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研究成果の概要（和文）：糖鎖が口腔扁平上皮癌やメラノーマの悪性形質に深く関与しているこ
とが明らかになった。口腔扁平上皮癌では、Lewis y の発現が癌の悪性形質を減弱させる。そ
の機序として、Lewis y が EGFR のリン酸化に抑制的に関与することが示唆された。また、メ
ラノーマでは、GD3 発現下で Yes の多くが、脂質ラフト画分に局在し、その結果、Yes の恒常的
な活性化に繋がり、悪性形質を増強していることが明らかになった。 
 
 
研究成果の概要（英文）：It has been demonstrated that glycans on the cell surface was 

strongly involeved in malignant properties of oral squamous cell carcinomas and 

melanomas. Expression of Lewis y in oral squamous cell carcinomas resulted in 

attenuation of cancer malignant properties. As a mechanism, it was suggested that Lewis y 

might play roles in the negative regulation of the phosphorylation of EGFR. Furthermore, 

it was shown that majority of Yes was localized in GEM/rafts under GD3 expression in 

melanomas, resulting in the enhanced malignant properties by constitutive activation of 

Yes. 
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１．研究開始当初の背景：糖脂質は癌関連抗
原として癌の悪性度に強く関与し、癌細胞の
増殖や浸潤能増強に働くことが示されてき
た。ジシアリル糖脂質である GD3 や GD2 が
癌悪性形質増強に関与する一方、モノシアリ
ル糖脂質である GM1 は対照的な作用を示す
ことも明らかになってきた。しかし、糖脂質

糖鎖の違いが、どのようなメカニズムで、シ
グナルを調節しているのかについては、ほと
んど解明されていない。一方、口腔外科領域
では、扁平上皮癌やメラノーマなど、種々の
癌の悪性形質における糖鎖の意義について
は、ほとんど不明である。 
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２．研究の目的：本研究では、メラノーマ細
胞を用いて、ジシアリル糖脂質とモノシアリ
ル糖脂質の違いによる癌悪性形質の正負の
制御メカニズムを解明する。また、口腔扁平
上皮癌における特異的に発現する糖鎖を同
定し、癌の悪性度への関与を明らかにすると
共に、その分子メカニズムを解明する。 

 

３．研究の方法：７種類の口腔扁平上皮癌細
胞株における糖鎖の発現プロファイルをフ
ローサイトメトリー(FACS)を用いて明らか
にし、癌特異性の高い糖鎖を同定する。糖鎖
転移酵素遺伝子改変細胞を用いて、その特異
的糖鎖の発現と癌の悪性形質との関与につ
いて、in vitro ( MTT assay および invasion 

assay)および in vivo (ヌードマウスへの癌細
胞移植実験)にて明らかにした。また、口腔扁
平上皮癌患者の病理組織におけるその糖鎖
の発現強度や分布を免疫染色により明らか
にした。また、メラノーマ細胞の糖鎖転移酵
素遺伝子操作に基づく糖鎖の違いによる癌
の悪性形質への関与を MTT assay および 
invasion assay にて検討した。また、そのシ
グナル調節のメカニズムを Triton X-100 抽
出物をショ糖密度勾配超遠心法によって分
画した後、イムノブロッティングを行って、
分子の細胞内局在を解析した。 

 
４．研究成果 
(1)ヒト口腔扁平上皮癌細胞株 7 種類におけ
る糖脂質、糖タンパク質の発現プロファイル
を FACS を用いて明らかにした。その結果、
高発現で特異性の高いガングリオシドは認
めらなかった。一方、血液型抗原である Lewis 
y および type 2H が高発現していることが判
明した。 
(2)Lewis y 構造をもつタンパク質として、
EGFR が同定され、7種類の口腔扁平上皮癌細
胞株において、EGFR 上の Lewis y 構造の有無
とそのリン酸化レベルとの間に逆相関があ
ることが判明した。 
(3)ヒト口腔扁平上皮癌における Lewis y お
よび type 2H の悪性形質への関与を明らかに
するため、これらの糖鎖を発現していない口
腔扁平上皮癌細胞亜株にfut1(1-2フコース
転移酵素)を発現させ、Lewis yおよびtype 2H
安定発現細胞株を樹立した。この結果、Lewis 
y および type 2H の発現によって、in vitro
実験では、細胞増殖、浸潤能の低下、また、
in vivo 実験では、腫瘍形成能の低下が認め
られた。つまり、これらの糖鎖の発現により、
悪性形質が減弱することが明らかになった。 
(4)Lewis y 発現(-)細胞の方が、Lewis y 発
現(+)細胞より、血清刺激後の EGFR のリン酸
化が強いことが判明した。このことは、(2)
の結果と一致しており、Lewis y が EGFR のリ
ン酸化に対して抑制的に関与していること

