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メラノーマはメラニン色素を作り出すメラノサイトががん化する悪性腫瘍で

ある。イヌの口腔内メラノーマは全口腔内悪性腫瘍の 14.4-45.5% と最も多く認

められ，特に老齢の小型犬，ダックスフンド，プードル，スコティッシュテリア，

ゴールデンレトリバーでの発症が多い (Bergman et al., 2013)。局所浸潤，リンパ

節転移や主に肺への遠隔転移も早く，遠隔転移の割合は 59-74% がリンパ節，17-

51%は肺に認められたと報告されている (Bostock et al., 1979)。また，無治療の生

存期間は 2ヶ月未満と報告されている (Isabelle et al., 2013) ため，治療には化学

療法，放射線療法，外科手術などが施されているが，放射線治療での中央生存期

間は約 5.3ヶ月〜11.9ヶ月であり，顎骨切除などの侵襲的な外科手術を行っても

約 9ヶ月と非常に短い (Todoroff et al., 1979)。外科治療単独では術後の 1年生存

率は 25% 未満である (Tuohy et al., 2014)。化学療法は奏功率が約 30%であり，

カルボプラチンと放射線療法の併用で中央生存期間は 286 日であると報告され

ている (Rassnick et al.,2001)。他に様々な化学療法剤が用いられているが，明ら

かな有効性は認められていない。アメリカでは，効果は限定的であるが，ステー

ジⅡ とⅢ の口腔内メラノーマへの DNA ワクチンを用いた治療が行われている

が，日本では認可されていない。そのため，イヌ口腔内メラノーマは予後が非常

に悪い腫瘍とされている。そのため，獣医療において，イヌメラノーマ治療に対

する新たな戦略が必要である。 

哺乳類の細胞にとってグルコースは主要なエネルギー源である。グルコース

は細胞内に取り込まれ，解糖系により細胞質でピルビン酸に代謝される。正常細

胞では，解糖系経由のピルビン酸は好気的環境下において，ミトコンドリア内に

輸送され，ピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体によってアセチルコエンザイム A 

(CoA) に酸化され，ATP産生の基質として代謝される。一方，腫瘍細胞では，酸
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素が十分存在している条件下においても，解糖系からエネルギーを得るグルコ

ース代謝にシフトする。このように正常細胞とは異なるグルコース代謝は，ワー

ルブルグ効果として知られており，腫瘍細胞の生存や増殖を助長すると考えら

れている (Pelicano et al., 2006; Koppenol et al., 2011; Lu et al., 2015)。 

グルコースの細胞内への輸送には細胞膜タンパク質であるグルコース輸送体

が必要である。Glucose transpotor (GLUT) は,糖輸送に関わる輸送体ファミリーの

１つであり，様々な細胞に発現が認められている。哺乳類には 14種類の GLUT

タンパク質が存在し，アミノ酸配列の相同性や構造から 3 クラスに分類されて

いる (Mueckler et al., 2013; Long et al., 2015)。クラス Iには GLUT1，GLUT2，

GLUT3，GLUT4および GLUT14が含まれ，グルコースに対して高い選択性があ

る。クラス IIには GLUT5，GLUT7，GLUT9および GLUT11が含まれ，グルコ

ースとフルクトースに選択性がある。Class Ⅲには，GLUT6，GLUT8，GLUT10，

GLUT12 および GLUT13 （HMIT としても知られている）が含まれるが，まだ

機能が十分解明されていない部分もある (Thorens et al., 2010)。 

本研究では，イヌメラノーマ治療に結び付けることを目的とし，イヌ口腔内メ

ラノーマ細胞の細胞増殖能に対するグルコース代謝とGLUTの関与を検討した。 

第 2章は，グルコースアナログである 2-deoxy-D-glucose (2-DG) を用いて，イ

ヌメラノーマ細胞における細胞増殖能に対するグルコース代謝の関与を検討し

た。2-DG処理をしたイヌメラノーマ細胞において，グルコース消費，乳酸分泌

およびグルコースの取り込みを測定し，細胞増殖能との関連を検討した。 

第 3章は，GLUT阻害剤であるWZB−117を用いて，イヌメラノーマ細胞にお

ける細胞増殖能に対するグルコース輸送の関与を検討した。WZB−117処理をし

たイヌメラノーマ細胞において，グルコース消費，乳酸分泌およびグルコースの

取り込みを測定し，細胞増殖能との関連を検討した。 
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第 4 章は，第 3 章で得られた GLUT 阻害剤である WZB−117 の結果を基に，

イヌメラノーマ細胞における GLUT アイソフォーム発現とその機能の検討を行

った。イヌメラノーマ細胞における GLUTアイソフォームの mRNA発現を Real-

time PCRで検討し，また，タンパク質発現を，特異抗体を用いた western blot法

により検討した。さらに，イヌメラノーマ細胞に発現する GLUT アイソフォー

ム発現を siRNA導入により抑制し， グルコース消費，乳酸分泌およびグルコー

スの取り込みを測定し，GLUTとの機能と細胞増殖能との関連を検討した。 
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グルコースアナログによるイヌメラノーマ細胞の増殖抑制 
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2.1 緒言 

イヌ口腔内メラノーマは犬の口腔内で最も多く発生し，最も悪性度や死亡率

の高い腫瘍の１つである。高齢犬に多く認められ，罹患した犬の平均年齢は約 9-

12歳である (Putnová et al., 2020)。現在，イヌ口腔内メラノーマは有効な治療法

が無く，予後不良であることが知られている。メラノーマは腫瘍の中でも細胞増

殖の速度が早く，高頻度に転移する特徴がある。外科手術で 1 cmのマージンで

切除を行ったところ，7-10ヶ月の生存期間であると報告されている (Kosovsky et 

al., 1991; Sarowitz et al., 2017)。また，再発率は 22-48%と報告されている (Kosovsky 

et al., 1991; Wallace et al., 1992; Sarowitz et al., 2017)。 

グルコースは正常細胞においても，また，腫瘍細胞においても重要なエネルギ

ー源である。正常細胞においては，細胞内に輸送されたグルコースは解糖系にお

いて嫌気的にピルビン酸にまで代謝される。解糖系においては 1 分子のグルコ

ースから 2分子の ATPが産生される。好気的条件下で，ピルビン酸は続いてミ

トコンドリア内に輸送され，アセチル CoAに代謝され，クエン酸回路を経て電

子伝達系に入り，酸化的リン酸化による ATP産生に利用され，最終的には 1分

子のグルコースから 30 分子の ATP が産生される (Vander Heiden et al., 2009; 

Wilson, 2017)。 

一方，腫瘍細胞では正常細胞とは異なるグルコース代謝が認められる。腫瘍細

胞では好気的環境下においても解糖系が亢進し，グルコースを多く消費し乳酸

産生を行う特異的なグルコース代謝が亢進する (Pelicano et al., 2006)。これはワ

ールブルク効果といわれるものであるが，腫瘍の急速な進行はワールブルグ効

果と関連があると考えられている (Pelicano et al., 2006; Koppenol et al., 2011; Lu et 

al., 2015)。 

2-deoxy-D-glucose (2-DG) は，グルコースの 2-ヒドロキシ基が水素原子に置換
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されたグルコース誘導体である。2-DG は，グルコーストランスポーター 

(GLUT) を利用して細胞内に取り込まれると， 解糖系酵素のヘキソキナーゼに

より 2-DG-6-リン酸 (2-DG-6-P) にリン酸化される。2-DG-6-Pは非代謝物なので，

細胞内に蓄積される (Wick et al., 1957; Chen et al., 1992)。このことから，2-DGは

解糖系阻害剤として代謝研究に用いられている (Bertoni, 1981; Kurtoglu et al., 

2007a; 2007b; Ralser et al., 2008; Giammarioli et al., 2012; Zhang et al., 2014)。 

