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研究成果の概要（和文）：癌関連糖脂質は細胞膜の脂質ラフトに局在しシグナルと癌形質を制御する。一方、細
胞外小胞（EV）は、直径100 nm前後の小胞で、細胞間情報伝達を担い、癌細胞由来のEVは微小環境の制御や転移
の促進に働く。癌細胞由来EVの生成・分泌及び作用における細胞膜とEV上の糖鎖複合体の役割を解析した。
両者のプロテオーム解析及び糖脂質の解析の結果、糖脂質の化学構成に著明な共通点が認められた。また、
EMARS法により、各種糖脂質に集簇する膜分子のプロフィールが示された。特にメラノーマ特異的GD3/GD2の周囲
にインテグリンの局在が示された。さらに、癌関連EVが標的細胞のシグナルと悪性形質を増強することが示され
た。

研究成果の概要（英文）：Cancer-associated glycolipids are not only targets of cancer diagnosis and 
treatment, but are involved in the regulation of cell signals and phenotypes. As for extracellular 
vesicles (EVs), they are small vesicles with diameters, 40-150 nm, and exerting cell-cell 
communications. They also play roles in the regulation of cancer microenvironments and niche 
formation of cancer metastasis. To clarify the substantial basis of lipid rafts and EVs, proteome 
study of both fractions was performed, showing highly common molecular profiles. EMARS analyses 
revealed characteristic clustering molecules around individual glycolipids, i.e., melanoma-specific 
GD3/GD2 showed high localization of integrins around them. Furthermore, these EVs triggered signal 
activation and enhancement of malignant properties after addition to the target cells, suggesting 
that cancer-associated glycolipids affect EV characters, and regulate cancer cell populations.

研究分野：生化学

キーワード： 癌関連糖鎖　複合体　ミクロドメイン　細胞外小胞　脂質ラフト　シグナル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌は人類の健康上の最大の共通課題となっている。通常の外科療法、化学療法、放射線治療に加えて、免疫治療
の意義が実証され、期待が大きくなっている。その中で、癌特異的糖鎖抗原の癌診断と治療の標的としての意義
に加えて、癌の悪性形質において果たす役割が明らかになりつつある。本研究で明らかになった、酸性糖脂質の
細胞膜とEVにおけるシグナルと癌形質制御機能に関する新知見は、単なる癌マーカーの域を超えて、癌の悪性形
質を増強する重要因子としての役割が理解されるとともに、癌の根本治療法の開発の上で貴重な視点を提供する
点、意義は甚大である。

※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 
癌は現代人の健康上の最重要課題になっているが、その根治療法の確立にはまだ遠い現状であ
る。外科治療、化学治療、放射線治療に加えて、近年は免疫治療が注目を集め、実際に成果を上
げつつある。その中で、癌関連糖脂質は癌の診断・治療の標的のみならず、細胞膜上の脂質ラフ
トに局在して細胞シグナルの制御と癌形質の決定に関わるなど、重要な機能を果たしているこ
とが分かってきた。また、細胞が分泌する細胞外小胞（EV）は、直径 40-150 nm の小胞で、細
胞間情報伝達を担うが、癌細胞が分泌する EV はその微小環境の制御や転移のニッチ形成に働
くことが分かってきた。しかし、癌細胞の分泌する EVの生成過程、含有分子の組成、標的細胞
への作用と作用機構などには不明な点が多い。癌細胞由来の EVの性状と機能の検討、及びその
メカニズムの解明が重要課題となってきた。 
 
