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研究成果の概要（和文）：悪性黒色腫においてS1P受容体のアンタゴニスト(FTY720)とBRAF阻害薬(VM)の併用に
よる細胞増殖とアポトーシスの変化、その作用機序を検討した。VM耐性株にFTY720を加えることで細胞増殖は抑
制されアポトーシスは増加した。またBRAF感受性株SK-Mel-28からVM耐性株（R-SK-Mel）を作成したところ、こ
の細胞ではERK及びAktのリン酸化が増加した。R-SK-MelではFTY720添加によりアポトーシスが誘導され、ERK及
びAktのリン酸化も抑制された。したがってFTY720とVMは相乗的に増殖シグナル抑制と生存シグナル誘導により
抗腫瘍効果を発現すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effects of combination of FTY720, phosphorylated and 
binds to sphingosine-1-phosphate receptors, and vemurafenib, an inhibitor of BRAFV600- mutant 
protein, on cell death induction and molecular mechanisms in vemurafenib-resistant melanoma cells. 
Combination of FTY720 and vemurafenib reduced cell viability and increased expression of cleaved 
PARP. The expression of phosphorylated ERK was decreased by this combination. Furthermore, 
vemurafenib-resistant SK-Mel-28 cells (R-SK-Mel) were established by culturing the SK-Mel-28 cell. 
In R-SK-Mel cells, the cell viability was also reduced and the expression of cleaved PARP was 
increased by the combination with FTY720 and vemurafenib. Moreover, the expression of phosphorylated
 ERK and Akt were reduced by this treatment. These findings suggest that FTY720 and vemurafenib 
synergistically induce cell death through downregulation of proliferation and survival signaling 
pathways in vemurafenib-resistant melanoma cells.

研究分野： 皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
脂質代謝により産生される生理活性脂質

が種々の生命現象において重要な役割を果
たすことが明らかにされてきた。中でもス
フィンゴ脂質代謝は重要である。その代謝
産物のなかでセラミド(CER)はスフィンゴ
ミエリン（SM）からスフィンゴミエリナー
ゼ(SMase)によって産生され、細胞死(アポ
トーシス)を誘導するが、一方、CER から
スフィンゴシンを経てスフィンゴシンキナ
ーゼ(SK)により産生されたスフィンゴシン
１−リン酸(S1P)は、逆に細胞増殖・生存に
働く。CER および S1P 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、抗がん剤感受性にセラミドトランス
ファープロテイン(CERT) が関与し、その
変化による CER の異常蓄積が抗がん剤感
受性に関係する因子として注目されている。
抗がん剤耐性機序の解明において、スフィ
ンゴ脂質由来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点に着目
した。 
われわれは悪性黒色腫を含め種々の癌で

高発現がする SK1 に着目して研究してき
たが、さらに抗がん剤耐性あるいは BRAF
変異陽性の悪性黒色腫細胞株において、
SK1 を直接的/間接的に阻害する薬剤を用
いて抗がん作用およびシグナル伝達経路を
明らかにしたいと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、抗がん剤耐性、特に BRAF 阻害薬
耐性を示す悪性黒色腫細胞株において、S1P
受容体のアンタゴニスト(FTY720)と BRAF
阻害薬の併用による細胞の生存およびアポ
トーシスの変化を検討し、さらにその作用メ
カニズムを明らかにすることによって、新規
治療標的分子探索の基盤となる知見を得る
ことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
（１）MTT assay 

悪性黒色腫細胞培養株4種（SK-MeL-28、
A375、WM115、A2058）を培養し、培養液にBRAF
阻害薬(vemurafenib:VM)を添加し、MTT測定
法を用いて細胞生存率、すなわち各々のIC50
を測定する。さらに、これらの培養液にS1P
受容体のアンタゴニストであるFTY720を添
加する。 
（２）ウエスタンブロット法 
培養細胞抽出液を基質としてSK1、SK2、

cleaved PARP、p53、total PI3K、リン酸化
(p)-PI3K、total Akt、p-Akt、total mTOR、
p-mTOR、total MEK、p-MEK、total ERK、p-ERK、
S6 kinase、total EGFR、p-EGFRに対する抗
体を用いてウエスタンブロットを行なう。
ECL Western Blotting Detection systemを
用いて検出し、そのバンドの濃さをデンシ
トメーターで測定して得られた値につい

Student’s t-testにより有意差検定を行う。 
 
４．研究成果 
（１）BRAF 変異を有する悪性黒色腫細胞株
4 種の中から、VM 添加後の IC50 測定結果
より VM 耐性株 WM-115 と感受性株
SK-Mel-28 を以下の実験に用いることとし
た（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 ：  悪 性 黒色腫細 胞培養株 4 種
（SK-MeL-28、A375、WM115、A2058）に
おける、vemurafenib に対する IC50 の比較 
 
（２）VM 耐性株に FTY720 を加えることに
より細胞増殖は抑制され（図 2a）、アポトー
シス・マーカーである cleaved PARP が有意
に増加した（図 2b）。したがって FTY720 は
VM 耐性株においてアポトーシスを誘導する
と考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2：vemurafenib と FTY720 による細胞増
殖(a)とアポトーシス(b)の変化 
（３）抗がん剤耐性については他のがん細胞



において細胞内 SK1 の高発現が注目されて
いる。そこで悪性黒色腫細胞株の SK1 の発
現を検討したところ、FTY720 により発現が
抑制された(図 3b)。Akt の発現量も減少した
(図 3a)。 
 (図 3b)。Akt の発現量も減少した(図 3a)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3：FTY720 による Akt（a）と SK1（b）
の変化 
 
さらにそのメカニズムについて検討を行っ
たところ、FTY720 により細胞増殖に関わる
ERK のリン酸化が抑制された（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4：FTY720 による ERK のリン酸化の変
化 
 
（４）BRAF 耐性株の樹立 
BRAF 感受性株 SK-Mel-28 に高濃度の
BRAF 阻害薬を長期に作用させることによ
り耐性株（R-SK-Mel）を作成した（図 5a）。

この細胞株では ERK および Akt のリン酸化
が増加した。R-SK-Mel では FTY720 添加に
よりアポトーシスが誘導され、ERK および
Akt のリン酸化も抑制された。 
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図 5：BRAF 耐性株（R-SK-Mel）における細
胞増殖(a)、ERK(b)と Akt(c)リン酸化の変化 
 
以上の結果から、FTY720 と vemurafenib は
相乗的に増殖シグナルの抑制と生存シグナ
ルの誘導により抗腫瘍効果を発現すると考
えられた。 
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