本章では，イヌメラノーマ細胞の細胞増殖におけるグルコース代謝の関与を

明らかにすることを目的とし，細胞増殖能に対する 2-DGの効果を検討した。 

 

 

2.2 材料と方法 

2.2.1 材料 

イヌメラノーマ細胞 (MCM-N1 細胞株) は DS ファーマバイオメディカル

（Osaka, Japan）から購入した。また，KMeCおよび CMec-1 細胞株 (Inoue et al., 

2004; Yoshitake et al., 2017; Endo et al., 2019) は中川貴之先生（東京大学大学院農

学生命科学科）からの御厚意で提供された。Dulbecco’s modified Eagle medium with 

1 g/L glucose (DMEM-LG)，3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium 

bromide (MTT) 測定試薬， グルコース測定キット(glucose assay kit-WST)，乳酸

測定キット(lactate assay kit-WST) は Dojindo (Tokyo，Japan) から購入した。2-DG

はMerck (Darmstadt，Germany) から購入した。StatMate IV は ATMS (Tokyo， 

Japan)から購入した。trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 溶液は Roche 

(Mannheim，Germany)から購入した。CELLBANKER は Nippon Zenyaku Kogyo 

(Fukushima，Japan) から購入した。ウシ胎児血清 (FBS) は Wako Pure Chemical 

Industries，Ltd.  (Osaka, Japan) から購入した。 
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2.2.2 細胞培養 

イヌメラノーマ細胞は 37 ºC，5% の二酸化炭素下において 10% ウシ胎児血

清 (FBS) を添加した DMEM-LGに静置培養した。培養液は１週間に１回新鮮な

ものに交換した。90-95%の細胞培養密度に到達後，0.25% trypsin-EDTA処理にて

採取し，2 × 106 cells/500 μL の濃度で CELLBANKER 1 plus mediumに浮遊させ

て，冷凍貯蔵庫 (BICELL) にて-80 ºCで保存した。実験前に容器は BICELLか

ら移動し，37 ºCのウォーターバスに浸した。解凍された細胞懸濁液は遠心管に

10% FBSを含む DMEM-LG と遠心分離器で 300 g 3分遠心分離した。得られた

ペレットは10％FBSを含むDMEM-LGに懸濁し，75 cm2の培養フラスコに移し，

フラスコ当たり 1 × 106個となるよう播種し，凍結保存前と同じ条件で静置培養

した。細胞は約 90％まで細胞を増殖させ，0.25% trypsin-EDTA を使用し回収し

た。 

 

2.2.3 MTT assay 

細胞密度を 96ウェルのプレートに 3,000 cells/200 μLになるように播種した。

MTT assay試薬は濃度が 5 mg/mLになるようリン酸緩衝生理食塩水 (PBS) に溶

8解し，各 wellに 20 μLずつ加え，37 ºC，CO2 5％の条件下で１時間培養した。

培養後 PBSにて洗浄し，生成されたホルマザンを 0.04 M塩酸を含む 2プロパノ

ール 200 μL にて溶解した。その後，波長 570 nm の吸光度をプレートリーダー 

(Fluoroskan Ascent FL，Thermo Fisher Scientific K.K，Kanagawa，Japan) にて検出

した。 

 

2.2.4 グルコースおよび乳酸測定 
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細胞は 6ウェルプレートに 3 × 105 cells/mLの密度で播種した。細胞を 5 mM 

2-DG 存在下で 72 時間培養し，上清を回収した。培養上清中のグルコース濃度

および乳酸濃度をグルコース測定キット (glucose assay kit-WST，Dojindo) およ

び乳酸測定キット (lactate assay kit-WST，Dojindo) を用いて測定した。 

 

2.2.5 統計学的解析 

実験データは平均 ± 標準誤差として算出した。統計解析は，StatMate IVを用

いて実施した。タイムコースの実験データは二元配置分散分析を用いて解析し，

その他の実験データは paired t testを用いて解析した。 P値が 0.05よりも少ない

場合を統計的に有意とした。 

 

 

2.3 結果 

2.3.1 イヌメラノーマ細胞の増殖における 2-DGの効果 

最初に，イヌメラノーマ細胞の細胞増殖に対する 2-DG の効果を検討した。図

2-1a に示すように，イヌメラノーマ MCM-N1 細胞を 3 日間培養すると，2-DG

非存在下で認められた時間依存的な細胞増殖は，5 mM 2-DG存在下の培養では

有意に減少した。 

次に，イヌメラノーマ細胞の細胞増殖に対する 2-DGの効果の用量依存性を検

討した。2-DGの濃度を 0から 20 mMまで変化をさせてイヌメラノーマ細胞を 3

日間培養すると，図 2-1bに示すように，細胞増殖は 1.25 mMから 20 mMまで

2-DGの用量に依存した抑制が認められた。イヌメラノーマの異なる細胞株であ

る KMeCおよび CMec-1細胞においても，5 mM 2-DGは細胞増殖を有意に抑制

した（図 2-2）。 
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以上の結果から，イヌメラノーマ細胞の細胞増殖にはグルコース代謝が関わ

ることが示唆された。 

 

2.3.2 2-DG によるイヌメラノーマ細胞におけるグルコース消費と乳酸分泌の抑

制 

2-DG存在下で培養したイヌメラノーマ細胞において細胞増殖が抑えられたこ

とから，2-DGによるグルコース代謝の抑制が細胞増殖を抑制したと考えられる。

そこで，イヌメラノーマ細胞におけるグルコース消費と乳酸分泌に対する 2-DG

の効果を検討した。 

5 mM 2-DG存在下で 3日間培養したイヌメラノーマMCM-N1細胞におけるグ

ルコース消費を 2-DG 非存在下で培養した細胞と比べると，図 2-3a に示すよう

に 2-DGによる有意なグルコース消費の抑制が認められた。 

細胞内へ輸送されたグルコースは，最初に解糖系により代謝される。そこで，

解糖系の代謝物である乳酸分泌について検討した。図 2-3bに示すように，乳酸

分泌においてもグルコース消費と同様に，5 mM 2-DG存在下で 3日間培養した

MCM-N1細胞において，2-DG非存在下で培養した細胞と比べると，2-DGによ

る有意な抑制が認められた。イヌメラノーマの異なる細胞株である KMeC およ

び CMec-1細胞においても，5 mM 2-DGは細胞増殖を有意に抑制した (図 2-4)。 

以上の結果より，2-DGによるグルコース代謝の抑制がイヌメラノーマ細胞の

増殖抑制の原因となることが示唆された。 

 

2.4考察 

グルコースアナログの 1 つである 2-DG は，グルコースと同じように GLUT

を介して細胞内に取り込まれる。細胞内に取り込まれた 2-DGは，hexokinaseに



 
 

11 

よって 2-DG-6-リン酸 (2-DG-6-P) にリン酸化される。グルコースが細胞内に輸

送されると，hexokinaseによりグルコース 6-リン酸 (G-6-P) にリン酸化され，G-

6-Pはさらに，ホスホグルコースイソメラーゼにより異性化されてフルクトース

6-リン酸に代謝される (Wick et al., 1957; Chen et al., 1992)。しかし，2-DG-6-Pは

異性化の基質になるための 2-ヒドロキシ基を持たないため代謝されず，細胞内

に蓄積することになる。また，2-DGはホスホグルコースイソメラーゼを競合的

に，ヘキソキナーゼを非競合的に阻害することも報告されており，解糖系やグル

コース代謝系阻害剤として広く用いられている (Bertoni, 1981; Kurtoglu et al., 

2007a; 2007b; Ralser et al., 2008; Giammarioli et al., 2012; Zhang et al., 2014)。 

