素であ

るPyruvate kinase M2（PKM2）に着目した13―17。つまり、GLOI阻害とともにPKM2も阻害するこ

とで、TCAサイクル優位への代謝シフトを抑止し、解糖系優位に留めることによって、MG蓄積－

アポトーシス誘導メカニズムによる、より効率的な制癌効果が得られるのではないかというシナリ

オである。

図3 メチルグリオキサールによるアポトー
シス誘導とグリオキサラーゼシステム

図4 CLGによるGLOI阻害と細胞増殖抑制

図 5 CLG処理による代謝シフト
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２．GLOI阻害剤CLG処理による癌細胞のエネルギー代謝シフト

まず、癌細胞がCLG処理によってエネルギー産生を解糖系優位からTCAサイクル(ミトコンドリ

ア呼吸)優位になるような代謝シフトを起こすか否かを解析した。用いた培養細胞は、ヒト非小細

胞肺癌細胞株で、GLOIを高発現しているNCI-H522細胞である。この細胞にCLGを72時間処理した

際の培養液中のグルコース量、及び乳酸量の変化をそれぞれGlucose assay法及びLactate assay法

により測定した。その結果、CLGを100μg/ml処理した細胞の培養液中のグルコース量の増加、及

び乳酸量の減少がみられた（グルコース消費量約60％低下、乳酸産生量約20％低下）。これらの結

果は、GLOI阻害剤処理により、癌細胞が解糖系を抑制し、TCAサイクル優位となる代謝シフトを

起こすことを示唆する。この回避機構によって、癌細胞は、GLOIが阻害されると亢進している解

糖系を抑制し、MGの産生を抑制してアポトーシス誘発を免れることによって、抵抗性を示すと考

えられる。

３．GLOI阻害剤と代謝シフト阻害剤の併用効果

癌細胞は、GLOIを阻害されると、エネルギー代謝を解糖系からTCAサイクル優位へとシフトす

ることから、この代謝シフトを抑制すれば、GLOI阻害によるアポトーシス誘発機構としての制癌

効果を高めることができると予測される。そこで、併用剤の標的分子として、癌細胞に特異的であ

り解糖系の最終段階であるホスフォエノールピルビン酸をピルビン酸に変換してTCAサイクルを

回す酵素であるPKM2に着目した13―17。NCI-H522細胞でのPKM2発現量をWestern blottingにより

解析したところ、正常細胞では主にPKM1が発現しているのに対して、NCI-H522細胞ではPKM1に

対して、PKM2の発現量が約15倍高いことが判明した。よって、GLOI阻害剤と併用する薬剤の標

的分子として、癌細胞特異的なPKM2に決定した。

PKM2阻害剤としては、shikonin（IC50＝0.3μM）を用いることにした18。まず、shikoninを併用

処理する際の濃度を決めるために、NCI-H522細胞に72時間単剤処理し、細胞生存率への影響を

WST assay法により解析した。その結果、0.3μMまで高い細胞生存率（≧80％）を維持し、EC50

は0.5μMであった。このことより、TLSC702との併用処理に用いるshikonin濃度は、0.3μMとした。

NCI-H522細胞にCLG（0, 30, 100μg/ml）とshikonin（0, 0.3μM）とを72時間併用処理した際の

細胞増殖への影響を、トリパンブルー色素排除法により解析した。CLG単剤処理とCLGとshikonin

との併用処理で生細胞数の割合を比較したところ、併用処理によりCLGの濃度依存的に細胞増殖が

顕著に抑制された。

さらに、NCI-H522細胞にCLG（0, 30, 100μ

g/ml）とshikonin（0, 0.3μM）を72時間併用

処理した際の細胞死への影響をトリパンブル

ー色素排除法により解析した。CLG単剤処理

群とshikoninとの併用処理群で死細胞数の割合

を比較したところ、併用処理によりCLGの濃

度依存的に死細胞の割合が増加し、PARPの限

定分解も見られることからアポトーシスが誘

導されることが判明した (細胞死誘導率：単剤

処理群、約10％、併用処理群：約40％）（図6）。
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図6 CLGとPKM２阻害剤shikoninとの
併用によるアポトーシス誘導増強効果
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おわりに

本研究で見出されたGLOI阻害剤CLGは、in vitroでのGLOI阻害能は強いものの、細胞レベルでの

アポトーシス誘導能は高い濃度を必要とする。また、癌細胞はGLOIを阻害されるとMGの蓄積を回

避するために、これまでの解糖系優位なエネルギー代謝からTCAサイクル優位となる「代謝シフ

ト」を起こす、という重要な知見が得られた。そこで、解糖系とミトコンドリア呼吸をつなぐ癌細

胞特異的な代謝酵素PKM2に着目し、PKM2

阻害剤との併用効果を検証した。その結果、

予測通りPKM2の特異的阻害剤である

shikoninをCLGと併用すると、癌細胞の増殖

が強く抑制され、細胞死も誘発されることが

明らかとなった。この結果は、PKM2阻害剤

がピルビン酸生成を阻害し、TCAサイクルの

利用を抑止させ、エネルギー産生を解糖系優

位に留めることで、GLOI阻害剤によるMG蓄

積―アポトーシス誘導メカニズムによる制癌

作用がより効果的に発揮されることを示唆す

る（図7）。

本研究により、Warburg効果のような「代謝リプログラミング」を起こした癌細胞は、細胞内外

のさまざまな変化が起こると、それに応じてエネルギー代謝経路をシフトすることが明らかとなり、

一つの代謝経路を阻害しただけでは他の代謝経路を利用して生存してしまう可能性が生じることが

示唆される。よって、変化する癌細胞の回避代謝経路を明らかにし、その「代謝シフト」を担う重

要な分子群を標的とする分子標的薬を組み合わせた新たな併用療法の確立が有効な癌化学療法の開

発につながると考えられる。また、本研究により見出されたCLGは、特徴的な構造を有することか

ら、その部分構造解析から新規GLOI阻害剤を設計するための母核構造を同定できる可能性がある。

そればかりでなく、CLG自身が予防医薬としての重要な素材となる得ることも考えられる。今後、こ

のような新しいコンセプトと分子設計から、新規癌併用化学療法及び予防医薬の開発が期待される。
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