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研究成果の概要（和文）：酸化ストレス下で観察される癌細胞の増殖および浸潤能の変化に細胞

膜脂質の質的、量的変化がどのように関与しているかを明らかにすることを目的として研究を

行った。その結果、低酸素条件下で観察されるマウスメラノーマ細胞の浸潤能亢進に細胞膜中

ガングリオシド含量の増加とそれによる細胞接着因子関連タンパク質複合体の変化が関与して

いることが明らかとなった。この成果により癌細胞の悪性化機構の一端が明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：The regulatory mechanisms for the protentiation of mouse melanoma 

cell invasion under hypoxic condition were investigated. The increase in membranous 

ganglioside GM3 contents and the modulation of proteins-glycolipids complex in cell 

membrane were proved to be deeply involved in this phenomenon. This result indicates novel 

mechanisms for cancer aggravation under hypoxia. 
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１．研究開始当初の背景 
 癌細胞が生体内で増殖し、固型癌を形成す

る際には血管新生が間に合わず、また形成さ

れた血管も細くて脆弱なものである場合が

多い。そのため固型癌内部はしばしば低酸素

状態に陥ることが多い。低酸素状態に陥った

癌細胞内では酸化ストレスが高まっている

ことが知られている。癌細胞はその高い増殖

能ゆえに正常細胞よりも多くの活性酸素種

が細胞内で発生していることも報告されて

おり、上記と併せて考えると癌細胞は常に酸

化ストレスにさらされていると予想される

ことから、癌細胞の悪性化に酸化ストレスが

関与していると指摘する説もある。本研究を

開始する以前に研究代表者は、活性酸素存在

下でラット肝癌細胞の浸潤能が亢進するこ

とを見出し報告していた。また癌細胞の細胞

膜糖脂質含量を変化させることで癌細胞増

殖能が変化することも見出し、報告していた。

さらに活性酸素種の処理により細胞膜タン

パク質の糖鎖構造が変化し、細胞機能の修飾

が誘導されるという報告が他のグループか

ら行われていた。そこで本研究では酸化スト

レス下に置かれた癌細胞において細胞膜中
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の糖脂質に質的または量的な変化が誘導さ

れ、それが契機となって癌細胞の増殖能また

は浸潤能に変化が起きるのではないかとい

う仮説を立て、その検証を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
 本研究は酸化ストレスにより癌細胞膜糖

脂質にどのような変化が起きるか、またその

変化が癌細胞の機能にどのような影響を及

ぼすかを明らかにし、さらにその機構を解析

することを目的とした。具体的には、酸化ス

トレスとして癌細胞を低酸素条件下で培養

し、その際の癌細胞増殖能および浸潤能を測

定し、それらの変化に細胞膜中の糖脂質の質

的、量的変化がどのように関与しているかを

明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)使用した癌細胞と培養条件 

 本研究ではモデル癌細胞としてマウスメ

ラノーマ細胞 B16F10 細胞を用いた。B16F10

はマウスメラノーマ細胞 B16より樹立された

高転移性の亜株であり、転移研究でしばしば

使用される細胞である。B16F10 は ATCC より

購入し、10％の牛胎児血清を添加した RPMI 

1640 培地で維持培養を行った。 

 1％O2条件下で 96 時間培養した癌細胞を低

酸素培養群とした。 

 

(2)癌細胞増殖能・接着能・浸潤能測定法 

 通常酸素条件（Normoxia）および低酸素条

件（Hypoxia）であらかじめ 96 時間培養した

癌細胞を用いて、増殖能・接着能・浸潤能を

比較した。癌細胞の増殖能の測定は WST-8 法

を用いて行った。各種マトリックスタンパク

質をあらかじめコートした細胞培養プレー

トに前培養した癌細胞を播種し、2 時間後に

接着した癌細胞数を位相差顕微鏡下でカウ

ントすることで接着能を測定した。運動能は

コンフルエント状態の癌細胞を前培養した

後、チップを用いて細胞層に傷をつけ、無血

清条件下で経時的に傷の修復速度を測定す

ることで算出した。浸潤能に関しては腸管膜

由来中皮細胞との共培養系を用いて測定し

た。 

 