本章で示されたように，2-DGはイヌメラノーマ細胞の増殖を有意に抑制した。

さらに，2-DG処理されたイヌメラノーマ細胞においては，グルコース消費およ

び乳酸分泌が減少していた。これらのことから，イヌメラノーマ細胞において，

グルコース代謝，特に解糖系が多くの腫瘍細胞と同様に亢進しており，細胞増殖

に関わるものと考えられる。 

これまでに 2-DG は，種々のがん細胞におけるタンパク質の N-結合化グリコ

シル化 (N-linked glycosylation) を干渉し，小胞体ストレスとアポトーシスを引き

起こすことも報告されている (Kurtoglu et al., 2007a)。また，2-DGは正常細胞と

比べてグルコースの取り込みが旺盛となったがん細胞に優位に取り込まれるこ

とから，動物やヒトにおいて比較的安全で，毒性が低い薬物と考えられている 

(Kurtoglu et al., 2007b; Ralser et al., 2008; Stein et al., 2010; Giammarioli et al., 2012; 

Zhang et al., 2014)。これらのことから，2-DGはイヌメラノーマにおける治療薬

としての利用も可能性として考えられるが，使用する濃度が高いので，より強力

で安全性の高いグルコースアナログの開発も必要と思われる。 
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図 2-1. イヌメラノーマ細胞 (MCM―N1 細胞株) の細胞増殖における２-

デオキシ-D-グルコースの効果 

(a) イヌメラノーマ MCM-N1 細胞の細胞増殖の時間依存変化。MCM-N1 細

胞を 5 mM 2-deoxy-D-glucoose (2-DG) の存在下（closed circle）または非存在

下（open circle）で 0-3日間培養した。2-DG存在下で，細胞増殖は有意に抑制

された。 

(b) イヌメラノーマ MCM-N1 細胞の細胞増殖に対する 2-DG の用量依存変

化。MCM-N1細胞を 0-20 mM 2-DGの存在下で 3日間培養した。細胞増殖は

2-DGの用量に依存して有意に抑制された。 

結果は，3回の独立した実験結果の平均±標準誤差を示す。* 0日 (a) または

0 mM (b) の結果と比較して P <0.05。 
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図 2-2. イヌメラノーマKMeCおよびCMec-1 細胞 の細胞増殖における 2-

デオキシ-D-グルコースの効果 

イヌメラノーマ KmeC細胞 (a) および CMec-1 細胞 (b) を 5 mM 2-deoxy-D-

glucoose (2-DG) の存在下または非存在下で 3日間培養した。2-DG存在下で，

細胞増殖は有意に抑制された。 

結果は，3 回の独立した実験結果の平均±標準誤差を示す。* 0 日 の結果と

比較して P <0.05。 
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図 2-3. イヌメラノーマ MCM-N1 細胞におけるグルコース消費と乳酸分泌

に対する２-デオキシ-D-グルコースの抑制効果 

MCM-N1細胞を 5 mM 2-deoxy-D-glucoose (2-DG) の存在下または非存在下 3

日間培養し,グルコース消費 (a) および乳酸分泌 (b) を比較した。2-DG 存在

下で培養した細胞においては，グルコース消費および乳酸分泌共に有意に抑

制された。結果は，3回の独立した実験結果の平均±標準誤差を示す。* P <0.05。 
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図 2-4. イヌメラノーマKMeCおよびCMec-1 細胞 におけるグルコース消

費と乳酸分泌に対する２-デオキシ-D-グルコースの抑制効果 

KMeCおよび CMec-1 細胞 を 5 mM 2-deoxy-D-glucoose (2-DG) の存在下ま

たは非存在下 3日間培養し，グルコース消費 (a，c) および乳酸分泌 (b，d) を

比較した。KMeCおよび CMec-1 細胞 において，2-DG存在下で培養した細

胞においては，グルコース消費および乳酸分泌共に有意に抑制された。結果

は，3回の独立した実験結果の平均±標準誤差を示す。 * P <0.05。 
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第３章 

GLUT阻害剤によるイヌメラノーマ細胞の増殖抑制と 

グルコース代謝 
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3.1 緒言 

グルコースは哺乳類において重要なエネルギー源である。生体を構成する

様々な細胞は，グルコースを取り込み，好気的環境下において酸化的リン酸化に

よりたくさんの ATP を産生し，それを利用して機能を営んでいる (Mitchell et 

al., 1961)。一方，腫瘍細胞では，好気的環境下においても，細胞内に取り込まれ

たグルコースは嫌気的代謝経路である解糖系により必要な ATP産生を行う。こ

の腫瘍細胞に特有な好気的な解糖はワールブルク効果と呼ばれ，解糖系の代謝

産物である乳酸産生が亢進する (Adekola et al., 2012)。 

グルコースは極性を持っているため細胞内外に濃度差があっても細胞膜を通

過できない。そのため，細胞内へのグルコース輸送は細胞膜に存在する膜タンパ

ク質であるグルコース輸送体を介して細胞外のグルコースを細胞内へ輸送する。

哺乳類においてグルコースを含む糖の輸送体は促進性グルコーストランスポー

ターファミリーである GLUT と，ナトリウムイオンの濃度勾配を利用しグルコ

ースとナトリウムを能動的に同時輸送する共輸送体である SGLT ファミリーの

2つのタイプに分類される (Thorens et al., 2010; Mueckler et al., 2013)。多くの腫

瘍細胞においては，GLUTが細胞内へのグルコース輸送に関わり，腫瘍の生存や

増殖に関わることが報告されている (Calvo et al., 2010)。 

第 2章では，イヌメラノーマ細胞においてグルコースアナログである 2-deoxy-

D-glucose (2-DG)を用いて，イヌメラノーマ細胞の増殖にグルコース代謝が必須

であることを明らかにした。本章では，イヌメラノーマ細胞の増殖におけるグル

コーストランスポーターの役割を明らかにすることを目的とし，イヌメラノー

マ細胞の増殖能に対する GLUT阻害剤であるWZB-117の効果を検討した。 
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3.2材料と方法 

3.2.1 材料 

イヌメラノーマ細胞 (MCM-N1 細胞株) は DS ファーマバイオメディカル

(Osaka, Japan) から購入した。また，KMeCおよび CMec-1 細胞株 (Inoue et al., 

2004; Yoshitake et al., 2017; Endo et al., 2019) は中川貴之先生（東京大学大学院農

学生命科学科）からの御厚意で提供された。The Dulbecco’s modified Eagle medium 

with 1 g/L glucose (DMEM-LG) ， 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-

tetrazolium bromide (MTT) 測定試薬， グルコース測定キット(glucose assay kit-

WST)，乳酸測定キット(lactate assay kit-WST)は Dojindo (Tokyo， Japan) から購

入した。WZB-117はMerck (Darmstadt，Germany) から購入した。StatMate IV は

ATMS (Tokyo，  Japan)か ら 購 入 し た 。 2-NBDG (2-deoxy-2-[(7-nitro-2,1,3-

benzoxadiazol-4-yl)amino]-D-glucose) は Peptide Institute Inc (Osaka，Japan) から購

入した。trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 溶液は Roche (Mannheim， 

Germany)から購入した。CELLBANKER は Nippon Zenyaku Kogyo (Fukushima，

Japan) から購入した。 

 

3.2.2 細胞培養 

第 2 章での記載と同様に，イヌメラノーマ細胞は 37 ºC，5%の二酸化炭素下

において 10% ウシ胎児血清 (FBS) を添加した DMEM-LGに静置培養した。培

養液は１週間に１回新鮮なものに交換した。90-95%の細胞培養密度に到達後，

0.25% trypsin-EDTA処理にて採取し，2 × 106 cells/500 μL の濃度でCELLBANKER 

1 plus mediumに浮遊させて，冷凍貯蔵庫(BICELL) にて-80 ºCで保存した。実

験前に容器は BICELLから移動し，37 ºCのウォーターバスに浸した。解凍され

た細胞懸濁液は遠心管に 10% FBSを含む DMEM-LG と遠心分離器で 300 g 3分



 
 

