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研究成果の概要（和文）：悪性メラノーマ細胞に特異的に発現するガングリオシドGD3と膜上で会合するネオジェニン
との相互作用が生成する、メラノーマの悪性形質増強機構を、ネオジェニンの細胞内ドメイン（Ne-ICD）に焦点化して
解析した。プロテアーゼ阻害剤の添加時に、GD3+細胞で著明なNe-ICD発現が見られたが、このNe-ICDは、gamma-secret
ase の阻害剤を加えると検出不能になったことから、GD3発現がgamma-secretaseを脂質raftにリクルートして、Ne-ICD
産生を促進することが示唆された。ChIP-シークエンスにより、Ne-ICD標的遺伝子を同定し、Ne-ICDによる発現亢進を
確認した。

研究成果の概要（英文）：Regulatory mechanisms by which interaction between GD3 and its associating 
molecule, neogenin on the cell surface of melanoma cells were analyzed with focus on the intracytoplasmic 
domain of neogenin (Ne-ICD). When a protease inhibitor was added to the culture medium, increased levels 
of Ne-ICD was detected in GD3+ cells, while it was hard to detect when a gamma-secretase inhibitor was 
added, suggesting that Ne-ICD was generated by recruiting gamma-secretase to lipid rafts by GD3 
expression.
 By ChIP-sequencing, target genes that are driver by Ne-ICD have been identified, and those genes have 
been up-regulated by the introduction of Ne-ICD cDNA.

研究分野：生化学、糖鎖生物学

キーワード： ガングリオシド　転写因子　セクレターゼ　ミクロドメイン　脂質ラフト
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１．研究開始当初の背景 
癌関連糖鎖抗原が多く同定されてきたが、そ
の癌細胞における役割や作用機構の解析は
不十分であった。我々は、Enzyme-mediated 
activation of radical sources (EMARS) 法
と質量分析法を用いて、癌関連糖脂質に会合
する膜分子の同定を行い、それらの作用機構
の解析を進めてきた。 
２．研究の目的 
悪性黒色腫（メラノーマ）細胞株を用いて、
癌関連酸性糖脂質である GD3 に会合する膜
分子として、neogenin が同定された。この
分子は、もともと神経系細胞において
repulsion 受容体として注目されてきたが、
癌における役割に関しては、ほとんど知られ
ていなかった。また、メラノーマ細胞の
Triton-X100 抽出液のスクロース濃度勾配
超遠心法にて分画した各フラクションを用
いてイムノブロッテイングを行った結果、
GD3 発現細胞のみで neogenin が脂質ラフ
トに局在することが判明した。そこで、GD3
と neogenin との分子間相互作用とそこで生
成されるシグナルのメカニズムの解析を行
った。とくに、neogeninの細胞内ドメインの
生成と核内移行に基づく遺伝子発現の制御
機能に焦点化した解析を行った。 
 
３．研究の方法 
メラノーマ細胞株：ヒトメラノーマ
SK-MEL-28細胞株のGD3欠損亜株であるN1細
胞に、GD3 合成酵素遺伝子（ST8SIA1）cDNA
の発現ベクターを導入して G418 による選択
後、GD3 発現株、GD3 非発現コントロール株
を樹立した。 
Neogenin 高発現株：neogenin 遺伝子の cDNA
を RT-PCR にてクローニングした後、発現ベ
クターに挿入して、メラノーマ細胞株にリポ
フェクタミン 2000 を用いて導入した。 
Neogenin ノックダウン：neogenin の cDNA
塩基配列から、３種の siRNA を合成して、メ
ラノーマ細胞に導入した。RT-qPCR、イムノ
ブロッテイングにより、最も抑制効果の著明
な siRNA を用いて、以下の実験を行った。 
細胞増殖能の測定： 
細胞増職能は、メラノーマ細胞を 96-well 
plate に播種した後、MTT を添加し、数時間
後に基質を加えて OD を測定して、相対的細
胞数を測定した。 
細胞浸潤能の測定： 
メラノーマ細胞を 6-cm dish に播種して、ノ
ックダウン、または cDNA 発現ベクター等を
導入した後、ハーベストして細胞数の計測を
行い Boyden chamber 法にてチャンバーの裏
側に移動した細胞数を計測した。通常、上側
チャンバーにマトリゲルを添加した後、細胞
を加えて一日後に移動細胞の染色・カウント
を行った。 
Ne-ICD の検出、比較検討： 
GD3+細胞、GD3-細胞における Ne-ICD の発現
レベルを、イムノブロッテイングにより比較

