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研究成果の概要（和文）：癌細胞では特徴的な糖脂質糖鎖の変異が認められ、これらの癌関連糖

鎖を標的とした分子標的治療法の開発が進行している。本研究では、メラノーマで発現増強する

酸性スフィンゴ糖脂質 GD3による癌性形質増強の機構を解析した。その結果、GD３発現により、

増殖因子受容体からのシグナルが増強すると共に、接着分子インテグリンが細胞膜脂質ラフトに

集積し、接着シグナルも増強することが分かった。これらのシグナル収斂により癌性形質が亢進

すると推察された。 

 

研究成果の概要（英文）：Glycosphingolipid, GD3 is widely expressed in human malignant melanoma 
cells and tumors. In this study, we analyzed the molecular mechanisms for the convergence in the initial 
stage of the cell growth and adhesion signalings enhanced by GD3. Our results suggested that the 
signaling molecules were phosphorylated through the growth factor receptors more strongly in 
GD3-expressing cells than in GD3 negative cells. This was also the case for signaling via cell adhesion 
probably due to the assembly and clustering of integrins in lipid rafts, leading to the malignant properties 
of melanomas under GD3 expression.  
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１．研究開始当初の背景 
 細胞の癌化に伴い、複合糖質の特徴的な糖

鎖構造変異が認められ、これらの癌関連糖鎖

構造を標的とした分子標的治療法の開発が近



年積極的に行われている。特に、メラノーマ

は欧米のみならず、現在日本でも急増してい

る悪性腫瘍で、増殖能と転移性が高いことが

特徴的であり、その死因は転移による場合が

多い。従来からヒトメラノーマでは酸性スフ

ィンゴ糖脂質（ガングリオシド）であるGD3

が発現増強することが知られており、現在も

GD3を標的とした抗体治療法の臨床応用の開

発が米国を中心に進行中である。私達は、現

在までにGD3がヒトメラノーマ細胞の癌性形

質に関与することを分子レベルで明らかにし

てきた。その結果、GD3の発現により、増殖因

子受容体とインテグリンからのシグナルが細

胞膜近傍で収斂し、より効果的に細胞内シグ

ナル伝達経路が活性化されることが示唆され

た。 

２．研究の目的 
 本研究は、ヒトメラノーマ細胞において、

細胞増殖シグナルとインテグリンを介した接

着シグナルの収斂過程の特に初期段階におい

て、GD3などの酸性スフィンゴ糖脂質がシグナ

ル伝達の増強のために果す役割の分子メカニ

ズムを明らかにすることを目的とする。 

３．研究の方法 
 細胞株はGD３欠損SK-MEL-28亜株であるN1

（ Sloan-Kettering Cancer Center, K.O. 

Lloyd博士より供与）にGD３合成酵素cDNAを導

入した、G5, G11を用いた。ベクターのみ導入

したクローンV4、V9をコントロールとした。

GD３発現はmAbR24によるフローサイトメトリ

ーにより測定した。抗リン酸化チロシン抗体

（PY20）、p130Cas、FAK、integrin β1に対す

る抗体、部位別リン酸化p130Cas抗体はCell 

Signaling社から、HRP-標識２次抗体は、

Amersham社またはCell Signaling社から購入

した。部位特異的リン酸化 FAK 抗体は

SantaCruz社から、biotin化CD29(integrin)

抗体は、Ancellから、抗CD29 mAb、抗ILK抗

体はBD transduction社、integrin isoform

に対する抗体は、DAKOから購入した。リン酸

化Akt抗体は(Ser473、Thr308)、Akt抗体、リ

ン酸化threonine抗体はCell Signaling社か

ら購入した。FibronectinおよびCollagenは

Chemicon社から購入した。細胞浸潤はBoyden 

chamberを用いた浸潤アッセイにより、細胞増

殖はBrdUの取込みにより測定した。細胞接着

能の測定は、real-time cell electronic 

sensing (RT-CES)(ACEA バイオサイエンス社)