19 

遠心分離した。得られたペレットは 10％FBS を含む DMEM-LG に懸濁し， 75 

cm2の培養フラスコに移し，フラスコ当たり 1 × 106個となるよう播種し，凍結

保存前と同じ条件で静置培養した。細胞は約 90％まで細胞を増殖させ，0.25% 

trypsin-EDTAを使用し回収した。 

 

3.2.3 MTT assay 

細胞増殖能も第 2 章と同様に MTT assay を用いて測定した。細胞密度を 96

ウェルのプレートに 3,000 cells/200 μLになるように播種した。MTT assay試薬は

濃度が 5 mg/mLになるようリン酸緩衝生理食塩水(PBS) に溶解し，各 wellに 20 

μLずつ加え，37 ºC，CO2 5%の条件下で 1時間培養した。培養後 PBSにて洗浄

し，生成されたホルマザンを 0.04 M塩酸を含む 2プロパノール 200 μLにて溶解

した。その後，波長 570 nmの吸光度をプレートリーダー (Fluoroskan Ascent FL，

Thermo Fisher Scientific K.K，Kanagawa，Japan) にて検出した。 

 

3.2.4グルコースおよび乳酸測定 

細胞は 6ウェルプレートに 3 × 105 cells/mLの密度で播種した。細胞を 60 μM 

WZB-117存在下で 3日間培養し，上清を回収した。培養上清中のグルコース濃

度および乳酸濃度は第 2 章と同様に市販のキットを用いて測定した。 

 

3.2.5 2-NBDG uptake assay 

グルコースの細胞内への取り込みは蛍光指示薬である 2-NBDG を用いて測定

した。細胞は 35 mmのガラス底面容器に 3 × 105 cells/mLの密度で播種した。細

胞を 60 μM WZB-117 存在下で 24 時間培養した。2-NBDG は 10%FBS を含む

PBS で溶解し，50 μM の濃度に調整した。 1 mL の 2-NBDG 試薬にて細胞を 
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37 ℃，CO2 5% の条件下で 30分培養した。培養後に細胞を PBSで洗浄し，4% 

パラフォルムアルデヒドにて 15分間固定した。蛍光シグナルは共焦点レーザー

顕微鏡 (LSM-510，Carl Zeiss AG，Oberkochen，Germany) を使用し，励起波長と

蛍光波長はそれぞれ 465 nmと 540 nmを用いて視覚化した。  

  

3.2.6 統計学的解析 

実験データは平均 ± 標準誤差として算出した。統計解析は，StatMate IVを用

いて実施した。時間依存性の実験データは二元配置分散分析を用いて解析し，そ

の他の実験データは paired t testを用いて解析した。 P値が 0.05よりも少ない場

合を統計的に有意とした。 

 

 

3.3結果 

3.3.1 イヌメラノーマ細胞の増殖における GLUT阻害剤の効果 

好気的環境下において，解糖系による ATP産生（ワールブルグ効果）はがん

細胞の細胞増殖において重要であり，細胞膜における GLUT を介して輸送する

グルコースは解糖系の律速段階と考えられている。そこで，イヌメラノーマの細

胞増殖に対する GLUT阻害剤であるWZB-117の効果を検討した。イヌメラノー

マMCM-N1細胞をWZB-117 60 μM で処理し，3日間培養したところ， 図 3-1a

に示すように，2から 3日目にWZB-117で処理したMCM-N1細胞の細胞増殖に

有意な抑制が認められた。 WZB-117の濃度を 0-60 μMと変化をさせた 3日間培

養したところ，MCM-N1細胞の増殖に対するWZB-117の抑制効果は用量に依存

していた (図 3-1b)。イヌメラノーマの異なる細胞株である KMeCおよび CMec-
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1 細胞においても，WZB-117 による細胞増殖の有意な抑制が認められた (図 3-

2)。 

以上の結果より，GLUT阻害剤WZB-117はイヌメラノーマ細胞の細胞増殖抑

制効果を有することが確認された。 

 

3.3.2 GLUT 阻害剤 WZB-117 によるイヌメラノーマ細胞のグルコース消費と乳

酸分泌の抑制 

前節で観察された WZB-117 による増殖抑制は,WZB-117 によるグルコースの

細胞内への輸送の抑制が考えられることから，イヌメラノーマ細胞におけるグ

ルコース消費と乳酸分泌に対するWZB-117の効果を検討した。 

イヌメラノーマ MCM-N1 細胞を WZB-117 60 μM 3 日間処理した後に細胞の

グルコース消費を測定すると，図 3-3aに示すように，WZB-117は有意にグルコ

ース消費を抑制した。同時に，解糖系の代謝物である乳酸の分泌を測定すると，

図 3-3bに示すように，WZB-117処理したMCM-N1細胞では非処理細胞に比べ，

乳酸分泌は有意に抑制された。イヌメラノーマの異なる細胞株である KMeC お

よび CMec-1細胞においても，図 3-4に示すように，60 μM WZB-117はグルコー

ス消費 (a，c) および乳酸分泌 (b，d)を有意に抑制した。 

以上のことから，イヌメラノーマ細胞において GLUT阻害剤WZB-117により

グルコースの取り込みが減少し，基質の不足により解糖系による代謝が抑制さ

れ，乳酸分泌が減少したと考えられる。 

 

3.3.3 イヌメラノーマ細胞におけるグルコース取り込みのWZB-117による抑制 

WZB-117 による効果が細胞へのグルコースの取り込み阻害によるものである

ことを確認するため，グルコースに蛍光分子が結合した 2-NBDG (Yoshioka et 
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al.,1996)を用いて，イヌメラノーマ MCM-N1 細胞へのグルコースの取り込みを

検討した。図 3-5に示すように，WZB-117処理した細胞においては， 非処理細

胞と比較して，グルコース取り込みが有意に減少することが確認された。イヌメ

ラノーマの異なる細胞株である KMeCおよび CMec-1細胞においても，WZB-117

によるグルコース取り込みの有意な抑制が認められた (図 3-6)。 

以上の結果より，GLUT阻害剤WZB-117はイヌメラノーマ細胞へのグルコー

スの取り込みを抑制することが確認された。 

 

 

3.4 考察 

WZB-117 は細胞膜表面の糖結合部位に可逆的に結合し，糖の輸送を阻害する

GLUTの阻害剤である (Liu et al., 2012; Pliszka et al., 2021)。本章では，WZB-117

で処理したイヌメラノーマ細胞では細胞増殖が抑制されることを示した。以前

に，肉腫ウィルスに感染させた線維芽細胞が悪性に細胞変化する過程において，

グルコースの取り込みが上昇することが報告されており，このようなグルコー

ス輸送の増加はGLUTの過剰発現によるものと考えられている (Hatanaka, 1974)。

WM3221，Mel-IM，SbCl2などのヒトメラノーマ細胞では，GLUT阻害剤の処理

により用量依存的にグルコース消費に伴って細胞増殖が抑制されたと報告され

ている (Koch et al., 2015)。本研究においても，実際にWZB-117はグルコースの

輸送を抑止し，WZB-117 処理をした細胞においては，グルコース消費および乳

酸分泌が減少した。第 2 章で明らかにされたように，イヌメラノーマ細胞の増

殖には解糖系におけるグルコース代謝が重要であることから，GLUT の阻害が

基質としてのグルコース供給を抑えた結果，解糖系が抑制され，細胞増殖抑制効

果がもたらされたと考えられる。また，WZB-117 の効果は，GLUT を介した細
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胞膜におけるグルコース輸送が，解糖系へのグルコース供給系としての律速段

階にあることを示唆している。これらの結果は，イヌメラノーマにおいて GLUT

は抗腫瘍治療のターゲットになる可能性があると考えられる。 
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図 3-1. イヌメラノーマ細胞 (MCM-N1 細胞株) の細胞増殖における

