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研究成果の概要（和文）：悪性黒色腫は、BRAF遺伝子に活性化変異をもつ症例が多く、BRAF阻害剤治療は奏功す
るが、耐性を得る。本研究では、この耐性に細胞表面糖鎖の変化と、細胞膜外膜リン脂質の変化による細胞接着
因子インテグリンシグナルの変化が重要であるか検討した。BRAF阻害剤処理により、インテグリンシグナル関連
因子CD63が高度にポリラクトサミン糖鎖修飾を受け、結果として細胞表面に多く出現し、薬剤感受性をあげるこ
とを示した。細胞膜内膜に偏在するとされてきた特定の脂質の、黒色腫細胞の外膜への出現を検出し、細胞接着
への関与を示唆した。これらの結果は、薬剤耐性悪性黒色腫の治療薬開発の基盤形成に繋がる。

研究成果の概要（英文）：Most malignant melanoma cases carry BRAF-active mutations, therefore the 
BRAF inhibitor is effective in treatments. But drug resistance eventually develops. This study 
examined whether changes in the integrin-survival signaling affected by alterations in cell surface 
glycosylation and in phospholipids in outer leaflet of plasma membranes involve in the BRAF 
inhibitor resistance of melanoma cells. Our results showed that CD63, an integrin 
signaling-associated molecule, was highly modified with polylactosamine sugar chains upon the BRAF 
inhibitor treatments, resulting in upregulated expression of cell surface CD63 and increases in the 
BRAF inhibitor susceptibility. We detected appearance of lipids, which are primarily located in 
inner leaflet of plasma membrane, in outer leaflet of melanoma cells, and exhibited its involvement 
in cell adhesion. These results may lead to develop a novel tool to treat drug-resistant malignant 
melanoma.

研究分野： 細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん化に伴って細胞表面の糖鎖構造が変化することは知られていたが、抗がん剤耐性に伴う変化については不明
な点が多く、特に悪性黒色腫では報告がなかった。本研究では、抗がん剤処理により特定の糖鎖合成能が増加
し、その結果CD63が細胞表面に多く出現することで薬剤に対する感受性が上がることを示した。また、細胞膜内
膜にのみ存在するとされてきた特定のリン脂質が外膜にも出現することを検出し、この脂質が細胞接着に関わる
ことを示唆した。これらの成果は、薬剤耐性悪性黒色腫の診断や治療法開発の基礎となろう。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 皮膚癌による死亡の 80% を占める悪性黒色腫は、約半数の症例で BRAF 遺伝子に活性化変異

があるため、BRAF 阻害剤による治療は奏功するが、半年後には再発する。その原因の一つに 

MAPK 経路の再活性化があり、MEK 阻害剤との併用がなされているが、再び耐性を獲得すること

から、別の方法、例えば薬剤耐性黒色腫細胞特異的な表面抗原標的法が必須であった。 

 細胞膜タンパク質の多くは糖タンパク質であり、糖鎖構造の変化は結合分子との相互作用能

などの機能、多量体形成、局在や安定性に影響する。癌悪性化に伴う細胞膜糖鎖の変化はなが

く知られているが、薬剤耐性細胞における糖鎖合成マシーナリーの変化と薬剤耐性の関連につ

いての理解は不十分で、悪性黒色腫に至っては報告がなく、検証すべき重要な課題であった。 

 

２．研究の目的 

 ヒト悪性黒色腫細胞の BRAF 阻害剤耐性株と感受性株を比較した予備実験より、細胞外マト

リックス受容体インテグリンシグナルに関わる CD63 分子の糖鎖修飾に顕著な差を見出した。

また細胞膜内葉に偏在するとされてきたホスファチジルイノシトール4,5-２リン酸 (PIP2) を

黒色腫細胞の細胞膜伸展部外葉に見出した。本研究では、悪性黒色腫細胞の BRAF 阻害剤耐性

には、細胞膜糖鎖の変化と、細胞膜外葉 PIP2 量の変化を介したインテグリン生存シグナルの変

化が重要であるという仮説を検証することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）インテグリンシグナル関連分子 CD63 の糖鎖構造同定 

 BRAF 阻害剤処理有無のヒト悪性黒色腫細胞、BRAF 阻害剤耐性悪性黒色腫株と感受性株につ

いて、CD63 の発現量と分子量をウエスタンブロットにより解析した。レクチン固定化ゲルを用

いたプルダウンとウエスタンブロットにより、BRAF 阻害剤処理有無のヒト悪性黒色腫細胞にお

ける CD63 の糖鎖構造を解析した。変化した糖鎖の合成に関わる糖転移酵素の発現変化を、BRAF 

阻害剤処理有無の細胞について定量的 RT-PCR により解析した。当該酵素の遺伝子を導入ある

いは抑制し、CD63 の分子量をウエスタンブロットにより、細胞での局在を FACS、細胞染色によ

り解析した。 

 

（２）細胞膜外葉への PIP2 反転によるインテグリン活性制御 

細胞膜内葉に偏在するとされてきた PIP2 の外葉への出現を検出し、定量するプローブを作成

した。PIP2 をマスキングすることにより阻害するための試薬を調製し、細胞接着、細胞移動など

の解析に用いた。マスキングした際のインテグリンの活性状態を抗体染色により解析した。 

 

（３）悪性黒色腫細胞の薬剤耐性に対する CD63 の糖鎖改変効果の検証 

糖鎖改変細胞、CD63 過剰発現細胞、CD63 発現抑制細胞、CD63 発現 BRAF 阻害剤耐性株を 

BRAF 阻害剤存在下で培養し、生存細胞数を比較した。CD63 の過剰発現によるインテグリンシグ

ナル変化をウエスタンブロットにより解析した。 

 

