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研究成果の概要（和文）：　本研究では癌細胞及びエクソソームにおける癌関連酸性糖脂質（GD3、GD２）の物
質的特性と機能について検討した。
　各種の酸性糖脂質を発現させた糖鎖改変細胞を用いて比較検討した結果、GD3またはGD２発現細胞では増殖性
と接着性が増強した。また、蛍光ラベルGD3を細胞に取り込ませたタイムラプス観察では、リーディングエッジ
にGD3が集合し、GD3が細胞の移動方向を先導することが示唆された。エクソソームの解析では、GD3またはGD2を
有するエクソソームにおいて、CD63, TSG101, 及びAlix の含有増大が認められ、エクソソームの形成や生物活
性に重要な役割を果たす可能性が推察された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed substantial properties and functions of 
cancer-associated acidic glycosphingolipids (GD3 and GD2) in cancer cells and exosomes. Comparative 
analysis using glyco-remodeling cells with various acidic glycolipid expression revealed that cell 
proliferation and adhesion were enhanced in GD3/GD2-expressing cells. Time-laps observation of cells
 into which fluorescence-labeled GD3 was incorporated showed assembly of GD3 at the leading edge, 
suggesting that GD3 leads direction of the cell migration. Analyses of exosomes revealed that 
amounts of CD63, TSG101 and Alix increased in GD3 and/or GD2-containing exosomes, indicating their 
important roles in the generation and biological activity of exosomes.

研究分野： 生化学、糖鎖生物学、腫瘍医学

キーワード： スフィンゴ糖脂質　癌関連糖鎖　エクソソーム　膜分子　タイムラプス観察
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　私達はこれまでに、癌関連酸性糖脂質のGD3およびGD2が癌性形質やシグナル伝達の増強に関与することを報告
してきた。
　本研究では、リーディングエッジにGD3が集合し、GD3が細胞の移動方向を先導する可能性を示した。また、エ
クソソームについては、GD3またはGD2を有するエクソソームにおいて、エクソソームのマーカー分子である
CD63, TSG101, 及びAlix の含有増大が認められた。よって、細胞動態や細胞外分泌小胞においても、癌関連酸
性糖脂質が重要な役割を果たす可能性が示され、学術的に有意義である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
	 細胞癌化に伴い正常では認められない複合糖鎖がしばしば発現し、これらは癌関連糖鎖とよ
ばれる。糖脂質においても、酸性スフィンゴ糖脂質 GD3、GD2、sialyl	Lewis	a	などが癌細胞で
特徴的に発現することが知られてきたが、最近、ヒト乳癌細胞で GD2 の特異的発現が認められ、
乳癌の癌幹細胞マーカーとなることが報告された（J.	Clin.	Invest.	122:	2066-78,	2012）。	
	 私達はこれまでに、癌関連酸性スフィンゴ糖脂質 GD3 や GD2 が、細胞膜ミクロドメイン（脂質
ラフト）の構成成分として細胞増殖能や浸潤性、インテグリンを介した細胞外基質への接着など
の細胞形質を制御すること、また、メラノーマ関連抗原 GD3 が増殖・接着刺激による FAK や Akt
等のシグナル分子のリン酸化を亢進し、細胞の増殖と浸潤性を増強することを報告した（JBC	
285:	27213-23,	2010;	Cancer	Sci.	105:	52-63,	2014）。	
 
２．研究の目的 
	 本研究では、脂質ラフト構造を有するリーディングエッジ、浸潤突起そして細胞外顆粒（エク
ソソーム）等の局所において、癌関連スフィンンゴ糖脂質と相互作用分子群とがどのように反応
し、いかに細胞形質、特に悪性形質誘導シグナルを制御するかを、時空間的に解析する。	
	 また、浸潤突起から分泌されるともいわれているエクソソームについて、脂質ラフトとの関連
性が示唆されているため、エクソソーム含有糖脂質糖鎖の分子構造、MMPs 及びインテグリンの
サブタイプ等、エクソソームの性状を明らかにする。さらに、エクソソームの細胞からの分泌と
細胞への取り込み動態、組織分布パターンなどを明らかにする。	
	 このように細胞膜及びエクソソームにおける糖脂質と会合分子の時空間的動態と機能を解明
し、これらの知見を抗糖脂質抗体やシグナル分子阻害剤などによる癌の診断、治療法の開発のた
めの基盤情報とする。	
 
３．研究の方法 
１）蛍光ラベル糖脂質による細胞膜の糖脂質動態のライブイメージング	
	 GD3 非発現細胞に蛍光ラベル GD3(ATTO594-GD3)を取り込ませ、タイムラプスイメージングに
より、CL-I 上の細胞動態と GD3 の細胞膜上の経時的局在変化を観察した。その他の蛍光ラベル
糖脂質(GM3,	GM1)についても同様に観察を行った。	
	