GLUT阻害剤WZB-117の効果 

(a) イヌメラノーマ MCM-N1 細胞の細胞増殖の時間依存変化。MCM-N1 細

胞を 60 μM WZB-117 の存在下 (closed circle) または非存在下 (open circle) で

0-3日間培養した。WZB-117存在下で，細胞増殖は有意に抑制された。 

(b) イヌメラノーマMCM-N1細胞の細胞増殖に対するWZB-117の用量依存

変化。MCM-N1細胞を 0-60 μM WZB-117の存在下で 3日間培養した。細胞増

殖はWZB-117の用量に依存して有意に抑制された。 

結果は，3回の独立した実験結果の平均±標準誤差を示す。* 0日 (a) または

0 mM (b) の結果と比較して P <0.05。 
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図 3-2. イヌメラノーマ KMeC および CMec-1 細胞の細胞増殖における

GLUT阻害剤WZB-117の効果 

イヌメラノーマ KmeC細胞 (a) および CMec-1 細胞 (b) を 60 μM WZB-117 

の存在下または非存在下で 3日間培養した。WZB-117存在下で，細胞増殖は

有意に抑制された。 

結果は，3 回の独立した実験結果の平均±標準誤差を示す。* 0 日 の結果と

比較して P <0.05。 
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図 3-3. イヌメラノーマ MCM-N1 細胞におけるグルコース消費と乳酸分泌

に対する GLUT阻害剤WZB-117の抑制効果 

MCM-N1細胞を 60 μM WZB-117 の存在下または非存在下 3日間培養し,グル

コース消費 (a) および乳酸分泌 (b) を比較した。WZB-117存在下で培養した

細胞においては，グルコース消費および乳酸分泌共に有意に抑制された。結

果は，3回の独立した実験結果の平均 ± 標準誤差を示す。* P <0.05。 
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図 3-4. イヌメラノーマKMeCおよびCMec-1 細胞 におけるグルコース消

費と乳酸分泌に対するWZB-117の抑制効果 

KMeCおよび CMec-1 細胞 を 60 μM WZB-117の存在下または非存在下 3日

間培養し，グルコース消費 (a，c) および乳酸分泌 (b，d) を比較した。KMeC

および CMec-1 細胞 において，WZB-117存在下で培養した細胞においては，

グルコース消費および乳酸分泌共に有意に抑制された。結果は，3回の独立し

た実験結果の平均 ± 標準誤差を示す。 * P <0.05。 



 
 

28 

 

 

 

図 3-5. イヌメラノーマMCM-N1 細胞におけるグルコース (2-NBDG) 取り

込みに対するWZB-117による抑制 

MCM-N1細胞 を 60 μM WZB-117の存在下または非存在下で 24時間培養後，

2-NBDGを 30分間取り込ませ，蛍光強度を共焦点レーザー顕微鏡にて測定し

た。WZB-117の存在下または非存在下での代表的な蛍光画像(a)と，画像より

得られた蛍光強度を数値化した結果(b)を示す。WZB-117存在下で培養した細

胞においては，グルコースの取り込みは有意に抑制された。(b) 結果は，3回

の独立した実験結果の平均 ± 標準誤差を示す。 * P <0.05。 
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図 3-6. イヌメラノーマ KMeC および CMec-1 細胞 におけるグルコース 

(2-NBDG) 取り込みに対するWZB-117による抑制 

KMeC および CMec-1 細胞を 60 μM WZB-117 の存在下または非存在下で 24

時間培養後，2-NBDGを 30分間取り込ませ，蛍光強度を共焦点レーザー顕微

鏡にて測定した。WZB-117存在下で培養した細胞においては，グルコースの

取り込みは有意に抑制された。 
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第４章  

イヌメラノーマ細胞における GLUTアイソフォーム発現と 

グルコース代謝 
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4.1 緒言 

グルコーストランスポーター (GLUT) は，12回膜貫通型のタンパク質である。

促進拡散型輸送を行うタンパク質のスーパーファミリーに属し，グルコースを

含む糖輸送を担っている (Karlish et al., 1972; Uldry et al., 2004; Thorens et al., 2010)。

ヒトにおいては，GLUT には現在 14 種類のアイソフォームが知られており，

SLC2A1~SLC2A14 の遺伝子によりそれぞれエンコードされる (Karlish  et al., 

1972)。14種類の GLUTは大きく Class I ~ III の 3つに分類されている (Karlish  

et al., 1972; Basketter et al., 1978)。Class Iには GLUT1，GLUT2，GLUT3，GLUT4

および GLUT14が，Class Ⅱには GLUT5，GLUT7および GLUT9が，Class Ⅲに

は GLUT6，GLUT8，GLUT10，GLUT12および GLUT13がそれぞれ含まれるが，

ClassII と ClassIIIの GLUTに関してはまだ余り研究が進んでいない。 

ClassII分類される GLUT1，GLUT2，GLUT3および GLUT4については，発現

臓器とグルコース代謝調節との関連が報告されている。GLUT1は全身の組織に

広く発現が認められ，グルコースの流入の Km値は低い (~2 mM) ことからすべ

ての細胞における基本的なグルコース輸送や貯蔵に関与すると考えられている  

(Sen et al., 1962; Karlish  et al., 1972; Basketter et al., 1978) 。GLUT2は膵臓，肝臓，

腎臓および小腸に発現しており，グルコースに対する Km 値が 20 mM と高く，

インスリン依存性のグルコース取り込みに関与している (Mueckler et al., 2013)。

GLUT3は主に脳，精巣，胎盤に発現しし，Km値が 1-2 mMと低く，グルコース

代謝に関わる (Maher et al., 1992; Burant et al., 1994; Boileau et al., 1995; Hauguel-de 

Mouzon et al., 1997)。GLUT4は脂肪組織，心臓や横紋筋に発現し，インスリンに

依存して速やかなグルコース輸送調節がなされる (Bell et al., 1990; Mueckler, 

2001; Xing et al., 1998) 。GLUT14は GLUT3のバリアントで，ゲノム重複が認め

られ，機能も類似していると推測されているが，詳細については不明な点が多い。 
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グルコースは哺乳動物の細胞にとって重要なエネルギー源である。正常細胞

では細胞内に輸送されたグルコースは，解糖系からクエン酸回路を経て電子伝

達系に入り，酸化的リン酸化により十分な ATP が産生され，これにより機能が

賄われる。一方，腫瘍細胞では，解糖系で産生される ATPが用いられるが，1分

子のグルコースからは 2分子の ATPしか産生されない。そのため，十分なグル

コースの供給のためには輸送系の役割が重要となる。実際，腫瘍細胞においては

GLUTの発現が促進されている (Barron et al., 2016; Ancey et al., 2018)。 

第 3章では，イヌメラノーマ細胞において，GLUT阻害剤を用いて，GLUTの

機能が細胞増殖に関わることを明らかにした。本章においては，イヌメラノーマ

細胞に発現する Class Iに属する GLUT発現とグルコース代謝および細胞増殖と

の関連について検討した。 

 

 

4.2 材料と方法 

4.2.1 材料 

イヌメラノーマ細胞 (MCM-N1 細胞株) は DS ファーマバイオメディカル

(Osaka, Japan) から購入した。また，KMeC および CMec-1 細胞株(Inoue et al., 

2004; Yoshitake et al., 2017; Endo et al., 2019) は中川貴之先生 (東京大学大学院農

学生命科学科) からの御厚意で提供された。Dulbecco’s Modified Eagle medium 

with 1 g/L glucose (DMEM-LG) ， 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-

tetrazolium bromide (MTT) 測定試薬， グルコース測定キット(glucose assay kit-

WST)，乳酸測定キット(lactate assay kit-WST)は Dojindo (Tokyo， Japan) から購

入した。Lipofectamine 2000と TRIzolは Life Technologies Co. (Carlsbad，CA).から

入手した。PrimeScript RT Master Mix and Ex Taq は TaKaRa Bio Inc. (Shiga，Japan) 
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から入手した。Rabbit monoclonal anti-GLUT1 (EPR3915) および anti-GLUT3 

