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研究成果の概要（和文）：スフィンゴ糖脂質（GSL）は、がんや神経変成疾患などの病態に深く関与している。本研究
では、メラノーマ抗原GD3と重篤な神経変成疾患であるニーマン・ピック病C型（NPC病）に関連するガングリオシドの
細胞内輸送や膜ドメインの維持機構について解析を行った。その結果、GD3が脂質代謝を調節する因子を活性化するこ
とで膜ドメインの形成をサポートしていることが明らかになった。また、この脂質代謝調節因子を阻害することでメラ
ノーマ細胞の増殖を抑制することに成功した。一方、NPC病に関与するガングリオシドが蓄積する細胞内小器官を明ら
かにすると共に、ガングリオシド蓄積を軽減する低分子量化合物を同定した。

研究成果の概要（英文）：Glycosphingolipids (GSLs) are involved in pathophysiology of cancer and neurodegen
erative disorders. In this work, I studied cellular distribution and functionalities of gangliosides assoc
iated to malanoma, a skin cancer and to Niemann-Pick type C (NPC) disease, a neurodegenerative disorder. T
he results showed that the melanoma-associated antigen ganglioside GD3 plays a role in the activation of t
he regulatory factor involved in lipid biosynthesis, which promotes lipid biosynthesis for the integrity o
f membrane microdomains in human melanoma cells. Pharmacological inhibition of the regulatory factor preve
nted tumor growth. Also, I studied cellular distribution of gangliosides related to NPC disease in NPC cel
ls. The results showed that disease-associated gangliosides accumulate in the lysosome. Several small-mole
cules that promote their redistribution from the lysosome to cell surface were identified.
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１．研究開始当初の背景 
 スフィンゴ糖脂質（GSL）は、がん細胞や
神経細胞で特に重要な役割を果たしており、
がんや神経変性疾患などの病態に深く関与
している。GSL は脂質ラフトと呼ばれるコレ
ステロールに富む細胞膜ドメインに局在し、
細胞機能の調節に重要な役割を果たしてい
る。一方、神経変成を伴ういくつかのリソソ
ーム病では、リソソームへの GSL の顕著な蓄
積が認められる。つまり、GSL の適切な分布
は細胞機能の発現に極めて重要な役割を果
たしており、その異常な細胞内分布は重篤な
疾患の原因にもなっている。 
 GSL の糖鎖構造は多様性に富んでおり、そ
の糖鎖構造の変化が個々の GSL に機能を付与
している。GSL の糖鎖構造は、組織や細胞の
分化や発生、疾患などで変化することが知ら
れている。また、がん細胞では、しばしば GSL
の糖鎖構造の変化が認められ、この変化は、
がん細胞の悪性形質に重要な役割を果たし
ている。しかしながら、糖鎖構造の変化に伴
う GSL の機能の違いについては、不明な点が
多い。 
 これらのことから、異なる細胞における異
なる糖鎖構造を持つ GSL の細胞内輸送メカニ
ズムや脂質ラフトへの集積メカニズム、脂質
ラフトにおける機能発現メカニズムを理解
することは、がんや神経変性疾患の病態の理
解や治療法の開発にとって非常に重要であ
るが、これらのことはほとんど理解されてい
ない。 
 
２．研究の目的 
 GSL は、主に細胞膜の脂質ラフトに局在し、
細胞機能の調節に重要な役割を果たしてい
る。一方、GSL の糖鎖構造は多様性に富んで
おり、それぞれの糖鎖が特異的な役割を果た
していると考えられている。がん細胞では、
しばしば特異的な GSL の発現が認められ、が
ん細胞の悪性形質に重要な役割を果たして
いる。また、神経系には多様な GSL が発現し
ているが、GSL の代謝や輸送異常を原因とす
る神経細胞への GSL の蓄積は、重篤な神経変
性疾患を伴うリソソーム病の原因となって
いる。本研究では、がんと神経変性疾患に関
連する GSL に着目し、糖鎖構造が異なる GSL
の細胞内輸送システムの普遍性と独自性を
理解すると共に、がん細胞と神経細胞でその
細胞内輸送システムの独自性と普遍性につ
いて解明することを目的とした。特に、最近
増加傾向を示す悪性度の高い皮膚がんであ
るメラノーマと重篤な神経変性を伴い、まだ
治療方法が存在しないニーマン-ピック C 型
（NPC）病に焦点を当てた。 
（１）メラノーマと GSL 
 メラノーマでは酸性 GSL の GD3 が、原発巣
やメラノーマ細胞株に普遍的に発現してい
る。私が所属する名古屋大学大学院医学系研
究科生物化学講座のこれまでの研究結果よ
り、GD3 が Akt などのシグナル伝達分子の活