検討した。その時に、1. プロテアソーム阻
害剤及び／あるいはガンマセクレターゼ阻
害剤を培養液に添加した条件下で、Ne-ICD の
発現レベルを検討した。 
GD3、ガンマセクレターゼ、neogenin の免疫
細胞染色： 
GD3、ガンマセクレターゼ、neogenin が脂質
ラフトに共局在することを検討するために、
GD#+、GD3- 細胞株を固定後、各々の抗体を
用いて同時染色を行い、共焦点顕微鏡により
観察を行った。 
GD3 と Neogenin の会合の有無の検討： 
GD3 と neogenin が、膜上で物理的に会合する
か否かを、免疫強沈降実験により解析した。 
GD3+細胞、GD3-細胞からの lysate に対し、
抗 GD3 抗体、あるいは抗 neogenin 抗体によ
り免疫沈降を行った後、沈降物を SDS-PAGE
で分離して PVDF 膜にブロットした。次に、
抗 neogenin 抗体あるいは抗 GD3 抗体を用い
てイムノブロッテイングを行った。免疫沈降
用の抗体のコントロールとして、正常 IgG を
用いた。また、抗 neogenin 抗体による沈降
物に対して、抗 GM3 抗体を用いたイムノブロ
ッテイングを行い、GD3-neogenin の会合の特
異性の対照とした。 
Ne-ICD の過剰発現の影響の検討： 
Ne-ICD の機能解析のため、Ne-ICD の cDNA 発
現ベクターを作製して、メラノーマ細胞に導
入した時の細胞形質を比較検討した。 
Ne-ICD の標的遺伝子の同定： 
Ne-ICD の転写因子としての標的遺伝子を明
らかにするために、ChIP-シークエンス実験
を行った。メラノーマ細胞からゲノム DNA を
抽出して、超音波処理による断片化を行った。
その後、抗 Ne-ICD 抗体を用いて免疫沈降を
行い、沈降物から DNA を分離後、TA クローニ
ングを行った。得られクローンの塩基配列を
解析して、Ne-ICDが結合するDNAを同定した。 
標的遺伝子の Ne-ICD による発現制御： 
GD3+細胞、GD3-細胞に対して、Ne-ICD を導入
した時の上記遺伝子の発現レベルを、
RT-qPCR により比較検討を行った。 
 
４．研究成果 
GD3+メラノーマ、GD3-メラノーマ細胞株の形
質確認実験では、GD3+２株、GD3-２株の細胞
増殖能、浸潤能を比較して、GD3 発現がメラ
ノーマの悪性形質を増強することを確認し
た。 
これらの細胞株を用いて、neogenin の発現レ
ベルを解析したところ、mRNA、タンパク質の
レベルともに、GD3+細胞、GD3-細胞間に
Neogenin レベルの差がないことが明らかに
なった。  
次に Neogenin ノックダウンを行い、著明な
発現抑制効果を示す siRNA を同定した。これ
を用いて neogenin をノックダウンした時の
メラノーマ悪性形質を比較検討したところ、
neogenin ノックダウン細胞は有意に増殖の
抑制と浸潤能の低下を示した。とくに細胞浸



