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研究成果の概要（和文）：細胞膜に発現するスフィンゴ糖脂質によるシグナル制御機能の機構解明のため、糖脂
質の糖鎖と脂質部位を含む全体の構造を検討した。糖鎖改変癌細胞とEMARS/MS法によって、糖脂質の会合膜分子
を同定し、糖脂質と特異的に結合して癌細胞の悪性形質増強に働くことを示した。一方、糖脂質のシグナル制御
における脂質部位の関与の解析のため、GD3発現大腸癌細胞に対し長鎖塩基C4の水酸化に働くDES2遺伝子ノック
アウトを行い、シグレック７の結合回復を認めた。脂肪酸2Cの水酸化酵素FA2H遺伝子もノックアウトし、シグレ
ック７の結合が脂質の水酸基にて阻害されることを示した。また、NK様細胞に対する感受性の増強を認めた。

研究成果の概要（英文）：To investigate the mechanisms for signal regulation by glycosphingolipids 
expressed on the cell surface, chemical structures of whole molecules of glycolipids including sugar
 moieties and lipid portions were analyzed. Using sugar-remodeling cancer cells and EMARS/MS, we 
identified membrane molecules that associate with glycolipids, and verified that these molecules 
specifically bind with glycolipids, and enhance malignant properties of cancer cells. On the other 
hand, to clarify the involvement of lipid portions in the signal regulation by glycolipids, we 
performed knockout of DES2 that hydroxylates long chain base-C4 using GD3-expressing colon cancer, 
DLD-1, and demonstrated the recovery of the reactivity with Siglec-7. We also performed knockout of 
FA2H that exerts hydroxylation of fatty acid C2, and verified that binding of Siglec-7 is disturbed 
by hydroxylation of lipid portions. Furthermore, we observed that the sensitivity of cells to NK was
 increased in the knockout cells.

研究分野： 病態生化学
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１．研究開始当初の背景 
  これまで、癌細胞膜に特徴的に発現する
癌関連スフィンゴ糖脂質(GSL)が、シグナル
分子やシグナル調節因子として細胞や組織
を制御し、癌細胞の悪性形質の発現に関与
していることが明らかにされてきたが、そ
の具体的な作用機構には不明な点が多かっ
た。 
 
２．研究の目的 
  本研究では、GSL の糖鎖部位と脂質部位
（セラミド）を含む全体の分子構造のシグ
ナル制御機能への関わりを明らかにする。
そのために、癌関連 GSL、神経系関連 GSL
と膜近傍で相互作用する分子群の全体像を
解明するとともに、GSL 構造の修飾細胞の
樹立とそこから抽出・精製した修飾 GSL を
用いて、セラミド構造の差異が、リガンド
分子との結合や細胞内の GSL の局在、脂質
ラフト形成、生成シグナルに及ぼす影響、
さらに細胞への取込みやその後のリモデリ
ングと再発現の効率を比較検討する。よっ
て、GSL の構造の差異に基づく分別的機能
と細胞・組織の制御機構,とくに癌細胞の悪
性形質における役割を明らかにし、GSL の
合成と発現の操作による病態制御の可能性
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)癌性糖脂質 GD3/GD2 と細胞膜上で会
合し協調作用する分子を、enzyme-media- 
ted activation of radical sources 
(EMARS-MS)で同定して機能解析を進める。 
(2)メラノーマ、マウスグリオーマで実施
してきた方法をさらに小細胞肺癌、ヒト
グリオーマなどに広げ、ガングリオシド
との会合分子の同定を行う。 
 
(3)それらのガングリオシドとの複合体
形成と癌形質における分子機能を明らか
にするため、免疫細胞染色、免疫脇沈降
/immuneoblotting/TLC-immunostaining
などによる解析を行う。 
(4)大腸がん細胞株にガングリオシドGD3
合成酵素遺伝子 cDNA を導入したトラン
スフェクタントを用いて、脂質修飾酵素
遺伝子(DES2、FA2H など)の過剰発現およ
びノックアウト細胞を樹立することによ
り明らかにする。そのために、CRISPR/ 
CAS9によるゲノム編集システムを用いる 
(図 1)。 
(5)脂質部位の構造的差異を有する同一