性を増強し、メラノーマ細胞の悪性形質を強
めていることが明らかになっている。がん細
胞では、しばしば Akt シグナルの高度な活性
化が認められ、悪性形質発現における Akt の
重要性が明らかになっているが、メラノーマ
細胞における Akt シグナルの機能は不明な点
が多い。Akt は活性化に伴い脂質ラフトに移
行することが報告されており、GD3 が局在す
る脂質ラフトの機能性がいかに保たれ、メラ
ノーマを含むがん細胞の悪性形質の増強に
寄与しているか解析することは、新しいがん
の治療法の開発につながることが期待され
る。 
（２）NPC 病と GSL  
NPC 病は、中枢神経や肝臓などに GSL とコレ
ステロールが蓄積するリソソーム病で、プル
キンエ細胞などの神経細胞の脱落を伴う重
篤な神経変性疾患である。NPC 病は、後期エ
ンドソーム（LE）／リソソーム（LYS）に局
在する NPC1 もしくは NPC2 の機能欠損によっ
て引き起こされ、NPC 細胞では LE/LYS に GSL
とコレステロールが蓄積する。特に、NPC 病
の脳では健常人の脳にはほとんど存在しな
い GM2 の蓄積が顕著である。NPC1 と NPC2 は
コレステロールに直接結合し、LE/LYS からの
コレステロール輸送に機能している。GSL が
蓄積する詳細なメカニズムは明らかになっ
ていないが、興味深いことに、GSL の蓄積を
改善することでコレステロールの蓄積が解
消され、NPC 病モデルマウスの寿命も延びる
ことが示され、GM2 など GSL の LE/LYS への輸
送と LE/LYS からの輸送メカニズムの解明が
重要になっている。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞 
 ヒトメラノーマ細胞株として、SK-MEL-25、
SK-MEL-26、SK-MEL-28、SK-MEL-31、SK-MEL-37、
SK-MEL-130、SK-MEL-131、SK-MEL-173、及び
MeWo 細胞を用いた。また、SK-MEL-28 から GD3
発現欠損株として単離された N1 に GD3 合成
酵素 cDNA を導入し、GD3 を安定発現する G5、
G11 細胞を用いた。 
 NPC 細胞として、NPC1 欠損 CHO 細胞である
CT43 細胞、NPC 病患者より単離された NPC1
欠損皮膚線維芽細胞及び NPC2 欠損皮膚線維
芽細胞を用いた。これらの細胞株は、
Dartmouth Medical School（米国）の Ta-Yuan 
Chang 教授よりご供与頂いた。GM2/GD2 合成
酵素を発現する野生型（WT）CHO 及び CT43 細
胞は、当研究室でクローニングされた
GM2/GD2 合成酵素 cDNA を導入し、GM2 の発現
を指標に安定発現細胞株を単離した。 
（２）細胞表面 GSL の発現解析 
 細胞表面の GSL の発現は、各種 GSL を特異
的に認識する抗体やプローブを用いて、フロ
ーサイトメトリーによって解析した。 
（３）GSL の細胞内分布の解析 
 細胞をパラホルムアルデヒドで固定後、透
過処理を行い、GSL やオルガネラマーカに対



する抗体を用いて蛍光染色を行った。検体は、
共焦点顕微鏡にて観察し、GSL の細胞内分布
を決定した。 
（４）異種移植実験 
 SK-MEL-28 細胞を Balb/c nu/nu マウス（6
週令）の皮下に移植し、低分子量化合物を２
日に一度、4 週間、腫瘍にインジェクトする
ことで、抗腫瘍効果を解析した。 
 