[EPR10508(N)] 抗体は Abcam (Cambridge，UK) から，mouse monoclonal anti-mouse 

β-actin antibody (AC74) と scramble RNA，GLUT1および GLUT3 small-interfering 

RNA (siRNA)は Sigma-Aldrich Inc. (St Louis，MO) から入手した。Horseradish 

peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit IgG と anti-mouse IgG antibodies，ECL 

Western Blotting Analysis System，ImageQuant LAS 4000 mini は GE Healthcare 

(Piscataway，NJ) から購入した。Mini-PROTEAN TGX gel と  polyvinylidene 

difluoride (PVDF) membranesは Bio-Rad (Hercules，CA)から，Block Ace と complete 

mini EDTA-free protease inhibitor mixtureは Roche (Mannheim， Germany) から購

入した。Dulbecco’s Modified Eagle medium (1 g/L glucose 含有，DMEM-LG)，

phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) ， sodium fluoride, 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid (HEPES) は Wako Pure Chemical Industries，  Ltd. 

(Osaka， Japan)から購入した。2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-

Deoxyglucose (2-NBDG) は Peptide Institute Inc (Osaka，Japan) から購入した。

StatMate IV は ATMS (Tokyo，Japan) から購入した。 

 

4.2.2 細胞培養 

前章までと同様に，イヌメラノーマ細胞は 37 ºC，5%の二酸化炭素下において

10% ウシ胎児血清 (FBS) を添加した DMEM-LG に静置培養した。培養液は 1

週間に 1 回新鮮なものに交換した。90-95%の細胞培養密度に到達後，0.25% 

trypsin-EDTA処理にて採取し，2 × 106 cells/500 μL の濃度で CELLBANKER 1 plus 

mediumに浮遊させて，冷凍貯蔵庫(BICELL) にて-80 ºCで保存した。実験前に

容器は BICELLから移動し，37 ºCのウォーターバスに浸した。解凍された細胞

懸濁液は遠心管に 10% FBSを含む DMEM-LG と遠心分離器で 300 g 3分遠心分
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離した。得られたペレットは 10%FBSを含む DMEM-LGに懸濁し， 75 cm2の培

養フラスコに移し，フラスコ当たり 1 × 106個となるよう播種し，凍結保存前と

同じ条件で静置培養した。細胞は約90%まで細胞を増殖させ，0.25% trypsin-EDTA

を使用し回収した。 

 

4.2.3 RT-PCR 

TRIzol 試薬 (Life Technologies Co.) を用い，メーカの説明に従ってイヌメラノ

ーマ細胞から total RNA を抽出した。RNA濃度は 260 nm/280 nmの吸光度で分

光光度計により測定された。 PrimeScript® RT Master Mix (TaKaRa Bio Inc.) を用

いて，500 ng の total RNA から 一本鎖 cDNA を合成した。Real-time RT-PCR は，

一本鎖 cDNA10 μLの GLUT1，GLUT2，GLUT3，GLUT4と Ex Taqのプライマ

ーの中の 2 μLを使用した。PCRは以前報告した方法 (Nakano et al., 2015; 2018; 

Kitanaka et al., 2018) に従って，iCycler (Bio-Rad) を使用して行った。サーマルサ

イクラーは 94℃ 2分で初期変性，94 ℃ 30秒で変性，55 ℃ 30秒のプライマー

アニーリング，72 ℃ 30秒のプライマー伸長 25サイクルにプログラムされた。

PCR産物は 2%アガロースゲルの電気泳動で分離され，臭化エチジウムで染色さ

れた後，UVライトで視覚化された。同量の cDNA量から TATA box-binding protein 

(TBP) を増幅し，内因性コントロールとして適用した。使用したプライマーの配

列は表 4-1に示す。 

 

4.2.4 Western blotting 

サンプルバッファー (20 mM HEPES，1 mM PMSF，10 mM sodium fluorideお

よび complete mini EDTA-free protease inhibitor cocktail，pH 7.4) を用いて細胞の 

lysate を作成した。タンパク質濃度を Bradford 法 (Bradford， 1976) にて定量



 
 

35 

した後，dithiothreitol (DDT) 添加 sodium dodecyl sulfate (SDS) バッファーを加え

て 98 °C で 5 分間煮沸した。サンプルを 10 μg ずつ 7.5%または 12% Mini-

PROTEAN TGX gel に添加し，電気泳動を行った。タンパク質を分画後， PVDF 

膜へ転写し，Block Ace にて 50 分 間室温にてブロッキングを行った。その後，

PVDF 膜を一次抗体 [GLUT1 (1:1000)，GLUT3 (1:1000) および β-actin (１：

10,000)] を用いて，室温で 120 分間インキュベートした。洗浄後，膜を HRP-

conjugated anti-rabbit IgG または HRP-conjugated anti-mouse IgG (1:10,000) を用い

て，室温で 90分間インキュベートした。免疫反応は ECL Western Blotting Analysis 

System を用いて検出した。PVDF 膜の化学発光シグナルは ImageQuant LAS 4000 

mini を用いて測定した。  

 

4.2.5 siRNA導入 

以前に報告された方法 (Nakano et al.，2018; Kitanaka et al., 2018) に従い siRNA

を細胞に導入した。イヌメラノーマ細胞を 35 mmのディッシュに 1×105 個，ま

たは 90 mm ディッシュに 5×105 個の密度に播種し，5 μL/mL の Lipofectamine 

2000 と 100 nMの GLUT1 siRNA，GLUT3 siRNAまたは scramble RNA を含む 

Opti-MEM を使用して 6時間インキュベートして導入した。導入後，mediumは

10%FBSを含む DMEM-LGに交換した。siRNAの効果は western blottingにより

確認した。使用した siRNA の配列は表 4-2 に示す。 

 

4.2.6 MTT assay 

細胞増殖能も前章までと同様にMTT assayを用いて測定した。細胞密度を 96

ウェルのプレートに 3,000 cells/200 μLになるように播種した。MTT assay試薬は

濃度が 5 mg/mL になるようリン酸緩衝生理食塩水 (PBS) に溶解し，各 well に
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20 μLずつ加え，37 ºC，CO2 5%の条件下で 1時間培養した。培養後 PBSにて洗

浄し，生成されたホルマザンを 0.04 M塩酸を含む 2プロパノール 200 μLにて溶

解した。その後，波長 570 nm の吸光度をプレートリーダー (Fluoroskan Ascent 

FL，Thermo Fisher Scientific K.K，Kanagawa，Japan) にて検出した。 

 

4.2.7グルコースおよび乳酸測定 

細胞は 6ウェルプレートに 3 × 105 cells/mLの密度で播種した。培養した後，

上清を回収した。培養上清中のグルコース濃度および乳酸濃度は第 2 章および

第 3 章と同様に市販のキットを用いて測定した。 

 

4.2.8 2-NBDG uptake assay 

前章と同様に，グルコースの細胞内への取り込みは蛍光指示薬である 2-NBDG

を用いて測定した。細胞は 35 mmのガラス底面容器に 3 × 105 cells/mLの密度で

播種した。細胞を 60 μM WZB-117存在下で 24時間培養した。2-NBDGは 10%FBS 

を含む PBSで溶解し，50 μMの濃度に調整した。 1 mLの 2-NBDG試薬にて細

胞を 37 ℃，CO2 5% の条件下で 30分培養した。培養後に細胞を PBSで洗浄し，

4% パラフォルムアルデヒドにて 15分間固定した。蛍光シグナルは共焦点レー

ザー顕微鏡 (LSM-510，Carl Zeiss AG，Oberkochen，Germany) を使用し，励起波

長と蛍光波長はそれぞれ 465 nmと 540 nmを用いて視覚化した。 

  