４．研究成果 

研究の主な成果 

（１）インテグリンシグナル関連分子 CD63 の糖鎖構造同定 

 CD63 は悪性黒色腫関連抗原として知られていたが、BRAF 阻害剤耐性への関与についての報

告はなかった。６種のヒト悪性黒色腫細胞株の BRAF 阻害剤耐性能と CD63 の発現量の関連を

調べたところ、CD63 発現量の低い細胞株は薬剤耐性能が高いことが見出された。さらに、BRAF 

阻害剤耐性株では、感受性株に比べ、CD63 の発現量が低いことを見出した。感受性株を BRAF 

阻害剤で処理すると、CD63 の高分子量分子種の量が増加すること、BRAF 阻害剤耐性株でも CD63 

の高分子量分子種が主要分子種であることが見出された。 



BRAF 阻害剤処理による CD63 の高分子量分子種の発現が N-型糖鎖構造の変化によることを、

CD63 の各種糖鎖付加部位変異体の作

成と発現により明らかにした。さらに、

糖鎖構造変化がポリラクトサミン糖鎖

（右図）修飾の増加によることを、ポ

リラクトサミン糖鎖を認識するトマト

レクチン固定化ゲルを用いたプルダウ

ンとウエスタンブロットにより示し

た。ポリラクトサミン糖鎖の合成に関わる糖転移酵素群のうち、1,3GlcNAc 転移酵素-2の発現

が、感受性株の BRAF 阻害剤処理により増加することを定量的 RT-PCR により示した。当該酵

素の遺伝子を導入すると、CD63 の分子量が増加し、元来リソソームに局在する CD63 が細胞表

面に多く検出された。逆に、当該酵素の発現抑制により、抗がん剤処理による CD63 の分子量増

加と細胞表面での増加が認められなくなった。さらに、耐性株では、細胞表面のポリラクトサミ

ン糖鎖量が増加しており、当該糖鎖合成能力の亢進が示唆された。 

 

（２）細胞膜外葉への PIP2 反転によるインテグリン活性制御 

細胞膜内葉に偏在するとされてきた PIP2 の外葉への出現を抗 PIP2 抗体と PIP2 プローブを

用いて検出した。また外葉 PIP2 を定量するため、PIP2 特異的蛍光プローブとその対照プロー

ブを作成し、悪性黒色腫細胞の外葉の PIP2 を FACS により定量した。また、細胞膜外葉に存在

するプローブを検出できる HiBiT 標識プローブとその対照プローブも作成し、解析系を確立し

た。細胞膜外葉 PIP2 をマスキングすることにより阻害するための試薬を調製し、がん細胞の細

胞接着、細胞移動が阻害されることを示した。細胞膜外葉 PIP2 をマスキングした際の 1 イン

テグリンの活性状態を抗体染色により解析したが、変化は認められなかった。 

 

（３）悪性黒色腫細胞の薬剤耐性に対する CD63 の糖鎖改変効果の検証 

内在性 CD63 の発現量が低く、BRAF 阻害剤耐性が高いヒト悪性黒色腫株２種に CD63 を過剰

発現させると、BRAF 阻害剤感受性が亢進した。しかし、インテグリンの下流因子として機能し、

細胞増殖生存に関わるタンパク質リン酸化酵素 Akt や Erk の活性化状態や、細胞接着能には、

CD63 の過剰発現による変化は認められなかった。一方、内在性 CD63 の発現量が高く、BRAF 阻

害剤に感受性の高いヒト悪性黒色腫株２種で CD63 を抑制すると、薬剤耐性が亢進した。ヒト

悪性黒色腫株に 1,3GlcNAc 転移酵素-2を過剰発現すると、BRAF 阻害剤処理なしの培養条件で、

対照細胞と比べ細胞増殖が減少した。当該糖転移酵素を発現すると CD63 の細胞表面発現量が

増加したこと（上述）と、強制的に細胞膜にCD63を発現局在させると BRAF 阻害剤処理せずに細

胞増殖が低下したことから、CD63 の細胞表面存在量が BRAF 阻害剤処理への感受性の指標とな

る可能性が考えられた。 

BRAF 阻害剤耐性株に CD63 を発現すると、薬剤処理有無に関わらず、対照細胞に比べ低い細

胞増殖能を示した。上述の結果と合わせ、耐性株では 1,3GlcNAc 転移酵素-2発現量が高いた

めに、過剰発現された CD63 が効率よくポリラクトサミン糖鎖で修飾され、結果として薬剤処

理の有無にかかわらず細胞膜に輸送され、これが細胞増殖の抑制に繋がったものと考えられた

（下図）。 



 

 

得られた成果の国内外における位置づけとインパクト 

 悪性黒色腫の抗がん剤耐性獲得に伴う細胞表面の複合糖質の構造の変化についての報告はな

かった。本研究では、BRAF 阻害剤処理によりポリラクトサミン糖鎖合成能が亢進し、その結果

生じる CD63 の高分子量分子種が細胞表面に増加し、これが薬剤感受性の亢進と相関すること

を示した。また、特定の糖タンパク質の特定の糖鎖構造の増加が、当該糖タンパク質の細胞内

局在を著しく変化させるという例を示した。 

 細胞膜内葉に偏在するとされてきた PIP2 の外葉への出現を悪性黒色腫細胞も含めた様々な

細胞で検出し、細胞接着や細胞移動への関与を示した。 

 

今後の展望 

 悪性黒色腫細胞表面の CD63 量がBRAF阻害剤処理の効能予測の指標になるのかについて臨床

検体での検討が望まれる。CD63 の発現を誘導する試薬の開発も、BRAF 阻害剤との併用による悪

性黒色腫の効果的治療法として魅力あるものとなろう。 
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