４．研究成果 

（１）メラノーマ細胞におけるGD3による脂質

ラフトの機能維持機構． 

 脂質ラフトはコレステロールを基盤にする

脂質ドメインであることから、GD3がコレステ

ロールを含む脂質代謝に与える影響について

解析を行った。その結果、脂質生合成を制御

する転写因子であるSREBPの活性化が、GD3発

現メラノーマ細胞において観察された。GD3

発現メラノーマ細胞におけるSREBPの活性化

は、Akt-mTORシグナルによって制御されてい

ることが示された。また、Akt-mTOR-SREBP経

路が脂質ラフトの構造維持に重要であること

が示された。さらに、SREBPを阻害することで

、Aktの活性化や活性化型Aktの脂質ラフトへ

の移行が抑制され、SREBP経路が脂質ラフトの

機能にも重要な役割を果たしていることが示

された。さらに、GD3の発現に伴うSREBP活性

化の重要性につき解析するため、SREBP阻害剤

がGD3発現メラノーマ細胞（SK-MEL-28）の増

殖に及ぼす影響をin vitro及びin vivoで解析

した。その結果、SREBPの阻害がin vitroでの

細胞増殖だけでなく、ヌードマウスに異種移

植された腫瘍の増殖にも極めて重要な役割を

果たしていることが明らかになった。これら

の結果より、SREBPを介した脂質ラフトの維持

がメラノーマ細胞の悪性形質に重要な役割を

果たしていることが明らかになった。 

 

（２）NPC病における疾患関連GSLの蓄積とそ

の蓄積を軽減する低分子量化合物の発見． 

 疾患関連 GSL の細胞内輸送をより詳細に明
らかにすることを目的に、NPC1 欠損 CHO 細胞
（CT43）に対して糖鎖リモデリングを行った。
CHO 細胞の主要な GSL は GM3 であったので、
CT43 及び WT CHO 細胞に GM2/GD2 合成酵素
（β1,4-GalNAc 転移酵素）を導入し、GM2 を
恒常的に発現する細胞株を得た（それぞれ
CT43/GM2 細胞、CHO/GM2 細胞）。これらの細
胞の細胞表面に発現する GSL を解析した結果、
GM2 だけでなく脳に発現が多く認められる
GM1やGD1aを発現していた。そして、CT43/GM2
細胞と CHO/GM2 細胞における GSL の細胞内分
布を解析した結果、CT43/GM2 細胞では GM2 や
GM1、GD1a が LE/LYS に強く蓄積していた。一
方、CHO/GM2 細胞では、これらの GSL は主に
細胞膜に発現していた。また、NPC 病患者由
来の繊維芽細胞における GSL の細胞内局在を
解析した結果、GM3がLE/LYSに蓄積していた。

これらの結果、NPC 細胞では、疾患関連 GSL
が LE/LYS に限局して蓄積することが明らか
になった。また、NPC1 及び NPC2 が様々な糖
鎖構造を持つ GSL の細胞内輸送に重要な役割
を果たしていることが明らかになった。 
 GSL の蓄積は、NPC 病の病態に重要な役割
を果たしており、その蓄積を改善することは
NPC 病や他の GSL 蓄積症の治療方法の開発に
とって重要である。CT43/GM2 細胞を用いて、
GM2 などの GSL の輸送を促進し、その蓄積の
軽減が期待できる低分子量化合物の探索を
行った。その結果、LE/LYS から細胞膜へ疾患
関連 GSL の輸送を促進する低分量化合物を３
種類発見した。そのうち１種類は LYS の蓄積
を軽減することが示された。また、この効果
は NPC 病患者由来の細胞においても確認され
た。これらの結果から、疾患関連GSLのLE/LYS
から細胞膜への輸送と LYS の蓄積を軽減する
低分子量化合物は、NPC 病の病態を改善する
ことが期待された。 
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