糖鎖の糖脂質の合成を行い（岐大 安藤博
士の協力を得る）、その取込み細胞による
糖脂質動態と機能解析を行う。 

  図 1.脂質セラミド修飾酵素 DES2/DES1 

 
 (6)生物学的機能解析として、NK 細胞に対
する細胞傷害活性に対する感受性の検討、
細胞膜上のクラスター形成および脂質
raft への局在につき、生化学的解析、イメ
ージング解析、さらに単分子超解像度観察
を行う（京大 鈴木博士の協力を得る）。 
(7)LPS受容体TLR4-MD2にGb4が結合して、
LPS の結合を阻害することを示してきたが、
この場合、Gb4 のセラミドの脂肪酸が飽和
型の場合にのみ結合可能である。脂肪酸の
様々な分子型の Gb4 を合成することにより、
LPS の毒性阻害活性の違いを、in vitro、
in vivo の系で検討して、臨床応用に有効
な糖脂質の分子構造を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)スフィンゴ糖脂質の発現と、その膜上
での膜分子との会合による協働作用の解析 
  メラノーマ、グリオーマ、小細胞肺癌の
細胞株を用いて糖脂質のリモデリングを行
い、各々の形質変化と細胞シグナルを解析
した。各々、GD3 発現、GD3/GD2 発現、GD2
の発現に基づく、癌細胞の増殖、浸潤、接
着、移動性などにおける悪性形質の増強と、
細胞内におけるシグナル分子の活性化レベ
ルの亢進を認めた。さらに、スフィンゴ糖
脂質のシグナル制御機構を明らかにするた
めに、糖脂質と相互作用する膜分子の同定
を目指して、EMARS/MS 解析を行い、メラノ
ーマではネオジェニンを、マウスグリオー
マでは PDGF 受容体 alpha を、小細胞肺癌
では ASCT-2 を同定した。これらの膜分子は、
標的のガングリオシドと特異的に結合する
ことを、免疫共沈降と TLC 免疫染色により
示した。また、各々の受容体またはアミノ
酸トランスポーター機能の発現により、各
癌細胞の悪性形質の発現に関与することが



示された (図 2)。 

   図 2. EMARS-MS 解析の概略図 

 
(2)スフィンゴ糖脂質の脂質部位を含めた
分子全体の化学構造の解析 
  スフィンゴ糖脂質のシグナル制御機能の
解明において、その脂質部位を含めた分子
全体の構造解析が不可避と考えられ、質量
分析による脂質部位の構造解析を進めた。
GD3 を発現させた大腸癌細胞株 DLD-1 は
シアル酸を認識するシグレック７に認識さ
れなかったが、ミルク由来の GD3 を培養
液から取り込ませた DLD-1 は認識される
ことが分かった。MS 解析によって、DLD-1
発現GD3とミルク由来GD3の化学構造を
詳細に比較検討したところ、DLD-1 細胞で
は、長鎖塩基のC4に水酸基を有する phyto
型セラミド含有糖脂質が主体であることが
判明した。 
 
(3)糖脂質の脂質部位の修飾によるシアル
酸認識レクチンの結合性の変化 
  長鎖塩基の C4 の水酸化に働く DES2 遺
伝子ノックアウトを、CRISPR/Cas9 シス
テムを用いて実施して、標準型セラミドを
有するGD3を主に発現するDLD-1細胞株
を樹立したところ、シグレック７の結合性
が現れた。さらに、脂肪酸の C２部位に水
酸基を転移するFA2H遺伝子も同様にノッ
クアウトし、最終的に単独遺伝子ノックア
ウトと両者のダブルノックアウト株を樹立
し、シグレック７の結合性を検討したとこ
ろ、その反応性が脂質部位の水酸基の数に
よって阻害されることが明らかになった。 

図 3. 糖鎖/脂質の差異によるシグナル制御機構を

示す. 

 
  一方、NK 様細胞に対する癌細胞の細胞

傷害活性への感受性を比較検討したところ、
水酸基の除去によってNK による傷害性が
増強することが示された。 
 
(4)以上の結果をまとめると、スフィンゴ糖
脂質の糖鎖が、認識リガンド分子の結合にと
って重要であることには疑問がないが、セラ
ミド部分、すなわち長鎖塩基、脂肪酸の水酸
化などの脂質構造が、リガンドの結合さらに
シグナルの制御において同様に重要な役割
を果たすことが示唆された（図 3a,3b）。 
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