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研究成果の概要（和文）：腎癌細胞の増殖、浸潤および転移の過程において、転移と関係が示唆されるDSGb5糖
鎖を同定してきた。この糖鎖は腎癌細胞表面に単独で存在するのではなく、細胞二重膜に浮かぶ脂質を多く含ん
だ筏（lipid raft)の構成分子として存在する。このlipid raftが腎癌の新規治療のターゲットなり得るかを検
証した。その結果、DSGb5糖鎖の発現により腎癌細胞が増殖能を亢進させることを明らかにした。また、臨床検
体を用いた検証にて、DSGb5高発現症例で血管侵襲が多く、予後不良であることを明らかにした。以上から、
DSGb5糖鎖を含むlipid raftが治療のターゲットなり得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have focused on the role of glycolipid on renal cancer cells in terms of 
their ability of proliferation and motility. And in our past study, we have identified new 
glycolipid DSGb5 which was associated to cancer metastasis. Our past data also showed that DSGb5 was
 one of elements of lipid rafts (like floating) on lipid bilayer membrane of renal cancer cells. 
However, it was not known that lipid rafts including DSGb5 could be the therapeutic target of renal 
cancer. In this study we demonstrated that the high expression of DSGb5 promoted proliferation of 
renal cancer cells. Moreover, we elucidated that the high expression of DSGb5 was associated to 
vessel invasion of renal cancer caused to poor prognosis by investigating clinical specimens. 
According to our results lipid rafts including DSGb5 could be the therapeutic target with new 
mechanism employing glycobiological approach for advanced renal cancer.

研究分野：泌尿器生殖器癌
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１．研究開始当初の背景 
細胞に発現する糖鎖は、細胞間相互認識・
接着・運動など多岐にわたって重要な役割を
担っており、癌細胞の増殖・浸潤・転移のプ
ロセスにおいて、Key moleculeとして果たす
糖鎖の役割が、近年注目されている。申請者
らの行ってきた泌尿器癌での糖鎖抗原の研
究から、腎癌において GM3 よりも長鎖のガ
ングリオシドの発現増加が転移と関連があ
るというデータを得ていくつかのガングリ
オシドを同定してきている(Saito S. J Biol 
Chem. 1994, Ito A. J Biol Chem. 2001)。
DSGb5 糖鎖も新規構造物として報告した糖
鎖の一つであり、この糖鎖に対するモノクロ
ーナル抗体を作成して、腎癌組織免疫染色を
行った結果、腎癌の転移との関連を示唆する
デ ー タ が 得 ら れ て い る  (Ito A. 
Glycoconjugate J. 2001) 。 
糖鎖は、糖鎖を付加する酵素によって伸
長・合成されており、申請者らは、DSGb5
糖鎖合成酵素遺伝子(ST6GalNAcVI)を同定
している (Senda M, Ito A. Biochem J.2007)
（図 1）。 

この ST6GalNAcVIに対する siRNA を腎
癌細胞に導入することで、DSGb5 糖鎖
Knock down細胞が作成可能となり、これを
用いることで、DSGb5 糖鎖の機能的役割を
解析することが可能となった。その結果、細
胞 表 面 上 の DSGb5 糖 鎖 が natural 
killer(NK)細胞上の糖鎖認識蛋白(Siglec7)と
作用して、NK 細胞の障害活性を抑制してい
るという知見が得られている(Kawasaki Y, 
Ito A. Glycobiology.  2010)。 

ただ、NK 細胞の制御にはシアル酸の制御
が必要であることがわかった。図 2に示すよ
うに、NK 細胞にシアリダーゼ処置を施すこ

とにより、DSGb5を Knock downした腎癌
細胞に対する殺細胞効果の増強が得られる
ことを証明した。さらに、Knock down細胞
とコントロール(mock)細胞とを比較検討し
たところ、DSGb5 糖鎖発現によって、細胞
運動と細胞増殖が亢進していることが判明
した。すなわち、DSGb5 糖鎖は、細胞外に
おいてはNK細胞活性を抑制し、細胞内では、
増殖・運動に関与していることが明らかとな
った。 
２．研究の目的 
これまで行ってきた糖鎖抗原発現と腎癌
の臨床像との比較検討の結果、DSGb5 糖鎖
の発現が腎癌の転移と関連するデータが得
られ、DSGb5 糖鎖が、腎癌細胞の Glucose 
uptake を調節し、細胞運動能や増殖能に影
響を及ぼすという知見が得られている。もと
もと腎癌では、Glucose transporterの中でも
Glut-1 を強く発現しており、Glut-1 が腎癌
悪性化進展に関与していることが知られて
いることから、DSGb5糖鎖が Glut-1による
Glucose uptake に関与しているものと推察
される。そこで本研究では DSGb5 糖鎖と
Glut1 の相互作用を詳細に解明し、DSGb5 
糖鎖と Glut-1 の機能を制御することで、今
までにない新しい機序から腎癌治療にアプ
ローチすることが可能と考えられ、腎癌の新
しい分子標的治療に向けた可能性が期待さ
れる。 
３．研究の方法 
（1） DSGb5 糖鎖と Glut1 の相互作用を詳
細に解明するために、細胞膜脂質ラフト
上での DSGb5 と Glut1 発現解析し、脂質
ラフト上での DSGb5 発現変化による
Glut1 の機能変化を調べる。 

