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研究成果の概要（和文）： 

膜結合型シアリダーゼ NEU3 は細胞膜に局在する糖鎖分解酵素の一種で、上皮増殖因子受
容体（EGFR）を活性化し腫瘍形成を促進する。この NEU3 による EGFR の活性化機構
として両分子の相互作用が重要な役割を果たしていることが示唆されている。本研究では
Neu3 ノックアウトマウスを用いて NEU3 の腫瘍形成への関与を検討するとともに、
NEU3-EGFR 間の相互作用に関して分子レベルでの解析を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 

The membrane-associated sialidase NEU3, a kind of glycolytic enzyme, localizes at cell 
membrane and promotes tumor formation through activation of EGFR. We previously 
showed that interaction between NEU3 and EGFR plays role in the activation. In this 
study, we investigated an involvement of NEU3 in colon tumor formation by using 
Neu3 knock out mice. We also analyzed interaction between NEU3 and EGFR at 
molecular level 
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１．研究開始当初の背景 

シアリダーゼは複合糖質糖鎖の非還元末端
に結合したシアル酸（酸性糖の一種）を遊離
させる酵素で、哺乳類では細胞内局在や基質
特異性が異なる４種のシアリダーゼが存在
している。このうち細胞膜画分に局在する
NEU3 シアリダーゼは細胞膜成分である糖
脂質の一種ガングリオシドを良い基質とす

る。糖鎖代謝酵素の多くはリソソームに局在
するが、我々が世界に先駆けて cDNA をクロ
ーニングした NEU3 シアリダーゼは細胞膜
のカベオラやラフトに局在する。このような
局在は NEU3 が細胞膜上で何らかの生理機
能を果たしていることを示唆している。実際
これまでの我々の解析から、EGFR 等細胞膜
上の受容体が関与するシグナル伝達を
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NEU3 が修飾し、細胞の増殖／分化に影響を
及ぼし、その異常ががんや糖尿病等の病態の
原因になりうることが明らかとなった。例え
ばヒト大腸がんの臨床検体を用いた検討で
は NEU3 の酵素活性及び mRNA レベルが上
昇していることが示され、その生理的意義を
明らかにするため大腸がん由来細胞株にお
いて NEU3 発現を抑制すると EGFR シグナ
ル伝達系の活性化が抑制され最終的にアポ
トーシスが誘導されることが示された。この
ことは大腸がんで異常亢進した NEU3 が
EGFR シグナル伝達系の活性化を通してが
ん細胞のアポトーシス回避に寄与している
ことを示唆している。この点はより生理的な
条件、すなわち Neu3 ノックアウトマウスを
用いてさらに解析する必要があった。 

EGFR シグナル伝達系は腫瘍の増殖・悪性化
において最も重要なシグナル伝達系であり、
その制御によりがんを治療する分子標的薬
の重要な対象となっている(Zhang, J. Clin. 
Invest. 2007)。従って NEU3 による EGFR

シグナル伝達系の制御機構を明らかにする
ことは、新たながん治療法の開発に資するこ
とが期待される。この制御の分子機構として、
一つは NEU3 の基質である糖脂質ガングリ
オシドの関与が考えられた。特定のガングリ
オシドのレベルが EGFR の活性化に影響を
及ぼすことが報告されていた。一方我々の予
備的な検討では NEU3 が EGFR と相互作用
し、この相互作用により EGFR の活性化が亢
進する可能性も示唆された。 

 

２．研究の目的 

本研究では NEU3 による EGFR シグナル伝
達調節の分子機構を明らかにするため、以下
の項目の解明を目的とした。 

（１）ノックアウトマウスを用いた Neu3 の
生理機能解明 

これまで NEU3 によるシグナル伝達調節は
培養細胞あるいはヒト NEU3 を過剰発現さ
せたトランスジェニックマウスを用いて解
析されてきた。本研究では Neu3 ノックアウ
トマウスを用いて、より生理的条件に近い条
件で、大腸がん発症やガングリオシド代謝の
変動を検討した。 

 

（２）NEU3ーEGFR 分子間相互作用の解析 

これまでに明らかにされた NEU3 と EGFR

間の相互作用に関して、その分子メカニズム
を明らかにするため、相互作用に必要なドメ
インの同定を目指した。 

 

（３）NEU3 と相互作用する新規因子の同定 

これまでに NEU3 と直接あるいは間接に相
互作用するシグナル分子として EGFR 以外
に Grb２、Rac1、caveolin-1 等のシグナル分
子が同定されている。これらの分子との相互

