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研究成果の概要（和文）：癌細胞における抗癌剤耐性とスフィンゴ脂質由来生理活性脂質の産生
との関連性に焦点を当てた研究を行い、スフィンゴ脂質代謝が各種抗癌剤抵抗性の制御に深く関
与していることを明らかにした。また、抗癌剤抵抗性細胞において、癌幹細胞の指標CD44発現
やスフィンゴシンキナーゼ（SPHK）の発現および下流ERK系の活性化が増加しており、抗癌
剤抵抗性とSPHK活性上昇との関連性を示唆した。さらに、CD44の発現にSPHK1が深く関与し
ていることを明らかにした。したがって、抗癌剤の分子標的治療薬としてSPHK1が有効である
ことを示唆した。 

 

研究成果の概要（英文）：We has shown that sphingosine kinase (SPHK)1 activity and protein 

expression regulated oxaliplatin (L-OHP) sensitivity in human colon cancer cells. In L-OHP 

resistant human colon cancer cell lines, SPHK1, CD44, endogenous phosphorylated-Akt and 

phosphorylated-ERK levels were much higher than those of sensitive cells. The elevation 

of CD44 protein level was abolished by the inhibition of ERK phosphorylation. The exogenous 

stimulation with sphingosine 1-phosphate (S1P) induced increase of ERK phosphorylation 

and CD44 protein expression in HCT116 cells. These S1P-induced increases were also 

suppressed by MEK inhibitor. These findings indicate that SPHK1 and its product, S1P, 

contribute to the regulation of CD44 protein expression through ERK signaling pathway in 

human colon cancer cells.  
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１． 研究開始当初の背景 

細胞の生と死の制御に脂質代謝により産生
される生理活性脂質が重要な役割を果たす
ことが明らかにされてきた。なかでも、ホス
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ファチジルイノシトール３−リン酸(PI3-P)産
生酵素のPI3キナーゼとAkt経路は代表的な
生存シグナル系として広く知られている。ま
た、スフィンゴ脂質の代謝産物のなかでセラ
ミド(CER)はスフィンゴミエリン（SM）分解
により産生され、細胞死(アポトーシス)を誘
導するが、さらにスフィンゴシンキナーゼ
(SPHK)により代謝されたスフィンゴシン１
−リン酸(S1P)は、逆に細胞増殖に関与するな
ど、両脂質は各種細胞機能（増殖・生存・ア
ポトーシスなど）の調節に重要な役割を果た
す生理活性脂質である。さらに最近、抗癌剤
感受性に最も関係するタンパク質としてセ
ラミドトランスファープロテイン(CERT)が
報告され,CER の異常蓄積が抗癌剤感受性に
最も関係する因子として注目された。したが
って、抗癌剤耐性の機構を解明するためには、
スフィンゴ脂質由来の生理活性脂質産生の
制御機構を明らかにすることが重要である
と思われる。 

 

２．研究の目的 

癌のケモテラピーにおける問題点は、抗癌剤
による副作用であり、長期抗癌剤により抵抗
性（耐性）をもつことである。抗癌剤耐性の
機構については、多くの因子が関与すること
が知られているが、最近新たにがん幹細胞の
存在が明らかになり、これが抗癌剤耐性とし
てケモテラピーの標的にする重要性が生じ
た。しかし、がん幹細胞の生存や分化に関し
ては十分解明されていない。本研究ではがん
幹細胞における抗癌剤耐性とスフィンゴ脂
質代謝との関連性に焦点を当て、ケモテラピ
ーの新たな指標としてがん幹細胞の生存、分
化のスフィンゴ脂質代謝による制御機構を
明らかにし、新規のがん治療薬の分子標的と
して開発の基盤となる知見を得ることを目
的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）抗癌剤処理によるスフィンゴ脂質代謝
の動態と癌細胞死の制御を検討する。ヒト分
離大腸癌細胞（９種類）に抗癌剤オリザリプ
ラチン(OR)を処理し、細胞生存率をMTT測
定法でそれぞれのIC50を測定し、IC50の低
い細胞と高い細胞を選別する。 