(3)細胞膜糖脂質分析 

 前培養した細胞を回収後、ヘキサン・イソ

プロパノールにより総脂質を抽出し、減圧乾

固後、Folch 抽出を行い、糖脂質画分を分離

した。抽出した糖脂質の分析は HPTLC および

immuno TLC により行った。 

 

(4)細胞膜脂質およびタンパク質分析 

 前培養した癌細胞を溶解後、総タンパク質

中の各種接着因子および関連タンパク質量

を Western Blot 法により測定した。細胞膜

マイクロドメインはショ糖密度勾配超遠心

法により分離し、各画分におけるタンパク質

の存在量は Western Blot 法により測定した。 

 また免疫細胞染色を行い、GM3、CD9、イン

テグリンの細胞膜上での局在を蛍光顕微鏡

により観察した。 

 細胞膜上の GM3 および CD9 含量の変化は

Flow cytometer により測定した。 

 

４．研究成果 

(1)低酸素培養により浸潤能が亢進する 

 Normoxia培養群と Hypoxia培養群の増殖能

と浸潤能を測定した結果、図 1 に示すように

両者ともに Hypoxia 群で低下していたが、そ

の低下の度合いは増殖能に比べて浸潤能で

小さく、低酸素条件で培養することで相対的

に浸潤能が上昇していることが明らかとな

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 増殖能・浸潤能への Hypoxia の影響 

 

(2)Hypoxia により接着能、運動能が変化する 

Hypoxia 群での浸潤能亢進の機構を明らか

にするため、接着能および運動能の変化を解

析した。図 2 に示すように Hypoxia 群ではフ

ィブロネクチンへの接着は増加するが、プラ

スチックディッシュおよびコラーゲンへの

接着能が低下していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 各種タンパク質への接着能の変化 

 

 さらに運動能の変化を傷つけアッセイに

より測定したところ、Hypoxia 群では細胞運



 

 

動能が有意に亢進していることが明らかと

なった（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 Hypoxia の細胞運動能への影響 

 

 以上の結果は、低酸素条件で B16F10 を培

養することにより、接着が下がり運動能が上

がる、すなわち癌細胞が動きやすくなってい

ることを示しており、これらの変化が低酸素

条件下で観察された浸潤能亢進の機構の一

つであることを示唆する結果と考えられる。 

 

(3)Hypoxia 群において細胞膜糖脂質および

接着因子の局在が変化する 

 上記の結果から明らかになった Hypoxia群

での接着能と運動能の変化を介した浸潤能

の亢進に細胞膜糖脂質がどのように関与し

ているかを明らかにするため、まず細胞膜糖

脂質量の変化を検討した。その結果、Hypoxia

群において細胞膜上の GM3含量が顕著に増加

することが明らかになった。その際、GM3 と

相互作用することが報告されている CD9 の含

量も同時に測定したが、CD9 含量に関しては

大きな変化は見られなかった（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 細胞膜上の GM3 および CD9 含量の変化 

 

 細胞膜上の GM3含量の増加が観察されたた

め、次いで細胞内の総 GM3含量を測定したが、

細胞内の総GM3含量には Normoxia群と Hypo- 

xia 群の間で大きな差は見られなかった(図

5)。なお低酸素条件下で GM3 の TLC 上での移

動度には大きな差はなく構造上の修飾が起

きている可能性は低いと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 細胞内総 GM3 含量への Hypoxia の影響 

 

