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研究成果の概要（和文）：癌細胞等の膜表面に発現する糖脂質が近傍の膜分子と相互作用することで生成されるシグナ
ルの分子機構を解析し、その細胞形質制御における意義を明らかにすることで、細胞膜ミクロドメインを標的にした癌
細胞制御の治療戦略構築の基盤情報を得ることを目ざした。
　そのために、EMARS/MSにより癌関連糖脂質に会合する膜分子の同定と機能解析を行った。メラノーマ細胞ではGD3に
会合するneogeninを、ヒトグリオーマではGD2に会合するEphA2を、小細胞肺癌細胞では、GD2に会合するESCT2を同定し
た。さらにマウスグリオーマでは、GD3に会合するPDGF受容体alpha を同定し、各々の分子機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：We have analyzed cell signaling generated by the interaction between 
glycosphingolipids expressed on cancer cells and neighboring membrane molecules expressed in the vicinity 
of them, and aimed to apply the results in the construction of cancer therapeutic strategies targeting 
membrane microdomain leading to obtain fundamental information by clarifying the implication of the 
signals in the regulation of cell phenotypes.
 In order to do so, we used Enzyme-mediated activation of radical sources (EMARS)/mass spectrometry, to 
identify the interacting molecules with cancer-associated glycolipids. In melanomas, we identified 
neogenin as a GD3-associated molecule, in human gliomas, EphA2 as a GD2 associated molecule, and in small 
cell lung cancers, ESCT2 was identified as a GD2-associated molecule. Furthermore, PDGF receptor alpha 
was also identified as GD3-associated molecule in murine glioma cells. Then, individual molecular 
functions of these membrane molecules have been investigated.

研究分野：生化学、糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
これまで、癌細胞に特異的に発現する抗原の

探索が広範に展開されて、その抗原分子の

実体が明らかにされてきた。興味深いことに、

それらの抗原分子の多くが複合糖質であり、と

くにスフィンゴ糖脂質の糖鎖がエピトープにな

っていることが明らかになった。一方、この間、

糖脂質糖鎖の合成に関わる糖転移酵素の遺

伝子の単離と解析が進展して、癌細胞におけ

る癌関連糖鎖の発現制御と糖鎖リモデリング

が展開されてきた。その成果として、癌関連糖

脂質の発現によって、細胞増殖、浸潤、転移

などの悪性形質が、糖脂質糖鎖の微細な変

化により制御されることが示された。さらに、そ

れらの糖鎖変化による細胞内シグナルの変異

に関しても、一定度明らかにされてきた。しか

しながら、細胞膜の脂質外層にアンカーする

糖脂質がいかに細胞内シグナルの制御に働

くのかというメカニズムに関しては、ほとんど不

明のままであった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、癌細胞等の膜表面に発現する

糖脂質が近傍の膜分子と相互作用することで

生成されるシグナルの分子機構を解析して、

糖脂質糖鎖のシグナルと細胞形質制御にお

ける意義を明らかにする。よって、細胞膜ミク

ロドメインを標的にした癌細胞の制御に基づく

癌の新規治療戦略構築のための基盤情報を

得ることを目ざした。 
 
３．研究の方法 
Enzyme-mediated activation of radical 

sources (EMARS) /質量分析(MS): 