4.2.9 統計学的解析 

実験データは平均 ± 標準誤差として算出した。統計解析は，StatMate IVを用

いて実施した。時間依存性の実験データは二元配置分散分析を用いて解析し，そ

の他の実験データは paired t testを用いて解析した。 P値が 0.05よりも少ない場
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合を統計的に有意とした。 

 

 

4.3 結果 

4.3.1 イヌメラノーマ細胞における GLUTアイソフォーム mRNAの発現 

イヌメラノーマ MCM-N1 細胞における GLUT アイソフォームの mRNA 発現

を RT-PCRにより検討した。図 4-1aに示すように，MCM-N1細胞では，GLUT1

と GLUT3の mRNA発現が認められたが，GLUT2と GLUT4 mRNAの発現は認

められなかった。他のイヌメラノーマ細胞株 KMeCおよび CMec-1においても，

図 4-1b に示すように，GLUT1 および GLUT3 mRNA の発現は認められたが，

GLUT2および GLUT4の mRNA発現は認められなかった。 

MCM-N1細胞においては，さらに，GLUT1および GLUT3タンパク質発現に

ついて，それぞれの特異抗体を用いて western blotting にて検討した。図 4-2a 

(scramble) に示すように，イヌメラノーマMCM-N1細胞において，GLUT1およ

び GLUT3の発現が確認された。   

 

4.3.2 イヌメラノーマ 細胞の GLUT1 と GLUT3 によるグルコースの細胞内へ

の輸送 

GLUT1 と GLUT3 のイヌメラノーマ細胞増殖への関与を解明するために，

GLUT1および GLUT3の siRNA導入によりノックダウン細胞を作成して検討し

た。 

最初に，図 4-2に示すように， 対照とした scramble RNA導入細胞と比較する

と，GLUT1 または GLUT3 の siRNA 導入した細胞においては GLUT1 または

GLUT3タンパク質の発現はそれぞれ有意に抑制されたことが western blottingに
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て確認された。 

第 2 章および第 3 章で明らかにしたように，イヌメラノーマ細胞の増殖は

GLUTにより細胞に取り込まれたグルコースの代謝により維持される。そこで，

siRNA導入により GLUT1または GLUT3のノックダウンされた細胞における 2-

NBDGを用いてグルコースの取り込みについて検討した。図 4-3に示すように，

GLUT1と GLUT3を siRNAs導入された 3日後のイヌメラノーマ細胞において，

グルコースの取り込みは有意に抑制された。 

 

4.3.3 イヌメラノーマ細胞におけるグルコース消費と乳酸分泌への GLUT1 と

GLUT3の関与 

続いてグルコース消費および乳酸分泌について検討した。図 4-4 に示すよう

に，GLUT1 と GLUT3 siRNA 導入 3 日後の細胞において，対照とした scramble 

RNA導入細胞と比較して，グルコース消費（図 4-4a） および乳酸分泌 (図 4-4b) 

は有意に抑制された。 

最後に，GLUT1と GLUT3 siRNA導入 3日後の細胞における細胞増殖能を細

胞生存率により確認すると，図 4-4cに示すように，GLUT1と GLUT3ノックダ

ウン細胞における細胞増殖能は対照とした scramble RNA導入細胞と比較して有

意に低下していた。以上の結果より，GLUT1 と GLUT3 siRNA 導入細胞におい

ては GLUT1および GLUT3のタンパク質発現が減少したことでグルコースの取

り込みが減少し，その結果としてグルコース消費および乳酸分泌が減少したこ

とを示している。 

 

 

4.4 考察 
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本章では，イヌメラノーマ細胞における GLUTアイソフォームについて RT-

PCRおよび western blottingにより検討し，GLUT1と GLUT3の発現を明らかに

した。また，GLUT1および GLUT3のノックアウトイヌメラノーマ細胞におい

ては，GLUT1および GLUT3を介したグルコースの細胞内への取り込みが抑え

られ，グルコース消費や乳酸分泌が低下し，それに伴って細胞増殖が抑えられ

ることから，GLUT1および GLUT3の機能がイヌメラノーマ細胞増殖に関わる

ことを明らかにした。 

GLUT１と GLUT3の特徴として共にグルコースに対して高親和性であり，そ

れぞれのミカエリス定数 Km値は 3および 1.4 mMと低い (Thorens et al., 2010)

ことから，細胞へのグルコース供給が非常に速く，腫瘍細胞にとってエネルギ

ー源として利点となっている可能性がある (Colville et al., 1993; Uldry et al., 

2002)。ヒトの肺，脳，乳腺，食道，肝臓，膀胱，腎臓，卵巣，膵臓，前立腺な

ど多くの腫瘍において GLUT1 と GLUT3 の発現が高まることが報告されてい

る (Yamamoto et al., 1990; Younes et al., 1996; Barron et al., 2016)。また，ヒト非小

細胞肺癌，口腔扁平上皮癌，乳癌，甲状腺癌，喉頭癌では GLUT1と GLUT3の

遺伝子発現やタンパク質の過剰発現と生存率の低下が報告されている (Younes 

et al., 1997; Ayala et al., 2010; Jóźwiak et al., 2012; Krzeslak et al., 2012; Starska et al., 

2015)。これらの報告から，GLUT1や GLUT3の発現調節の異常と腫瘍の悪性度

と関連性も示唆されている (Chen et al., 2017)。ヒトのメラノーマに関しても，

良性と悪性の両メラニン色素細胞周辺に GLUT1 および GLUT3 の発現が認め

られている (Parente et al., 2008)。GLUT1の発現がメラノーマの悪性化に伴って

低下するという報告もある (Parente et al., 2008) が，一方では GLUT1 および

GLUT3 に陽性のメラノーマを有する患者の生存率が両 GLUT 陰性患者に比べ

て有意に低いことから，GLUT1と GLUT3は色素性母斑からメラノーマへの分
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化の有力なマーカーとしても考えられてもいる (Yan et al., 2016; Důra et al., 

2019; Ruby et al., 2019)。他の腫瘍における報告も参考にすると，GLUT1および

GLUT3 の発現増加はメラノーマの悪性化と関連すると考えることが妥当と思

われる。しかしながら，メラノーマ細胞における GLUT1および GLUT3の生物

学的な機能は未だ不明である。 

ポジトロン断層法 (PET) で用いられるグルコースアナログ 2-deoxy-2-[18F]-

fluoro-D-glucose の取り込みは，悪性メラノーマにおける GLUT1 と GLUT3 発

現と関連することが報告されている (Park et al., 2012)。マウス B16メラノーマ

細胞においては，GLUT1 の siRNA の導入は細胞の生存率を低下させることが

知られている (Koch et al., 2015)。本研究で示したように，イヌメラノーマ細胞

においては，GLUT1および GLUT3の siRNAの細胞導入は細胞増殖を有意に抑

えた。これらのことから，GLUT1と GLUT3は，種に限らず，メラノーマ細胞

の増殖に必要なグルコースの細胞内への輸送に関わっていると考えられる。 

GLUT1 と GLUT3 を siRNA 導入した口腔扁平上皮癌細胞や急性骨髄性白血

病細胞においては，アポトーシスが促進されたという報告がある (Shimanishi et 

al., 2013; Zhuang et al., 2018)。本研究ではアポトーシスについての検討は行って

いないが，細胞の増殖を抑えることから，GLUT1と GLUT3の siRNA干渉はイ

ヌにおいてもメラノーマの有効な治療の１つになる可能性が考えられる。また，

ヒトにおいて，GLUT1 は全ての組織に広く発現しているが，GLUT3 は主に神

経細胞，胎盤，精巣，心筋，血小板など限られて発現している(Bell et al., 1993; 