（2） DSGb5 糖 鎖 合 成 酵 素 遺 伝 子
(ST6GalNAcVI)に対する siRNA を腎癌細
胞に導入して作成した DSGb5 糖鎖 Knock 
down 細胞を用いて、Glut-1 の細胞表面
での発現状態の変化を調べる。 

（3） ヌードマウスにDSGb5発現腎癌細胞
を移植して、腎癌マウスモデルを作成し、
DSGb5糖鎖Knock down細胞でのマウスで
の増殖および浸潤状態を比較検討する。
さらに、Glut-1 を siRNA 法で Knockdown
するか抑制抗体などを添加することで、
腎癌マウスモデルでの抗腫瘍効果を検
討し、将来の新しい分子標的治療への応
用の可能性を探る。 
DSGb5 糖鎖合成酵素遺伝子(ST6GalNAcVI)
に対する siRNA を腎癌細胞に導入して作成
したDSGb5糖鎖Knock down細胞では、Glucose 
uptake の低下が観察されている。そこで、
DSGb5 糖鎖 Knock down 細胞と control 細胞を
比較して、Glut-1 発現の変化および Glut-1
の細胞表面での発現状態の変化を共焦点レ
ーザー顕微鏡で観察し、細胞膜から脂質ラフ
ト分画を分離して、ラフト上での変化を解析
する。DSGb5 糖鎖 Knock down 細胞では、何ら
かの機序により Glut-1 による Glucose 
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uptake の低下を来していると予想される。
そこで、DSGb5 糖鎖発現低下による Glut-1 の
glucose uptake 低下経路の詳細を解析し、
さらに、glucose uptake 低下による細胞運
能の低下について解析する。 
 
４．研究成果 
 これまでの研究で、腎癌細胞の増殖、浸潤
および転移の過程において、糖鎖の果たす役
割に着目してきた。腎癌の転移と関連が示唆
される糖鎖が、本研究の key molecule であ
る DSGb5 である。DSGb5 糖鎖が細胞表面にリ
ピッドラフト（lipid raft)を構成する重要
な molecule であり、DSGb5 糖鎖の発現と腎癌
細胞のふるまいについて検証してきた。 
昨年度、論文報告をし（Kawasaki Y. Tohoku 
Journal of Experimental Medicine 2015)、
腎癌細胞におけるDSGb5の役割とその発現目
カニズムについて詳細を解析した。 

図 3 の A では、DSGb5 を高発現している腎
癌細胞株の 2つを Knock down し、DSGb5 の発
現の低下を確認している。図 3 の B では、
DSGb5 の Knock down により、MSGb5 の発現が
増強していることを示している。つまり、図
1 で示す DSGb5 の合成経路からわかるように
DSGb5 の Knock down 細胞は MSGb5 高発現細胞
ということになる。DSGb5 高発現 MSGb5 低発
現細胞と MSGb5 高発現 DSGb5 低発現細胞にて、
増殖と運動の解析結果を図 4（図 4A は
proliferation assay、図 4B は motility 
assay）に示す。 

MSGb5 の発現の高低は腎癌細胞の増殖や運
動に影響を与えず、DSGb5 の高低は運動に影

響を与えることが確認された。この論文の結
果に基づき、さらに検証のため臨床検体を用
いた研究をおこなった。パラフィンブロック
における DSGb5 による免疫染色を確立し、対
象症例の免染染色において、DSGb5 高発現と
低発現では、組織型・腫瘍径・pT stage・Grade
などに差がないことを確認した。しかし、
DSGb5 高発現症例で有意に血管侵襲を多く認
めた。このデータは、DSGb5 の高発現は腎癌
細胞の運動能亢進させることを示した図4の
データが裏付けるものであった。術後平均観
察期間 51 か月において、対象症例のうち 18 
例(12%) に転移を認めた。転移発現までの中
央値は、DSGb5 低発現症例で 51 ヶ月であった
が、高発現症例で 38 ヶ月と早期に転移を認
めた。5 年無増悪生存率は DSGb5 低発現症例
で 89%、高発現症例で 73%であり、高発現症
例で予後不良であることが明らかになった
（図 5）。この結果を論文報告した（Itoh J. 
Glycoconj J. 2017) 。基礎実験と臨床検体
を用いた研究より、DSGb5 糖鎖を含む腎癌細
胞上のリピッドラフトが新規治療のターゲ
ットなりうることを明らかとした。 
 現在、リピッドラフトに含まれる DSGb5 以
外の糖脂質やタンパク質を定量しており、動
物実験モデルの作成も計画している。さらに、
リピッドラフトのターゲットとなり得る、抗
DSGb5 抗体を含め、いくつかの抗体の同定を
しており、本研究の発展により根治切除不能
および転移性腎癌の診療に貢献できること
を願っている。 
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