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研究成果の概要（和文）：がん転移の主要プロセス細胞遊走にはCERS6が必要である。本研究では、CERS6結合た
んぱく質群を同定し、その内一つが、CERS6酵素活性をラメリポディアにリクルートし、セラミド合成を介して
aPKCζたんぱく質を活性化、細胞遊走を促進する機能があることを示した。一方、CEBPγとYBX1がCERS6発現誘
導を行い、セラミド依存性のラメリポディア形成とがん細胞遊走活性を介して肺がん遊走に関与していることを
示した。さらに、肺がん転移予防薬開発を目指した低分子化合物スクリーニング及び化学合成による構造最適化
研究を行った。

研究成果の概要（英文）：CERS6 is required for cell migration, which is a major process of cancer 
metastasis. In this study, we identified CERS6-binding proteins, and showed that one of them has the
 CERS6 recruiting function to lamellipodia. We also showed that CEBPγ and YBX1 induced CERS6 
expression and promoted cancer cell migration through ceramide-dependent lamellipodia formation. 
Furthermore, we conducted structural optimization research to develop a metastasis-preventive drug 
by screening small molecule compounds and chemical synthesis.

研究分野：肺癌

キーワード： 肺癌　CERS6　転移　セラミド　細胞遊走

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、がん生存シグナル経路、免疫チェックポイント等を標的とした治療が可能となり、ステージの進んだ患者
においても、一部で良好な治療結果が期待できるようになっている。しかし、残念ながらすべての患者がその恩
恵を受けられるわけではない。これに対して各種解決努力が続けられる一方で、根本的に新たな発想と作用機序
に基づく治療法開発が期待されている。申請者らは、近年がん特異的発現し、がん転移亢進をするCERS6を同定
した。しかし、CERS6を介するがん転移経路の詳細は多くが未解明である。また、この経路を標的とする分子標
的薬もない。本研究はこれら背景の下、がん転移機序解明と眼底抑制剤開発を目的としたものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

近年、がん生存シグナル経路、免疫チェックポイント等を標的とした治療が可能となり、ステー

ジの進んだ患者においても、一部で良好な治療結果が期待できるようになっている。しかし、残

念ながらすべての患者がその恩恵を受けられるわけではない。また、耐性獲得など、新たに出現

する問題も存在する。これらに対して集学的治療法開発などの解決努力が続けられる一方で、根

本的に新たな発想と作用機序に基づく治療法開発が期待されている。 

申請者らは、これまで、肺がん発生と悪性化、転移に関係する遺伝子や経路を単離してきた。近

年、肺がん検体 149 例を用いた代謝制御遺伝子発現解析で、新規肺がん転移促進遺伝子として、

miR101 制御下にがん特異的発現するセラミド合成酵素遺伝子 CERS6 を同定した。すなわち、

CERS6 は高発現患者群で高頻度にがん浸潤と予後不良を伴うなど、発現量と臨床病態に高い関

連性が見出される。実験的 CERS6 ノックダウンは、C16 セラミド低下とマウスでの腫瘍転移能

の消失をきたす。各種解析より CERS6 は、C16 セラミド変化を通じて、細胞遊走に必須なラメ

リポディアと呼ばれる局所構造体活性化を促し、がん転移亢進をする機序を明らかにした。しか

し、この新規がん転移経路の詳細は多くが未解明である。また、この経路を標的とする分子標的

薬もない。 

 

２．研究の目的 

（1）CERS6 制御下にある肺がん転移機構を解明する。 

（2）上記機構を標的とする肺がん転移阻害剤を開発する。 

 

３．研究の方法 

 

（1-1）aPKCζ, ι 特異的 siRNA で細胞を処理後、5

時間後に無血清培地に置換、48 時間後に細胞をファ

ロイジンで染色してストレスファイバーの状態を

蛍光顕微鏡あるいは電子顕微鏡で観察した（図 1-

1）。一部の実験では無血清培地に C16 セラミド添

加を行った。 

（1-2）細胞抽出液を準備後、抗 CERS6 抗体及び 2 次抗体を用いて免疫沈降を行った。これを

SDS PAGE にて展開、切りだし、ゲル内消化、抽出、On line-nanoLC、MSMS によるたんぱく

質同定に用いた。共局在とラメリポディア形成能は、細胞を培養・固定後、たんぱく質特異的抗

体と蛍光標識 2 次抗体を用いて染色し、蛍光顕微鏡にて観察した。遊走能は直径 8 マイクロメ

ーターのトランスウエルチャンバーを一定時間内に通過する細胞数にて比較した。 

（1-3）プロモーター活性はルシフェラーゼ発現ベクター内にプロモーター断片を挿入すること、

活性に関係あることが推測されたモチーフに変異を導入したのち、ルシフェラーゼ活性をク鄭

することで決定したさらに、。転写因子に対する免疫沈降反応にてプロモーター配列との結合を

確認したほか、転写因子の siRNA 処理により CERS6 発現量の変化、細胞遊走能の変化等を検

討した。 



（2）CERS6 阻害活性は蛍光標識スフィンガニンを基質とした生化学的反応阻害により決定し

た。細胞毒性は MTT 法、細胞遊走能阻害はトランスウエルチャンバー（上述）を用いて決定し

た。血中動態はマウスに化合物を腹腔投与後、時間経過を追って血清を採取し、質量分析を行う

ことにより調べた。 

 

４．研究成果 

 