が明らかになった。 
(5)口腔扁平上皮癌患者23例および白板症と
臨床診断され、病理診断において上皮に異形
成が認められると診断された患者 14 例にお
ける Lewis y および type 2H の発現を免疫染
色にて検討した。その結果、口腔扁平上皮癌
患者では、type 2H が 100%、Lewis y が 91.3%
認められた。また、上皮異形成をもつ患者の
病理組織では、type 2H は、92.9%、Lewis y
は 78.6%認められた。 
(6)上記の癌の病理組織を異型上皮、CIS/微
小浸潤、浸潤癌の３つに分類し、Lewis y お
よび type 2H の発現強度を比較した。この結
果、Lewis y の発現強度は、異型上皮に比べ
て、CIS/微小浸潤において強くなり、浸潤癌
になると逆に減弱する傾向が認められた。一
方、type 2Hに関しては、CIS/微小浸潤では、
異型上皮より強いが、浸潤癌とは、ほとんど
同等であることがわかった。 
(7)癌病理組織における Lewis y および type 
2H の細胞内局在を検討した結果、Lewis yは、
角化細胞では細胞膜に発現しているのに対
して、非角化細胞では細胞膜ではなく細胞質
に発現していることが判明した。また、これ
らの組織をKi67を用いて免疫染色した結果、
Lewis y が細胞膜に発現している細胞では
Ki67 陰性で、Lewis y が細胞質に発現してい
る細胞では陽性である傾向が示された。つま
り、ヒト病理組織の検討結果より、Lewis y
は正常では発現していないが、癌になると発
現し、悪性度が高くなるにつれて減弱し、増
殖の速い細胞は細胞膜ではなく細胞質に発
現するようになる。 
(8)ヒトメラノーマ細胞では、ジシアリル糖
脂質 GD3 が、種々の細胞外基質(ECM)への接
着能を亢進させることが明らかになった。そ
の機序として、GD3 発現(+)細胞では、
integrin が、接着前に既に脂質ラフトに存在
し、その結果、FAK のリン酸化を増強してい
るためであることがわかった。 
(9)メラノーマ細胞にモノシアリル糖脂質で
あるGM1合成酵素遺伝子を導入し、GM1、GD1b、
GA1 を発現させると、細胞浸潤能、増殖能、
移動能が低下し、癌の悪性形質が減弱するこ
とが判明した。その機序として、GM1 合成酵
素の発現により、脂質ラフト画分に存在して
いた GD3 が、非ラフト画分に拡散すること、
p130Cas、FAK、paxillin といった focal 
adhesion pathwayに関与する分子群のリン酸
化レベルの低下が示された。また、ショ糖密
度勾配法で分離した脂質ラフト画分と非ラ
フト画分の GD3 を mass 解析した結果、GM1 合
成酵素の発現により、非ラフト画分に移動し
た GD3 では、不飽和脂肪酸が増加しているこ
とが示された。 
(10)ヒトメラノーマでは、Yes が GD3 依存的
に活性化し、その結果、細胞増殖および浸潤



 

 

能を亢進させること、その機序として GD3 発
現下で Yes の多くが、脂質ラフト画分に局在
し、その結果、Yes の恒常的な活性化に繋が
り、悪性形質を増強していることが明らかに
なった。 
(11)リポソームを用いた再構築実験系によ
り、糖鎖の違いが癌の悪性形質を分別的に制
御するかについて検討した。GD3 発現(-)メラ
ノーマ細胞の lysate から免疫沈降した Yes
と GD3 をリポソームに包埋して、Yes の活性
レベルを検討した結果、GD3 の添加により活
性化が認められた。一方、GD3 発現(+)メラノ
ーマ細胞由来の Yes に対して、同様に GM1 を
添加した場合、Yes の活性レベルが有意に抑
制されることが判明した。つまり、GD3 が Yes
の活性を上昇させる一方、GM1 は Yes の活性
を低下させることが in vitro の系でも示さ
れ、メラノーマにおいて、糖脂質糖鎖の違い
が癌の悪性形質を正負に制御するメカニズ
ムを再構築実験系により詳細に解明しうる
ことが明らかになった。 
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