 GM3 は主として細胞膜の外葉に存在し、CD9

などのタンパク質と相互作用することでマ

イクロドメインを形成することが知られて

いる。上記の結果は低酸素培養により細胞内

において GM3 合成量が増加し、その結果細胞

膜上の GM3 含量が増加したのではなく、GM3

の細胞内局在が変化したことを示唆してい

る。そこで、次に免疫細胞染色により、細胞

内での GM3、CD9、インテグリンβ1 ならびに

インテグリンの裏打ちタンパク質の一つで

ある Focal Adhesion Kinase (FAK)の局在変

化を検討した（図 6 および図 7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 GM3、CD9、Integrinβ1 の局在変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７ GM3、CD9、FAK の局在変化 

 その結果、Hypoxia 群では明らかに GM3、



 

 

CD9、Integrinβ1、FAK の局在が亢進してお

り、低酸素条件下では、細胞膜上で増加した

GM3 が CD9、インテグリンおよび FAK と大き

な複合体をマイクロドメインとして形成し

ていることが予想された。この結果をさらに

確認するため、細胞膜マイクロドメインをシ

ョ糖密度勾配超遠心法により分離し、マイク

ロドメイン画分と可溶性画分におけるイン

テグリン存在量を測定したところ、図 8 に示

したように低酸素培養条件下ではマイクロ

ドメイン画分へのインテグリンα5 およびβ

1 の局在が明らかに亢進していることが明ら

かとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 マイクロドメイン画分への Integrin 

α5β1 の局在 

 PNF は細胞質総タンパク質に相当する。 

 

 以上の結果より低酸素条件下では、細胞内

の糖脂質や接着因子の総量はほとんど変化

しないものの、それら因子が局在を変化させ

ることで、細胞膜上のマイクロドメイン構造

が大きく変化し、その結果接着能と運動能が

変化し、浸潤能能亢進、すなわち悪性化につ

ながっていることが明らかとなった。 

 

(4)まとめと今後の展望 

 以上の結果より、低酸素培養によりマウス

メラノーマ細胞 B16F10 は浸潤能の亢進とい

う悪性化を示すことが明らかとなり、その機

構には接着能の低下と運動能の亢進が関与

していることが明らかとなった。さらに接着

能の低下および運動能の亢進が起きる分子

機構の一つに細胞膜マイクロドメインへの

GM3の局在の亢進と GM3－CD9-Integrinα5β

1-FAK という糖脂質・タンパク質複合体形成

の増加が関与していることが明らかとなっ

た。 

本研究開始時に予想していた低酸素条件

という酸化ストレス下における細胞膜糖脂

質の質的変化（糖鎖切断や官能基の変化など

の分子構造変化）に関しては明らかな変化を

見出すことはできなかったが、細胞膜糖脂質

の細胞膜上での量的変動（総量は変化せず、

細胞膜への局在が増加する）を見出し、それ

に伴う細胞膜マイクロドメイン中でのタン

パク質複合体の変化を見出すことができた。 

さらに結果として示すまでの明確なデー

タを得ることはできなかったが、Hypoxia 群

より調製した細胞膜マイクロドメインを材

料として、抗 GM3 抗体を用いた免疫沈降実験

を行い、GM3 が形成している糖脂質・タンパ

ク質複合体中のタンパク質をプロテオミク

スにより解析したところ、細胞運動に関わる

ことが報告されている低分子量 Gタンパク質

の調節因子である GAP (GTPase activating 

protein)の一種が含まれていることを示唆

するデータも得ている。この結果からも低酸

素条件下でマイクロドメイン中に形成され

る糖脂質・タンパク質複合体は細胞運動の調

節に深く関与している可能性が考えられ、低

酸素条件における癌細胞の悪性化過程にお

いて細胞膜糖脂質が重要な役割を果たして

いることは明らかであると考えられる。 

今後、細胞膜中の GM3 および GM3 が形成す

るタンパク質との複合体をより詳細に解析

することで、癌細胞悪性化の新たな機構をあ

らに明らかにすることが可能となると予想

され、それらの研究成果をもとに癌細胞の悪

性化抑制法の開発を行うための基盤が形成

されていくものと期待される。 
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