癌関連糖脂質に膜上で会合する膜分子の同

定のために、本家らが開発した EMARS/MS

解析を行った。そのために、メラノーマ、グリオ

ーマ、小細胞肺癌などの細胞株を用いて、お

もにガングリオシド GD3 または GD2 に対する

モノクローナルを HRP で標識後、培養生細胞

に結合させた。その培養液にアリルアジド

-FITC を添加することで、GD3 周囲の膜分子

を FITC 標識した後、抗 FITC 抗体で免疫沈

降を行い、FITC 標識分子を濃縮・精製した。

その産物を、Orbitrap により質量分析を行っ

て、各々の分子を同定した。同様に、グリオー

マ、小細胞肺癌などにおいても、GD3 あるい

は GD2 抗体を用いて類似の検討を行い、糖

脂質近傍分子を同定した。 

Neogenin の細胞内ドメインの」解析： 

Neogenin の細胞質ドメイン（Ne-ICD）につき、

その生成機構を明らかにするために、プロレ

アーゼ阻害剤及び/又はガンマセクレターザ

阻害剤による処理後の細胞を用いて、

Ne-ICD のレベルをイムノブロッテイングで検

討した。 

膜分子のミクロドメインへの局在の」解析： 

同定された膜分子群の細胞内局在の検討の

ために、細胞株をTriton-X100により溶解した

後、スクロース濃度勾配超遠心法による分画

を行った。5mL の分離液を 0.5mL ずつ分取し

た後、1-10 画分を用いてイムノブロッテイング

を行い、バンドの出現位置を同定した。 

膜分子と糖脂質の共局在の検討： 

メラノーマでは GD3、neogenin、ガンマセクレ

ターゼなどの同時染色を行い、形態学的にこ

れらの分子が細胞膜ミクロドメインに共局在す

るかどうかを検討した。共焦点顕微鏡を用い

て観察を行った。また、GD2 と Eph2A（グリオ

ーマ）、GD2とESCT2（小細胞肺癌）などのミク

ロドメインへの共局在に関しても、同様に検討

した。一方、マウスグリオーマにおいては、

GD3 と PDGF受容体 alpha 及び Src ファミリー

キナーゼ Yes との３者の共局在につき検討し

た。 

膜での複合体形成の解析： 

おもに免疫沈降実験とイムノブロッテイングに

よって、糖脂質と近傍分子との物理的会合の

有無を検討した。 

細胞シグナルの解析： 

糖脂質と近傍膜分子の複合体が生成するシ

グナルとして、Erk1/2、Akt などのリン酸化レ



ベル、S6 キナーゼのリン酸化、FAK、paxillin、

p130Cas 等のチロシンリン酸化に焦点化して

解析を行った。 
 

４．研究成果 

EMARS/MS 分析によって癌関連糖脂質に会

合する膜分子の同定と機能解析を種々の細

胞系で行った。メラノーマ細胞に GD3 を標的

とする EMARS を実施して、neogenin を同定し、

その細胞質ドメイン（Ne-ICD）が種々の遺伝

子の転写促進に働くことが示唆された。  

 

これらの結果から、GD3 発現がガンマセクレタ

ーゼ活性をミクロドメインで増強して、NeICD

の発現亢進と転写因子としての機能促進に働

くことが明らかになった。 

 

 また、ヒトグリオーマにおいては、GD2 に会

合する EphA2 の同定、小細胞肺癌細胞にお

いては、GD2 に会合するグルタミントランスポ

ーター、ESCT2 を同定し、GD2 とのミクロドメイ

ンへの共局在を明らかにした。また、ESCT2

阻害剤の添加によって、肺癌細胞の増殖度の

著明な低下が観察された。さらにマウスグリオ

ーマにおいては、GD3に会合するPDGF受容

体 alpha を同定し、GD3、PDGFRalph、Yes か

ら成る３者複合体形成の可能性が示された。

この複合体が paxillin を活性化して、グリオー

マの浸潤性増強に働くことが示唆された。 
 
 

 
結論 

 京都大学の鈴木博士との共同研究により、

GM1 など同種のガングリオシド糖脂質がホモ

ダイマーを形成し易いことが、１分子イメージ

ングで示され、脂質ラフトの糖鎖特異的な

heterogeneity と、その構築上の最小単位の

スケールが示唆された。この結果は、糖鎖の

差異によって、ミクロドメインの構成が異なるこ

とを示唆しており、その直接的な解明が待た

れる。 

  これらの結果により、これまで腫瘍関連

糖脂質として考えられてきたいくつかの糖

鎖抗原の、具体的な作用機構が徐々に明らか

になってきた。今後、これらの分子複合体を

標的にした新規治療法の開発に向けて、一層

の研究が求められている。 
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