① 各種大腸癌細胞におけるSPHK活性お
よびCD44発現を測定し、IC50 との関
連性を検討する。 

代表的な感受性および耐性細胞におい
て 、 CER お よ び S1P の 変 化 を
LC-MS/MSを用いて分離定量し、最も
変化量の大きいCERのアシル鎖を同定
し、CERの代謝経路を推定する。 

②CERの代謝経路を確定するため、CER

合成系の阻害剤（フモニシンB1,CERT

阻害剤HPA-12）および分解系の酵素

SMaseの阻害剤(GW4869)を両癌細胞
に処理し、抗癌剤による細胞生存率およ
びCER産生の影響を比較検討する。ま
た、CER産生に関与する酵素のsiRNA

によるノックダウンおよびSPHKの阻
害剤およびsiRNA処理によるノックダ
ウンによる抗癌剤に対する細胞生存率
およびS1P産生の影響を検討し、CER

産生に関与する経路とSPHKの関与を
明らかにする。 

（２）抗癌剤によるスフィンゴ脂質代謝酵素
活性調節機構の解明；他の生存シグナル系と
のクロストークの検討 

① 抗癌剤抵抗性および感受性細胞につい
て、生存シグナル系（S1Pの受容体の
発現、PI3K Aktの活性化、PLD活性
化）を比較検討し、SPHKおよびCER

産生の下流シグナルとの関連性を明ら
かにする。 

② 抗癌剤感受性細胞に長期抗癌剤を処理
することにより抵抗性細胞株を分離す
る。抗癌剤抵抗性細胞において、上記
と同様にがん幹細胞の指標やSPHK発
現および下流シグナル系の影響を検討
し、SPHKの薬剤耐性における関与を
明かにする。 

（ ３ ） が ん 幹 細 胞 指 標 タ ン パ ク 質
CD133,CD44の発現細胞におけるスフィン
ゴ脂質代謝による細胞死の制御 

 ①ヒト臨床分離大腸癌細胞（９種類）と
白血病細胞（13種類）をCD133/CD44

＋とCD-に分類する。両細胞系におけ
る抗癌剤による細胞死に対するスフィ
ンゴ脂質代謝の関与を比較する。
SPHKの阻害剤（既存）の単独または、
抗癌剤との併用による細胞死に対する
有効性を検討し、ケモテラピーにおけ
る指標を明らかにする。 

 ② がん幹細胞指標CD44の発現に対する
スフィンゴ脂質代謝の影響を検討し、
CD44発現シグナル系におけるSPHK

の関与を明らかにする。 

    

４．研究成果 
 
各種大腸癌細胞を用いて、抗癌剤に対する細
胞死に対して感受性の高い細胞と抵抗性細胞
（耐性）を選別し、スフィンゴ脂質代謝の動
態を調べ、関連性を検討した。抗癌剤オキサ
リプラチンに対する代表的な感受性および耐
性細胞において、セラミド産生の変化を
LC-MS/MSを用いて分離定量し、最も変化量
の大きいセラミドのアシル鎖を同定し、セラ
ミド産生の代謝経路を明らかにした。抗癌剤
抵抗性細胞において、スフィンゴシンキナー
ゼ（SPHK）の高活性を示し、SPHKの阻害
剤を抗癌剤と同時処理することにより、感受



 

 

性を増すことから、SPHKが抗癌剤耐性を制
御していることを明らかにした（図１）。 

 また、抗癌剤抵抗性細胞株では、癌幹細胞の
指標CD44やスフィンゴシンキナーゼ（SPHK

）の
発現および下流ERK系の活性化が増加して
おり、抗癌剤抵抗性とSPHK活性上昇との関
連性を示唆した(図２)。さらに、癌幹細胞マー
カCD44の発現にSPHK1が深く関与しており
、S1P受容体を介してERK活性化により、
CD44の発現を制御していることを明らかに
した。したがって、抗癌剤の分子標的治療薬
としてSPHK1が有効であることを示唆した。 
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図 2. IC50 of L-OHP (A), apoptotic 

cells (B), SPHK1 activity (C) and 

expression of SPHK1 (D) and CD44 

(E) in wild-type and 

L-OHP-resistant HCT-116 cells 

図 1. Effect of SPHK inhibitor (A) on 

L-OHP-induced ceramide formation 

(B), PARP cleavage (C), and cell 

viability (D) in RKO cells.  
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