２．研究の目的 
癌細胞が分泌する EVの生成と分泌及び作用機構に関して、特に癌細胞の膜上と EV上の糖鎖複
合体の性状解析、その役割と動的機能の解析に焦点化して、糖脂質と膜の機能分子との複合体を
標的とする EVの制御法と治療応用への展開への基盤情報の取得を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)メラノーマ、グリオーマ、大腸癌、乳癌、マウス肺癌、マウスメラノーマなどの細胞株を用
いて、発現糖脂質の遺伝子操作による改変細胞を樹立する。各々の酸性糖脂質を特徴的に発現す
る亜株に関して、細胞形質を細胞生物学的に解析する。また、必要に応じて、脂質セラミド部位
の水酸化修飾につき、遺伝子操作により改変する。 
(2)細胞膜上における糖脂質と膜分子との複合体形成につき、enzyme-mediated activation of 
radical sources/mass spectrometry (EMARS/MS)法により、各々の糖鎖と会合し複合体形成す
る分子群を同定する。さらに、それらの複合体形成の生化学的性状と機能解析を実施する。 
(3) 細胞膜成分、特に細胞膜脂質ラフトと細胞外小胞(EV)に関して、糖脂質の分子組成の LC-MS
による比較検討を行う。 
(4)細胞膜脂質ラフトと EV の含有分子群のプロフイ-ルにつき、プロテオーム解析を行い、EV の
生成過程に関する物質的基盤を明らかにする。 
(5)EV の標的細胞に対する作用につき、細胞増殖、浸潤能、移動能、接着能等への影響を比較検
討する。 
(6)標的細胞の増殖および接着などの局面における EV のシグナル制御機能に関して、経時的な
リン酸化タンパク質の変化を immunoblotting により解析する。  
(7)蛍光標識 EV（PKH23 など）を調製して、EV の作用ダイナミクスを共焦点顕微鏡によるイメー
ジングで観察するとともに、糖脂質、糖転移酵素遺伝子等の標的細胞における発現変化を経時的
に検討し、EV の実際の細胞内運命と機能発現機構を追跡する。 
 
４．研究成果 
(1)種々の癌関連糖鎖を発現する癌細胞株の表現型の比較検討により、癌関連糖脂質が細胞膜上
の脂質ラフトに局在して細胞シグナルと癌形質の制御に関わることが示された。細胞膜の脂質
ラフトと EVにおける糖脂質の膜分子との複合体形成と作用機構の解析のために、EMARS/MS
を行い、各種糖鎖脂質の周辺に集簇する膜分子のプロフイールが示された。特にメラノーマ特異
的な GD3/GD2 の発現で、接着
受容体インテグリンが高レベル
に局在しシグナル活性化作用を
示すことが分かった 1)（図 1）。 
(2)細胞が分泌する EVは、直径
40-150 nm の小胞で、細胞間情
報伝達を担うが、癌細胞由来の
EV は癌微小環境の制御や癌転
移のニッチ形成に働く。癌細胞
が分泌する EV の生成と分泌及
び作用機構に関して、細胞膜上
のミクロドメインとの関連の解
析を行った。細胞膜と EV 上の
糖鎖複合体の分子構成と糖鎖複
合体の物質的基盤の比較検討の
ため、両者のプロテオーム解析
及び糖脂質の化学組成の質量分
析 (MS)による比較検討を行い、
糖脂質の化学構造において、特



に構成する分子種に著明な共通点が認められた。また、細胞膜上で糖脂質と膜分子が複合体を形
成して癌細胞の悪性形質の増強に働くことが、EVにおいても同様に存在することが示唆された。
実際に、癌関連糖脂質が EV上に発現し、
インテグリンと会合して、EV の機能に重
要な役割を果たすことが示された（図 2）。 
  種々の癌関連糖鎖発現細胞由来の EV
を、非発現の標的細胞に作用させると、細
胞増殖や浸潤能、移動能、接着能などの悪
性形質を増強することが、種々の細胞で観
察され、また細胞内シグナルの活性化を惹
起するなど、癌関連糖鎖が EVの性状と癌
細胞集団の制御に深く関わることが示さ
れた 2)。 
PKH23 などにより EV を標識し、EV の作
用動態を共焦点顕微鏡により観察すると
ともに、糖脂質及び糖転移酵素遺伝子等の
標的細胞内外における発現変化を経時的
に検討した結果、一回の投与の１〜２日後
に糖転移酵素と糖脂質の発現がピークを
示すと同時に、添加 EV が速やかに細胞質
から 60 分後には核内に入り機能すること
が示唆されるなど、EV の実際の細胞内運命
と機能発現機構の一端が明らかになった。
さらに、EV 上の糖鎖と膜分子の複合体の
役割と機能を解析し、この複合体を標的とする EV の制御戦略構築と治療応用開発を目指して
いる。 
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