
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 22 年 6 月 8 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：がん化すると、細胞表層糖鎖に異常が起こる。とくに、酸性糖シアル

酸の異常は、転移や浸潤と深く関わっている。本課題では、新規がん診断・治療法の開発をめ

ざして、シアル酸量を調節する鍵酵素であるシアリダーゼについて研究を進めた。各種ヒトが

んで異常亢進する形質膜局在型シアリダーゼは、がんの細胞死を抑制して、悪性度を増強して

いることを見いだした。そのひとつの機構として、増殖シグナルを過剰に活性化していること

が明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：Aberrant sialylation is a characteristic feature associated with malignant 
properties, including invasiveness and metastatic potential. To elucidate the mechanism and provide 
valuable new information for diagnosis and therapy, our studies have focused on sialidase, a key enzyme 
for degradation of sialic acid-containing compounds. Our present study has revealed that plasma 
membrane-associated sialidase is markedly up-regulated in various human cancers and leads to 
suppression of apoptosis of cancer cells through activation of cell growth signaling pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 酸性糖であるシアル酸は生体内では糖蛋
白や糖脂質糖鎖の末端に位置し、多くの重要
な細胞機能に関わっている。このシアル酸と

がんの深い関連性が従来から指摘されてお
り、事実、腫瘍関連抗原にはシアル酸を多く
含むものが多い。しかし、シアル酸変化をも
たらす機構や意義についてはほとんどわか
っていなかった。この長年の課題の解決をめ
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ざして、われわれはこれまで、シアル酸の脱
離によってシアル酸量調節に重要な役割を
果たしているシアリダーゼに着目して研究
を行ってきた。その結果、世界に先駆けて、
２種のシアリダーゼの遺伝子クローニング
に成功し、シアリダーゼが単に糖分解酵素で
あるだけでなく、多様な細胞機能に関わって
いることを検証してきた。われわれが同定・
解析してきたシアリダーゼ遺伝子のうち、細
胞表層の形質膜に主に局在するシアリダー
ゼ(NEU3)については、膜ミクロドメインに在
ってカベオリンと会合すること、種々のヒト
がんでほとんど例外なく異常に発現亢進し
ていること、過剰発現 NEU3 ががん細胞のア
ポトーシスを抑制することを見出した。一方、
NEU3 をノックダウンすると、がん細胞がなん
らの刺激もなく自ら細胞死に陥るが、正常細
胞ではこの現象が見られないことがわかっ
た。これらの結果は、NEU3 ががん細胞の生存
に重要な役割を果たしていること、がん治療
の優れた標的分子である可能性が高いこと
を示している。 
 
２．研究の目的 
 
 以上のように、形質膜局在シアリダーゼは、
がん細胞の生存を左右する重要な因子であ
ることが明らかになった。本課題では、NEU3
高発現により、細胞死が抑制され、逆に、ノ
ックダウンにより細胞死をもたらす分子機
構を明らかにする。その結果に基づいて、
NEU3 発現を人工的に改変することにより、
NEU3 を標的とした新しいがん治療法の開発
に繋げたい。 
 
３．研究の方法 
 
(1)細胞死を誘導あるいは抑制する条件の
設定  
種々の条件下で、ヒト培養細胞を用いて、
細胞死を誘導あるいは抑制し、内因性
NEU3 シアリダーゼ発現の変化や細胞死
との関連性を観察する。リアルタイム
PCRやHPLCによるシアリダーゼ活性測定
を行う。 
(2)DNA ミクロアレイによる解析  
NEU3cDNA を複数のヒト培養がん細胞や
正常細胞に導入することによって、シア
リダーゼの過剰発現による遺伝子変化を
対照細胞と詳細に比較する。過剰 NEU3
発現が細胞死抑制を示す機構を検討する。
一方、NEU3 に対する有効な siRNA を同細
胞に導入し、シアリダーゼノックダウン
による遺伝子変化を対照細胞と比較し、
細胞死が誘導される機構について、過剰
発現の結果と合わせて、総合的に検討す
る。 