潤能においては、neogenin のノックダウンで
著明な低下が認められた。 
GD3+細胞、GD3-細胞における Ne-ICD の発現
の検出、比較検討を行った。1. プロテアソ
ーム阻害剤及び／あるいはガンマセクレタ
ーゼ阻害剤を培養液に添加した時の、Ne-ICD
の発現レベルを検討したところ、無処置細胞
では Ne-ICD を検出することが困難であった
が、プロテアーゼ阻害剤による処置ではじめ
て neogenin の明確なバンドが現れ、GD3+細
胞で明らかに強いバンドが認められた。一方、
細胞をガンマセクレターゼ阻害剤で処理し
た時には、Ne-ICD のバンドは全く検出できな
かった。即ち、Ne-ICD がガンマセクレターゼ
で切断されて本分子から遊離することが示
唆された。また、GD3 の発現下で、ガンマセ
クレターゼが脂質ラフトに移動して、脂質ラ
フトに移行した neogenin からの Ne-ICD 遊離
に働くことが示唆された。 

図 1. GD3、プレセニリン、neogenin の細胞
膜での共局在を、同時免疫染色で示す。 
 
これらの結果は、GD3、プレセニリン(ガンマ
セクレターゼ)、neogenin の同時免疫染色で
も明瞭に示された（図 1）。 
次に、GD3 と Neogenin の会合の有無を検討
した。 
GD3 と neogenin が、膜上で物理的に会合する
か否かを、免疫共沈降実験により解析した。
即ち、GD3+細胞、GD3-細胞からの lysate に
対し、抗 neogenin 抗体により免疫沈降を行
った後、沈降物を SDS-PAGE で分離して PVDF
膜にブロットした膜を用いて、抗 GD3 抗体に
よるイムノブロッテイングを行った。正常
IgG による沈降物に GD3 は検出されなかった
が、neogenin 抗体を用いた沈降物には GD3 が
検出された。GM3 は検出されず、neogenin と
会合する糖脂質はGD3のみであることが示さ
れた。 
Ne-ICD の過剰発現の影響の検討： 
Ne-ICD の機能解析のため、Ne-ICD の cDNA 発
現ベクターを作製して、メラノーマ細胞に導
入した時、明らかな増殖能の亢進、浸潤能の
増強が示され、Ne-ICD 自身がメラノーマ細胞
の悪性形質を正に制御することが示唆され
た。 

Ne-ICD の標的遺伝子の同定： 
Ne-ICD の転写因子としての標的遺伝子を明
らかにするために、ChIP-シークエンスを行
った。メラノーマ細胞から抽出したゲノム
DNA を断片化した後、抗 Ne-ICD 抗体を用いて
免疫沈降を行い、沈降物中の DNA を TA クロ
ーニングした。ここで得られクローンのシー
クエンスの結果、Ne-ICD が結合する DNA を
20 種以上同定した。 
標的遺伝子の Ne-ICD による発現制御： 
GD3+細胞、GD3-細胞に対して、Ne-ICD を導入
した時の各遺伝子の発現レベルを、RT-qPCR
により比較検討したところ、約半数の遺伝子
で明らかな発現レベルの上昇を認めた。 
 
結論： 
以上の結果、EMARS 法で同定した GD3 近傍膜
分子 neogenin が、実際にガングリオシド GD3
に会合して、 neogenin そしてガンマセクレ
ターゼを脂質ラフトにリクルートすること
が、強く示唆された。さらにその結果、GD3
発現によってガンマセクレターゼの活性亢
進が誘導され、neogenin の細胞質ドメイン
（Ne-ICD）を切断・遊離することで、Ne-ICD
が核内移行して転写因子として種々の遺伝
子の発現誘導に働くことが示唆された（図
２）。これらの結果は、これまでメラノーマ
関連糖脂質として知られてきた GD3 の、メラ
ノーマの悪性形質増強における具体的な作
用メカニズムの一端を明らかにした点で画
期的な成果である。 

図 2. GD3 発現によって neogenin が脂質ラフ
トに移行すると同時にガンマセクレターゼ
の移動、活性化を誘導して、Ne-ICD の生成と
転写活性亢進に至るプロセスを示した。 
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