Craik et al., 1995; Grover-McKay et al., 1999; Barron et al., 2016)。このことから， 

副作用について考えると GLUT3 の方がメラノーマの抗腫瘍薬ターゲットとし

て期待できると考えられる。 

 



 
 

41 

 

 

 

図 4-1. イヌメラノーマ細胞における GLUTアイソフォーム mRNA発現 

(a) イヌメラノーマ MCM-N1 細胞における GLUT1~4 の mRNA 発現を RT-

PCRにより検出した。GLUT1および GLUT3 mRNA発現が認められた。 

(b) イヌメラノーマ MCM-N1，KMeC および CMec-1 細胞 における

GLUT1~4 の mRNA 発現を RT-PCR により検出した。GLUT1 および

GLUT3 mRNA発現が認められた。結果は，MCM-N1細胞におけるGLUT1 

および GLUT3 mRNA発現をそれぞれ 1として示した。 
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図 4-2.  siRNA 導入によるイヌメラノーマ MCM-N1 細胞 における

GLUT1 および GLUT3ノックダウン 

イヌメラノーマ MCM-N1 細胞に GLUT1 および GLUT3 の siRNA または

scramble RNAを導入した。それぞれの導入細胞におけるGLUT1またはGLUT3

タンパク質発現を western blottingにて確認した (a)。β-actinを内在性コントロ

ールとして用いた。GLUT1 siRNA 導入細胞 (b) または GLUT3 siRNA 導入

細胞 (c) におけるそれぞれのタンパク質発現の低下を，scramble RNA導入細

胞における発現を 1として数値化した。結果は，3回の独立した実験結果の平

均 ± 標準誤差を示す。* P <0.05。 



 
 

43 

 
 

図 4-3.  GLUT1 および GLUT3 siRNA 導入イヌメラノーマ MCM-N1 細胞

におけるグルコース (2-NBLG) の取り込みの減少 

GLUT1 siRNA，GLUT3 siRNAまたは scramble RNA (対照)を導入し，3日間培

養したMCM-N1細胞に 2-NBDGを 30分間取り込ませ，蛍光強度を共焦点レ

ーザー顕微鏡にて測定した。代表的な蛍光画像(a)と，画像より得られた蛍光

強度を対照の scramble RNA導入細胞での値を 100%として数値化した結果(b)

を示す。GLUT1 siRNAおよび GLUT3 siRNA導入細胞においてグルコース (2-

NBLG) の取り込みは有意に減少した。結果は，3回の独立した実験結果の平

均 ± 標準誤差を示す。 * P <0.05 
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図 4-4. GLUT1および GLUT3 siRNA導入イヌメラノーマMCM-N1細胞に

おける細胞増殖能，グルコース消費および乳酸分泌の減少 

GLUT1 siRNA，GLUT3 siRNAまたは scramble RNA (対照)を導入し，3日間培

養した MCM-N1 細胞におけるグルコース消費 (a) ，乳酸分泌 (b) および細

胞増殖能 (c)，を比較した。細胞増殖能は対照である scramble RNA導入細胞

の生存率を 100%として示した。siRNA 導入により GLUT1 および GLUT3 ノ

ックダウン細胞においては，細胞増殖能，グルコース消費および乳酸分泌は

対照と比べ有意に減少した。結果は，3回の独立した実験結果の平均 ± 標準

誤差を示す。* P <0.05。 
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表4-1. RT-PCRに使用したprimers.  
 

Gene Name  GenBank ID  Primer sequences  size (bp) 

SLC2A1  NM_001159326.1  F: 5'-AGCTGCCATTGCTGTTGCTG-3'  115 
(GLUT1)   R: 5'-CACGGTGAAGATGATGAAGACGTA-3' 
SLC2A2  XM_005639915.1  F: 5'-TGTGTGTGCCATCTTCATGTCC-3'  149 
(GLUT2)   R: 5'-AGAACTCTGCCACCATGAACCA-3' 
SLC2A3  NM_001003308.1  F: 5'-CTTCAGATCGCGCAGCTACC-3'  118 
(GLUT3)   R: 5'-TGCATCTTTGAAGATTCCTGTTGAG-3' 
SLC2A4  NM_001159327.1  F: 5'-GCTTCTGCAACTGGACAAGCAA-3'  178 
(GLUT4)   R: 5'-AAGTCAGCCGAGATCTGGTCAA-3' 
TBP XM_863452  F: 5'-ACTGTTGGTGGGTCAGCACAAG-3'  184 
  R: 5'-ATGGTGTGTACGGGAGCCAAG-3' 
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表4-2. 細胞導入したsiRNA 配列 
 

Gene Name  Gene bank ID  siRNA sequences 

SLC2A1 (GLUT1)  NM_001159326.1  GCUGUCUUCUAUUACUCCA 
SLC2A3 (GLUT3)  NM_001003308.1  GCUGUUUGUUCCAUCCUUA 
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哺乳類の細胞において，グルコースは主要なエネルギー源である。正常細胞に

おいては，グルコースはグルコース輸送体により細胞内に輸送され，解糖系にて

嫌気的に代謝された後にミトコンドリアに取り込まれ，好気的代謝系にて ATP

産生の基質となって機能する。一方，腫瘍細胞においては，グルコースの取り込

みが促進され，好気的な条件下においても解糖系からエネルギーを獲得する代

謝に利用され，腫瘍細胞の生存や増殖を助長するワールブルグ効果が認められ

る。 

メラノーマはメラニン色素を作り出すメラノサイトががん化する悪性腫瘍で

ある。特にイヌにおいて，口腔内メラノーマは悪性度が高く，予後が極めて悪い

とされる腫瘍である。本研究は，イヌ口腔内メラノーマ細胞 (MCM-N1，KMeC

および CMec-1 細胞株) の増殖能におけるグルコース代謝およびグルコース輸

送体との関与を検討し，次の結果を得た。 

第 2 章において，メラノーマ細胞増殖能に対するグルコースアナログの 1 つ

である 2-deoxy-D-glucose (2-DG) の効果を検討した。2-DG はイヌメラノーマ細

胞の増殖を有意に抑制し，さらに，2-DG処理されたイヌメラノーマ細胞におい

ては，グルコース消費および乳酸分泌が減少していた。これらの結果より，イヌ

メラノーマ細胞において，グルコース代謝，特に解糖系が細胞増殖に重要な役割

を担うことが示唆された。 

第 3 章においては，グルコースを細胞内へ輸送する細胞膜タンパク質である

グルコース輸送体の阻害剤WZB-117のメラノーマ細胞増殖能への効果を検討し

た。WZB-117はメラノーマ細胞増殖を有意に抑制した。さらに，WZB-117処理

をした細胞においては，グルコース消費および乳酸分泌が減少した。これらの結

果より，GLUT阻害が基質としてのグルコース供給を抑えた結果，解糖系が抑制

され，細胞増殖抑制効果がもたらされたと考えられた。また，WZB-117 の効果
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は，GLUTを介した細胞膜におけるグルコース輸送が，解糖系へのグルコース供

給系としての律速段階にあることを示唆している。 

第 4章では，イヌメラノーマ細胞における GLUTアイソフォームについて RT-

PCRおよび western blottingにより検討し，GLUT1と GLUT3の発現を明らかに

した。また，GLUT1 および GLUT3 のノックアウトイヌメラノーマ細胞におい

ては，GLUT1 および GLUT3 を介したグルコースの細胞内への取り込み抑えら

れ，グルコース消費や乳酸分泌が低下し，それに伴って細胞増殖が抑えられるこ

とから，GLUT1 および GLUT3 の機能がイヌメラノーマ細胞増殖に関わること

を明らかにした (Suwabe et al., 2021)。 

 以上の知見は，悪性度が極めて高く，予後が極めて悪いとされるイヌ口腔内メ

ラノーマの治療法や増殖メカニズムの解明に大きく貢献することが期待される。 
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