作用も EGFR シグナル伝達の調節に関与し
ている可能性もあり別に解析を行っている。
本研究ではさらに新たな相互作用分子の同
定を目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）Neu3 ノックアウトマウスを用いた検
討 

化学発がん剤（azoxymethane, AOM）単独、
あるいは化学発がん剤と起炎剤（dextran 

sulfate sodium, DSS）との併用により大腸が
んを発症させ、その際の腫瘍形成頻度や腫瘍
成長を調べ、Neu3 欠損の影響を検討した。
またガングリオシド代謝に及ぼす Neu3 欠損
の影響を確認するため、マウス各組織からガ
ングリオシドを調製し、その組成を薄層クロ
マトグラフィーにより確認した。 
 
（２）NEU3ーEGFR 分子間相互作用の解析 

NEU3 及び EGFR の欠失変異体を作製し培
養細胞で発現させ、特異抗体を用いた免疫沈
降の共沈実験により相互作用の有無を検出
した。 

 

（３）NEU3 と相互作用する新規因子の同定 

NEU3 と相互作用する分子を探索するため、
NEU3 の部分配列を bait として、ヒト脳由
来 cDNA ライブラリーを酵母 two hybrid 系
によりスクリーニングした。スクリーニング
で陽性であったクローンに関しては免疫沈
降の共沈により、相互作用を確認した。 
 
４．研究成果 
（１）Neu3 ノックアウトマウスにおける炎
症性大腸がん発症の抑制 

発がん剤 AOM と起炎剤 DSS の併用により
発症する大腸がんの発生がノックアウトマ
ウスで有意に低下していた。一方で発がん剤
単独投与による大腸がんの発生及び大腸が
んの初期段階と考えられている異常な大腸
クリプト（aberrant crypt foci）の発生に関
してはノックアウトとコントロールマウス
間で有意差は認められなかった。以上の結果
はマウスにおいて Neu3 が炎症性シグナルを
介して大腸がん発症に関与しているという、
これまで知られていなかった Neu3 機能の存
在を示唆している（論文投稿中）。炎症性大
腸がんの発症に EGFR シグナル伝達系が関
与していることが報告されていることから、
マウスNeu3がEGFRシグナル伝達系を介し
て炎症性シグナルの調節に関与している可
能性もあり、今後の検討課題である。 

また、脳及び大腸粘膜におけるガングリオシ
ド組成は、ノックアウト及びコントロールマ
ウス間で明らかな差は認められなかった。他
のシアリダーゼファミリーにより補償され
ている、あるいは Neu３のガングリオシド代



 

 

謝への寄与が限定的である可能性が考えら
れる。この点を明らかにすることは今後の重
要な課題である。 

（２）NEU3ーEGFR 分子間相互作用に関与
するドメインの同定 

NEU3 及び EGFR の欠失変異体の共沈実験
から NEU3 の中間領域及び EGFR の細胞膜
貫通ドメイン近傍の領域が相互作用に関与
していることが明らかになった。現在、相互
作用に必要な最小領域の絞り込みとともに、
両ドメインが直接相互作用しているのかあ
るいは他の分子を介して相互作用している
のか、表面プラズモン共鳴測定装置で測定す
る等、更なる検討を進めている。 

（３）NEU3 と相互作用する新規因子の同定 

NEU3 の部分配列を bait とした酵母 two 

hybrid 系による一次スクリーニングで、ヒト
脳由来 cDNA ライブラリーより３００程度
の陽性クローンが単離された。スクリーニン
グ条件を種々検討したが酵母 two hybrid 系
ではこれ以上の陽性クローンの絞り込みは
不可能であった。そこで得られたクローンす
べての DNA 配列を決定し、それぞれの機能
をデータベースあるいは文献情報から推定
し、NEU3 との相互作用が推定されるクロー
ン、１１クローンをピックアップした。当該
クローンを培養細胞で発現させ免疫沈降を
行い NEU3 と共沈する１クローンを同定し
た。当該クローンは細胞内輸送に関与するこ
とが最近明らかになった。EGFR をはじめと
する多くの受容体シグナルの調節に細胞内
輸送系が関与していることが明らかになっ
ており、NEU3 がこの輸送系を介して広くシ
グナル伝達系に関与している可能性が考え
られた。現在相互作用に関与するドメインの
同定など、さらに検討を進めている。 
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