(3)蛋白アレイによる解析 
NEU3cDNA を導入したヒト培養細胞を材
料として、レコンビナント NEU3 蛋白を精
製し、蛋白アレイを行い、網羅的に蛋白
相互作用を解析した。本研究では、得ら
れた結果について詳細に検討し、NEU3 の
標的分子の同定と相互作用の意義につい
て明らかにする。 
(4)蛋白分子の比較解析  
NEU3cDNA導入およびsiRNA導入したヒト
培養細胞を用いて、上記遺伝子変化や蛋
白間相互作用の結果に基づいて、蛋白レ
ベルで比較解析する。とくに、Ras を含
む細胞死や増殖等のシグナル関連分子に
ついての NEU3 特異的変化を調査する。リ
ン酸化やグリコシル化による翻訳後修飾、
既知のシグナル分子との相互作用等の観
点からウェスタン解析や免疫沈降試験を
行い、蛋白化学的検索も行う。 
(5)シアリダーゼ機能に関わるガングリ 
オシド糖鎖の解析  
NEU3cDNA導入およびsiRNA導入ヒト培養
細胞において、特異的基質であるガング
リオシドの変化などについて薄層クロマ
トグラフィ分析や糖鎖化学分析を行う。
NEU3 遺伝子改変に伴う細胞の糖脂質変
化が細胞死にどのような影響をもたらし
ているかを培養細胞への添加実験等によ
って確認する。 
(6) In vivo における解析  
①NEU3に関するTGマウスやNeu3 KOマウス
を作成しているので、これらのマウスを用
いて、シアリダーゼの生体内での細胞死に
関する役割の解析を進める。個体や組織レ
ベルで細胞死関連分子の変化を調べる。 
②ヌードマウスやスキッドマウスにヒト
がん細胞を移植し、siRNA の導入や、モ
ノクローン抗体処理によって、腫瘍抑制
の程度を観察し、がんの遺伝子療法や抗
体療法の可能性をさらに検討する。 
(7) ヒトがん組織等における解析  
上記で得られた標的分子等の変化が、実際
にNEU3が高発現するヒトがんで認められ
るかを調査する。また、モノクローン抗体
による免疫染色によって、種々のがん組織
におけるNEU3の発現状態を臨床的データ
と合わせて検討し、がん診断への応用を探
る。 
(8) 総合的検討 
上記の結果をまとめて、ヒトがん細胞の生
存に NEU3 が如何に関わっているかを総合 
的に検討する。とくに、NEU3 のがん細胞
における標的分子の同定を完成させ、NEU3
が高発現する多くのがんの新しい治療法
の開発に繋げたい。 
 
 



４．研究成果 
 
(1) NEU3 ががんの細胞死を左右するひとつ
の機構として、EGFR（上皮成長因子受容体）
のリン酸化を亢進させ、Ras の活性化をも
たらし、ERK1/2 および Akt 経路の促進を導
くことがわかってきた（図１）。 

 
(2)このとき NEU3 は、酵素反応によるガン
グリオシドの修飾を介してリン酸化亢進を
もたらすだけではなく、EGFR と会合するこ
とによっても影響を与えている証拠が得ら
れた。 
(3)NEU3とEGFRのフラグメント解析によっ
て、その部位が EGFR のキナーゼドメイン付
近であることが推定された。この部位に変異
をもつ肺がん細胞では、NEU3 と EGFR との会
合は認められなかったので、この付近が生理
的にも会合部位である可能性が強い。 
(4)NEU3 発現が高い肺がん細胞ほど、ゲフィ
チニブ等のキナーゼ阻害剤に感受性が高く、
NEU3 レベルの定量が肺がん等の治療薬選択
等を目的としたオーダーメイド治療に応用
できる可能性も出てきた。 
(5) NEU3 は EGFR だけでなく、WNT シグナル
を活性化することなど、がんの悪性度に関連
する複数の分子の活性化をもたらすことが
分かってきた。 
(6) NEU3のトランスジェニックマウスにがん
原物質であるアゾキシメタンを投与すると、
大腸がんの前がん病変とされる ACF 
(Aberrant crypt foci)形成が対照マウスに
比べて有意に促進することがわかった。ここ
でも、NEU3が大腸粘膜のEGFRを活性化させ、
細胞死抑制を招いていることが認められた。
この結果は NEU3 ががんの進展のみではなく、
発がん過程にも関与していることを示して
いる（図２）。 

                          
(7)ヌードマウスに NEU3 発現が高いがん細胞
を移植し、腫瘍形成部に NEU3siRNA を投与す
ると、対照と比べて、明らかな腫瘍縮小が観
察された。 
(8)NEU3 遺伝子発現機構の解明を目的として、
遺伝子構造の決定と制御因子の同定を行っ
てきた。遺伝子構造の特徴として、2 つの転
写開始領域があること、Sp1 と Sp3 が転写制
御に深く関与していることがわかった。Sp/ 
KLF ファミリー転写因子のがん化への関与が
近年明らかにされてきており、がんにおける
NEU3 の発現亢進機構のひとつが明らかにな
った。 
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