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研究成果の概要（和文）：酸性スフィンゴ糖脂質ガングリオシドGD3/GD2は正常脳組織にはほとんど発現してお
らず、グリオーマ(脳腫瘍)特異的に強く発現している。本研究では、グリオーマモデルマウスを用いて、グリオ
ーマ発生初期の腫瘍細胞浸潤領域におけるガングリオシドの機能解明を目指した。結果よりガングリオシド
GD3/GD2の発現が、転写因子Ap2αを介して細胞外マトリックス分解酵素Mmp9の発現を誘導し、細胞浸潤能を亢進
していることを明らかにした。この結果よりガングリオシドGD3/GD2を標的にした新規治療法の開発が期待され
る。

研究成果の概要（英文）：Acidic glycosphingolipids, ganglioside GD3 and GD2 are expressed in gliomas 
strongly, while expression levels of them in normal brain tissues are minimal. In this study, we 
tried to clarify functions of GD3 and GD2 in invasion front in early stage of gliomas using 
gene-engineered murine glioma model. Results indicated that GD3 and GD2 enhanced invasion activity 
by inducing over-expression of matrixmetalloproteinase, Mmp9 via activation of a transcriptional 
factor Ap2α. These data suggest advantages to establish GD3- or GD2-targeted therapies for glioma 
patients.

研究分野：糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景	
	 酸性スフィンゴ糖脂質ガングリオシド GD3
および GD2 はヒト悪性グリオーマ組織におい
て特異的に強く発現しているが、その機能は
明らかになっていなかった。研究代表者は以
前に、RCAS/Gtv-a システムを用いたマウスモ
デルにて、マウスグリオーマ細胞に発現する
GD3 が血小板由来成長因子受容体 PDGFRαと
Yes	kinase の複合体形成を促進し、腫瘍悪性
度を増強することを明らかにした。さらに、
グリオーマ組織における GD3 の発現パターン
を時空間的に解析したところ、腫瘍発生後期
では腫瘍組織一様に GD3 の発現が観察された
が、一方、腫瘍発生初期においては、腫瘍の辺
縁部位のみに GD3 の発現が観察された。この
ことは、腫瘍発生初期において GD3 の発現が
腫瘍の浸潤・進展に強く関与することを示唆
していた。	
	
２．研究の目的	
	 グリオーマ進展における GD3 の機能を明ら
かにする。特に腫瘍浸潤能を亢進する GD3 の
分子メカニズムを解明する。	
	
３．研究の方法	
	 RCAS/Gtv-aシステムを用いたマウスモデル
で作出したグリオーマについて、GD3 の機能
解析を行う。RCAS は Replication	-	Competent	
Avian	leukemia	virus	Splice	acceptor の略
でラウスサルコーマウイルス由来のトリレト
ロウイルスベクターである。血小板由来成長
因子 PDGFB	 cDNA を組み込んだ RCAS とその受
容体である tv-a を glial	fibrillary	acidic	
protein	 (GFAP)プロモーターで発現するトラ
ンスジェニックマウス(Gtv-a)と組み合わせ
ることによって、アストロサイト系列細胞由
来のグリオーマを発生させることができる。	
	
(1)	 グリオーマ発生および進展における GD3
の関与を明らかにするために、GD3 合成酵素
遺伝子欠損マウスと Gtv-a マウスを交配させ
た GD3 合成酵素遺伝子欠損グリオーマモデル
(GD3S-KO)マウスにおける腫瘍悪性度を GD3
合成酵素遺伝子野生型グリオーマモデル
(GD3S-WT)マウスと比較する。	

	
(2)	 GD3S-KO マウスおよび GD3S-WT マウスで
作出したグリオーマ組織における遺伝子発現
パターンを、DNA マイクロアレイで網羅的に
解析する。結果より、腫瘍浸潤能に寄与する
と推測される候補遺伝子群を同定する。	
	
(3)	 GD3 の発現と上記遺伝子群の発現の相関
を、初代培養グリオーマ細胞を用いて再解析
する。GD3S-KO マウスおよび GD3S-WT マウス
で作出したグリオーマ由来初代培養細胞、ま
た GD3S-KO マウス由来初代培養細胞に GD3 合
成酵素遺伝子 cDNA を遺伝子導入した細胞
(KO-GD3S)を解析する。	
	

(4)	同定遺伝子群の転写調節に寄与する転写
因子を同定し、グリオーマにおける GD3 発現
と転写因子活性の関係性を明らかにする。	
	
４．研究成果	
(1)	 PDGFB	 cDNA を RCAS を用いてマウス右脳
大脳皮質に遺伝子導入し、経過を観察したと
ころ、GD3S-KO マウスでは GD3S-WT マウスに
比較し、腫瘍進展の遅延、病理学的解析によ
る腫瘍悪性度の低下(図 1)、および個体寿命
の延長が観察された(図 2)。	

	
(2)	 GD3S-KO および GD3S-WT マウス由来グリ
オーマ組織の DNA マイクロアレイ解析の結果、
GD3S-KO マウス由来グリオーマでは、GD3S-WT
マウス由来グリオーマに比較し、Cyclin 関連
遺伝子群、Matrix	 metalloproteinase(Mmp)	
family遺伝子群の顕著な低発現を明らかにし
た。	
	
(3)	腫瘍浸潤能の亢進に対する GD3 の機能を
明らかにするため、Mmp	family	遺伝子群に注
目して解析を進めた。上述の 3 種の初代培養
グリオーマ細胞(GD3S-KO,	GD3S-KOおよびKO-
GD3S)における Mmp	family	遺伝子群の発現を
qRT-PCR 法で解析したところ、Mmp9、Mmp12 の
発現が GD3S 合成酵素遺伝子の発現パターン
と正の相関を示していた(図 3)。また GD3S-KO
マウス由来グリオーマ組織においては、Mmp3、
Mmp9、Mmp10、Mmp13、Mmp15 および Mmp25 の発
現が顕著に低発現であった(図 4)。これら結
果より、Mmp9 がグリオーマにおいて GD3 の発
現特異的に発現誘導される遺伝子であると結
論した。	
	
	



	

(4)	文献検索および GD3 発現初代培養アスト
ロサイトを用いた qRT-PCR 解析より、Mmp9 の
発現調節分子の候補として、転写因子 Ap2α
を同定した。Ap2αの transcript	 variant	
1(tv1)と 3(tv3)について解析したところ、特
に Ap2α	 tv3 を初代培養アストロサイトに強
制発現させると Mmp9 遺伝子の発現誘導が観
察された(図 5)。また ChIP-PCR 法にて Ap2α
の Mmp9 プロモーター領域への結合、またルシ
フェラーゼレポーターアッセイにより Ap2α
の Mmp9 遺伝子転写活性を証明した。	
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