２）超遠心法によるエクソソームの単離	
	細胞を 1%	ITS 含有 D-MEM 培養液で 72 時間培養し、培養上清を回収した。その培養上清を遠心
により細胞及び細胞断片を除去した後、0.2µm フィルターで濾過した。この濾液を 175,000g で
遠心し、沈殿したペレットを PBS で洗浄してエクソソームとして実験に用いた。	
	
３）Tim4-beads を用いたエクソソーム膜分子の検出と解析	
	 単離したエクソソームを Tim4-beads に結合させた後、検出する分子に対する１次抗体を添加
し反応させた。次に、蛍光ラベルした２次抗体を加えて反応させ、フローサイトメトリーにより
エクソソーム膜分子の検出と解析を行った。	
	
４）Western	blots による各種分子の検出と解析	
	細胞溶解液およびエクソソーム溶液について、タンパク質の定量をした後、Western	 blots を
行った。各分子は画像解析装置（AmershamTM	Imager	680）により検出し、解析した。	
	
	
４．研究成果	
（１）酸性糖脂質の GM3 のみを有するヒトメラノーマ細胞株 SK-MEL-28 由来 N1 細胞に各種の糖
鎖合成酵素遺伝子を導入して作製した糖鎖リモデリング細胞、具体的には、GD3(+)細胞、GD2(+)
細胞、GM2(+)細胞、及び GM1(+)細胞を用い、それらのシグナル分子の活性化を比較検討した。
その結果、FCS 刺激により GD3(+)細胞及び GD2(+)細胞で Akt の顕著な活性化が認められた。	
GD3(+)細胞では p130Cas と paxillin の活性化が認められたが、GD2(+)細胞では認められなかっ
た。これらの分子の活性化の差異が、GD3(+)細胞と GD2(+)細胞の phenotype の違い（GD3(+)細
胞及び GD2(+)細胞で細胞増殖性が上昇した。浸潤性については GD3(+)細胞で亢進が認められた
が、GD2(+)細胞では認められなかった。）に関与すると推察された。また、蛍光ラベル
GD3(ATTO594-GD3)、GM3(ATTO594-GM3)及び、GM1(ATTO594-GM1)を GM3 のみを有するコントロール
細胞に取り込ませ、タイムラプス観察を行なった。その結果、移動が顕著な細胞のリーディング
エッジに GD3 が集合し、GD3 が細胞の移動方向を先導することが示唆された（図１）。蛍光ラベ
ル GM3 及び GM1 では、GD3 のような顕著な局在は認められなかった。	



 

 

	 	



 

 

（２）エクソソームの単離と解析については、細胞培養条件を検討した上で GD３及び GD2 の発
現パターンが異なる４種のヒトメラノーマ細胞株から超遠心法によりエクソソームを調製した。
エクソソームの quality	は、タンパク質濃度、Western	blotting によるエクソソームのマーカ
ータンパク（CD63,	TSG101）の検出、及び Nano	Sight による粒子径の測定により検討した。エ
クソソーム表面の GD3,	 GD2 及 CD63 の検出は、Tim4-beads を用いたフローサイトメトリーによ
り行なった。その結果、細胞培養上清から超遠心法によりエクソソームを単離する条件と方法が
確立できた。	
	
（３）上記（２）と同様に、各種の糖鎖リモデリング細胞（コントロール細胞（GM3(+)）、GD3(+)
細胞、GD2(+)細胞、GM2(+)細胞、GM1(+)細胞）の培養上清から超遠心法によりエクソソームを単
離し、解析を進めた。エクソソーム表面の GD3,	 GD2,	 GM2,	 GM1 及 CD63 の検出は、Tim4-beads
を用いたフローサイトメトリーにより行なった。その結果、糖鎖リモデリング細胞由来のエクソ
ソームは、細胞に強発現している糖脂質と同じ糖脂質を多量に含有することが明らかになった。
また、質量分析による脂質の解析では、細胞に比べてエクソソームは、１）糖脂質の組成比が高
い、２）スフィンゴミエリンやホスファチジルセリンの比率が高いことが示され、エクソソーム
は脂質ラフトと類似した脂質組成であることが明らかになった。	
	
（４）糖鎖リモデリング細胞の培養上清から単離した各エクソソームについて、それらの分泌
量をエクソソームのタンパク量で比較検討した結果、各エクソソームで差異は認められなかっ
た。また、Nano	Sight による粒子径の測定では、いずれのエクソソームも約 100	-	150nm の粒
子径であった。	
	一方、癌関連糖鎖である GD3 または GD2 を有するエクソソームにおいては、エクソソーム・マ
ーカー分子である CD63,	TSG101,	及び Alix	の強い発現が認められた（図２）。CD9 及び CD81
については、どのエクソソームも同程度に検出された。尚、各種の糖鎖リモデリング細胞の間
で、TSG101、Alix、CD9、及び CD81 の発現レベルについて明らかな差異は認められなかった。	
	 現在、上記の結果について、そのメカニズムの解析を進めると共に、各種の糖脂質糖鎖を含
有するエクソソームの生物活性について検討中である。	
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