を用い、種々の細胞外基質タンパク質を

coating後、接着パターンを観察した。接着反

応に用いた細胞は、14-16時間の無血清培養後、

EDTAまたはEDTA/少量トリプシンにて処理し

て懸濁液を調製した。その後1時間37度Cにて

回転震盪した後、接着反応に供した。イムノ

ブロッテイングはTriton X-100抽出液を用い

て定法に従って実施した。GEM/ラフトの調製

は、Lubrol WX抽出液を、段階的ショ糖密度勾

配超遠心法にて分画することで10fractionに

分離した。ILK、integrin βのknockdown は、

Invitrogen 社の推薦配列を３種試行して、平

均70%以上のsilencingが得られたsiRNAを用

いた。免疫蛍光染色には、paraformaldehyde

で固定後、0.1%Triton X-100/PBSにて10分間

処理した切片に対して、ビオチン化抗ヒト

CD29 (integrin β1) 抗体および mAb R24 に

て反応後、PE-streptavidin または protein 

A-FITC と反応させ、共焦点顕微鏡 (Fluoview 

FV500)にて観察を行った。 
 
４．研究成果 

 ガングリオシドはヒトの悪性黒色腫の細胞

株ならびに黒色腫（メラノーマ）組織にあま

ねく発現する。これまで私たちは、GD３陽性

細胞(GD3+細胞) が牛胎児血清で刺激された

時に、focal adhesion kinase (FAK)、 p130Cas、

paxillinといったシグナル分子が強いチロシ

ンリン酸化を受けることを報告した。本研究

では、GD3発現が細胞膜近傍においていかに細

胞シグナルを増強するのかを解明するために、

integrinと細胞外基質（ECMs）の相互作用に

基づくシグナルのい検討を行った。ECSシステ

ムを用いた接着アッセイにおいて、GD3+ 細胞

がECMに対してより強い接着反応を示すこと

が示された。とりわけ、GD3+はGD3-細胞に比

べて、I型コラーゲン、IV型コラーゲンにより

強い接着を示した。それらの結果と相応して、

GD3+細胞がI型コラーゲンに接着する際に、よ

り強いFAK、paxillinのチロシンリン酸化を示

すことが分かった。2008年のBBRC論文に記載

したように、integrin β1のknockdownによっ

て、メラノーマ細胞とくにGD3+細胞の増殖能

や浸潤能が著明に抑制されたことから、実際

に接着能およびチロシンリン酸化のレベルが、

細胞の悪性形質を反映していることが示唆さ

れた。 



 GD3発現による接着能および接着シグナル

の増強のメカニズムを明らかにするために、

GD3+細胞、GD3-細胞の細胞膜からのLubrol WX

による抽出液を用いて、ショ糖密度勾配超遠

心法による膜分子のfractionationを行った。

種々の分子の細胞内局在(floating pattern)

を明らかにするために、イムノブロッテイン

グを行ったところ、GD3+細胞では接着反応の

前から多くのintegrin β1が脂質ラフト画分

(GEM/rafts)に移行していることが判明した。

一方、GD3-細胞では、わずかなintegrinしか

GEM/raftsに検出できなかった。接着開始約１

５分の時点では、GEM/raftsに検出される

integrinは、time 0に比べ大幅に増加し、GD3+

細胞とGD3-細胞の間に大きな差異は認められ

なかった。接着３０分の時点では、両細胞に

お い て と も に GEM/rafts に 検 出 さ れ る

integrinはわずかであった。さて、種々の細

胞内シグナル分子で、接着反応中にGEM/rafts

に局在するintegrin以外の分子を検討したと

ころ、GD3+細胞においてFAKの一部およびリン

酸化FAKがGEM/rafts に局在することが判明

した。p130Cas、paxillinは、少なくとも無血

清条件化では、両細胞とも、全くGEM/rafts

に検出されないことが分かった。興味深いこ

とに低濃度の血清存在化では、p130Cas、

paxillinのリン酸化フォームもtotalタンパ

ク質もGEM/raftsに一定度検出されるように

なることが示された。 

 integrin-linked kinase (ILK)/Akt など、

その他のシグナル分子もまた、GD3-細胞より

はGD3+細胞において接着時により強く活性化

されることが分かった。 

 GD3+細胞をGD3とintegrin β1 に関して同時

蛍光染色したところ、両者はfocal adhesion

部位において斑点状に共局在することが示さ

れた。さきにintegrinがfocal adhesionに集

まり、やがてGD3がそれに従うように合流し、

反応開始後約３０分間ぐらいは細胞の着地部

位に共局在することが判明した。これらの結

果を総合すると、integrin分子がGD3の発現下

で集合しGEM/raftsでクラスターを形成する

こと、その結果としてGD3発現下でのシグナル

が亢進するために、メラノーマの悪性形質が

増強されることが強く示唆された。 

 さて、興味深いことに、無血清培養液に懸

濁した状態のメラノーマ細胞に血清刺激を行

っても、p130Cas、FAK、paxillinなどのリン

酸化反応が全く見られなかった。つまり増殖

因子受容体を介するシグナルは、細胞が接着

していて、integrinを介するシグナル存在下

でのみ伝達可能なことが示唆された。一方、

無血清状態における細胞浮遊液をECMに反応

させても、FAKのリン酸化は見られたが、やは

りp130Casやpaxillinのリン酸化は殆ど起こ

らなかった。これらの事実は、増殖シグナル

と接着シグナルが密接にリンクして作動する

ことを意味しており、どちらか一方だけの刺

激では、十分な活性化シグナルの伝達が困難

なことを示したものと考える。さらに、ガン

グリオシドGD3の発現下で、増殖シグナル、接

着シグナルともに強い増強が認められたこと

と合わせて考えると、GD3の細胞膜での発現が

二つのシグナル系の膜直下での収斂において

crucialな役割を果たしていることを強く示

唆するものと考えられた。 

 最近、さらにGD3の発現によって、Src 

family キナーゼ（SFK）の一つであるYesの活

性が増強しており、しかも、無刺激状態にお

いても既にYesのキナーゼ活性の亢進が起き

ていることが示された（Hamamura et al. 

2011）。この場合にも、Yesの大部分が

GEM/raftsに局在することが分かり、そのこと

が刺激の迅速かつ高いレベルでの伝達を誘導

していることが示唆された。YesはFAKとほぼ

同レベルの膜近傍に存在すると思われ、GD3

近傍で機能する重要な分子の一つであること

が推測される。 

 今後、これらのシグナル/増殖・接着受容体

などのうち、とくにメラノーマに特異的でシ

グナル伝達のキーとなる分子を明らかにして、

それを標的とする治療法の開発を考案してい

きたいと考えている。 
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