（1-1） 細胞遊走はがん転移の主要プロセスであり、細胞骨格を構成するたんぱく質アクチン

のダイナミックな解離と重合プロセスによって推進される。このプロセスにおける CERS6/C16

セラミドの関与を明らかにするため、CERS6 下流エフェクターたんぱく質として同定した

aPKC (atypical Protein Kinase C)ファミリーの分子種を特定することを目的として、aPKCζ, ι

の特異的ノックダウンと、その際、CERS6代謝産物セラミドを用いたレスキュー実験を行った。

ストレスファイバーに対する影響は、両分子種とも関与が観察され、とくに aPKCζ については

明らかであった。一方、aPKC ノックダウン効果は CERS6 ノックダウンと比べて弱く、セラミ

ドは siRNA の効果を部分的に相補した。このことより、CERS6 の下流経路には aPKC に加え

て、それ以外のたんぱく質もかかわっている可能性が示唆された。 

 

（1-2） 上記結果を受け、新規 CERS6 結合たんぱく質同定を試みた。肺癌細胞株 A549 細胞

より細胞抽出液を調整し、抗 CERS6 抗体を用いて免疫沈降を行った。沈降物中に CERS6 たん

ぱく質が含まれていることを確認したのち、結合たんぱく質同定を行なった。この作業を 3 回

行ったところ、主として 3 種類のたんぱく質(群)が

繰り返し同定された。第１群は CERS6 たんぱく

質を含む各種 CERS ファミリーたんぱく質であ

り、この結果は沈降物中に CERS6 たんぱく質を

含むことを確認した予備実験結果、および、CERS

ファミリーたんぱく質がヘテロ複合体を作ってい

るという既存の報告とよく一致していた。第 2 群

はアクチンとの結合が報告されているたんぱく質であり、本研究の目的である CERS6 制御下に

ある細胞骨格制御解明の糸口となる候補たんぱく質である可能性が考えられた。第 3 群は細胞

内シグナル伝達にかかわる主要たんぱく質群であり、本解析を始めるにあたって予期していな

かったたんぱく質群であった。第 2群たんぱく質、第 3 群たんぱく質群共に WB 法にても CERS6

との結合を確認した。また、相互作用確認用の CERS6 部分欠損たんぱく質発現ベクターの一部

を作成した。さらに、第 2 群たんぱく質においてはラメリポディアでの共局在の確認(図 1-2)、

ノックダウンによる遊走能およびラメリポディア形成能低下を観察した。この効果は 2 種類の

異なる配列を用いた RNAi で同様の結果であった。ノックダウン効果は C16 セラミド添加によ

り回復することより、このたんぱく質はCERS6上流にあることが推測された。すなわち、CERS6

との結合によりこのたんぱく質が活性化されるのではなく、このたんぱく質が CERS6 酵素活性

をラメリポディアにリクルートし、最終的にセラミド合成を介して細胞遊走を促進する機序が

推測された。 

 



（1-3） CERS6 発現制御に関するプロモーター

解析を実施した。CERS6 プロモーター領域のル

シフェラーゼ分析を行い、Y ボックスをシス作用

エレメントとして同定した。 一方で、149 人の

NSCLC がん患者のデータベース解析を行い、

CERS6 発現との相関を示すトランス作用因子を

スクリーニングした。候補の中で、CCAAT エン

ハンサー結合たんぱく質γ（CEBPγ）および、

Y ボックス結合たんぱく質 1（YBX1）のいずれ

かのサイレンシングが、CERS6 発現レベルを低

下させた。ノックダウン実験によって、CEBPγ

と YBX1 は、セラミド依存性のラメリポディア形成とがん細胞遊走活性の低下を誘導した。

CEBPγは Y ボックスへの特異的結合を通じて CERS6 発現を誘導していた。CERS6、CEBP

γ、および YBX1 の mRNA 発現レベルは、腺癌の浸潤性と正の相関があった。 YBX1 の発現

は、検査した 20 の臨床肺がん検体すべてで観察されたが、そのうち 6 つは CERS6 と同様の染

色パターンを示した(図 1-3)。以上の発見は、転写因子 CEBPγと YBX1 が CERS6 を介して肺

がん遊走に関与していることを示唆した。 

 

（2）2 万 7000 化合物化合物を用いた CERS6 阻害効果検討結果を精査し、CERS6 阻害活性を

有した化合物クラスターの類縁体 100 化合物を抽出した。これらをもちいて CERS6 阻害活性

を評価し、阻害活性のコア骨格を決定した。さらに、39 類縁体を購入し、活性評価を行ったと

ころ、12 化合物で生化学的 CERS6 阻害活性を検出した。それらに対して細胞毒性と細胞遊走

能阻害を確認したところ、3 化合物についてはがん細胞及び正常線維芽細胞に対して 100μM の

濃度にて毒性を認めず、また、0.4~2.4μM（EC50）の濃度で細胞遊走阻害を観察した。このう

ち 1 化合物をマウスに投与し、体重変化観察を行ったところ、PBS 群と同様の体重推移を認め

た。この結果、化合物はマウスに対する毒性がないか、あっても体重変化をもたらすほどのもの

ではないことが明らかとなった(図 2-1)。 

化合物の血中移行も確認(図 2-2)されたものの、血中で速やかに分解される可能性が示唆された

ため、脆弱性が推測される部位を他構造に置換した化合物を含む 36 種類の低分子化合物の新規

合成を行った。生化学、細胞評価を実施したところ、このうち、3 種類の化合物につきこれまで

同定してきた化合物と同等の阻害活性が観察された。引き続き化学合成を実施してより効果の

高い化合物を検索するとともに、これら化合物のマウスにおける血中動態検討等を進めている。 
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