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研究成果の概要（和文）：　酸性スフィンゴ糖脂質GD3が発現するヒトメラノーマ細胞では、メラノーマの増殖に重要
なHGF刺激と接着刺激を同時に加えることにより、Akt及びErkの著明なリン酸化の増強が認められた。よって、GD3発現
細胞膜上では接着と増殖刺激によるPI3K-Akt 及びRas-Erkシグナルが収斂し、癌性形質が相乗的に増強すると推察され
た。また、EMARS反応により生細胞膜のGD3近傍にNeogeninやIntegrin等が同定され、GD3とこれらの分子の相互作用が
示唆された。１分子観察では、酸性糖脂質GM1発現細胞においてGM1分子同士の会合が示され、GD3についても１分子観
察の動態解析が進行中である。

研究成果の概要（英文）： We analyzed effects of GD3 expression on the cell signals triggered by hepatocyte
 growth factor (HGF)/Met interaction and by adhesion to collagen type I. The simultaneous treatment with b
oth of them resulted in markedly increased activation of Akt and Erk in GD3+ cells. These results suggeste
d that GD3 plays a crucial role in the convergence of PI3K-Akt and Ras-Erk signals, leading to the synergi
stic effects of those signals on malignant properties of melanomas. To search molecules existing in the vi
cinity of GD3 in living cells, enzyme-mediated activation of radical sources (EMARS) combined with mass sp
ectrometry was performed. Neogenin and Integrin were identified to be interacting molecules with GD3 on li
pid rafts of the cell membrane. We also tried spatio-temporal analysis of cell membrane molecules by singl
e molecule observation, showing that glycosphingolipid GM1 specifically forms homodimer on the cell surfac
e. Single molecule observation of GD3 on the membrane is now on-going.
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１．研究開始当初の背景 
	
 癌、神経変性および代謝異常における糖脂

質の機能と作用機序に関する私達の研究か

ら、細胞膜のミクロドメインに存在する糖脂

質が種々の細胞シグナルの質と量を調節し

ており、時に、増殖、分化、死などの細胞運

命を決定することが分かった。更に、ミクロ

ドメインの構築および機能が、糖脂質の糖鎖

構造によって制御されるとともに、その異常

によって癌細胞の異常増殖や浸潤、転移など

の悪性形質が増強されること、また脳神経組

織では補体系の活性化に基づく炎症反応と、

それに引き続く神経変性が誘発されること

が明らかになった。	
 

	
 特に、ヒトメラノーマについては、従来か

ら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い

たが、私達は、GD3 がヒトメラノーマ細胞の

癌性形質に深く関与することを分子レベル

で明らかにしてきた。即ち、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

グナルが細胞膜上のミクロドメイン（脂質ラ

フト）近傍で収斂し、より効果的に細胞内シ

グナルが活性化される可能性を提示してき

た。	
 

	
 しかし、これまでの生化学的脂質ラフトの

調製は細胞や組織を溶解した後、比重遠心を

用いて分離する手法に拠っており、以下のよ

うな限界と問題点を含むことが指摘されて

きた。即ち、	
 

・	
 脂質ラフト局在分子として同定された分

子群の空間的位置関係が不明である、	
 

・	
 脂質ラフトの実体が可視化されていない、	
 

・	
 細胞膜上における分子動態が観察されて

いない、等である。	
 

	
 これらの問題点を克服して、新規の手法を

用いた解析を行うことにより、脂質ラフトの

リアルな観察と正確な理解が必須であり、ま

た可能となってきた。	
 

 
２．研究の目的 
	
 本研究では、癌細胞の悪性形質の増強にお

ける酸性スフィンゴ糖脂質 GD3 の作用機構を

分子レベルで解析するために、	
 

（１）GD3 発現細胞膜上で、接着シグナルと

収斂する増殖因子及びその増殖シグナルの

解析、	
 

（２）生存細胞の膜上で GD3 と会合する分子

の同定と解析、	
 

（３）１分子観察によりスフィンゴ糖脂質が

局在する細胞膜の脂質ラフトの動態解析、	
 

（４）focal	
 adhesion などにおける膜タンパ

ク質および糖脂質の局在動態の観察を行う。	
 

	
 従来の生化学的解析結果と合わせて生細

胞膜上における各分子の動態を解析するこ

とにより、脂質ラフトの実体をより明確にし、

正常と癌細胞の膜動態の差異を明らかにす

る。	
 

 
３．研究の方法 
	
 私達は、ヒトメラノーマにおいて酸性スフ

ィンゴ糖脂質の GD3 が増殖因子受容体および

インテグリンを介するシグナル伝達分子を

活性化することを生化学的に解明してきた

（Hamamura	
 et	
 al.	
 Proc.	
 Nat.	
 Acad.	
 Sci.	
 USA	
 

2005,	
 Ohkawa	
 et	
 al.	
 J.	
 Biol.	
 Chem.	
 2010）。

本研究では、生化学的解析に加えて、糖脂質

糖鎖の脂質ラフト膜上での動的構造と機能

について解析する。特に、GD3(+)及び GD3(-)

ヒトメラノーマ細胞の差異について比較検

討する。具体的には、	
 

（１）メラノーマの増殖や悪性化に関与する

HGF/Met シグナルが、接着シグナルの増強に

関与するかを生化学的及び細胞生物学的に

検討する。	
 

（２）Enzyme-Mediated	
 Activation	
 of	
 

Radical	
 Sources(EMARS)反応により、生きた

細胞膜上の GD3 に近接する分子を同定し、分

子間の相互作用を検討する。	
 

（３）1 分子観察により細胞膜脂質ラフト上

での糖脂質の相互作用を解析し、糖脂質糖鎖

の違いによる脂質ラフト局在分子の動態を

検討する。	
 
	
 
４．研究成果	
 

（１）私達はこれまでに、GD3 発現ヒトメラ

ノーマ細胞株 SK-MEL-28 の亜株で GD3 非発現

細胞株 SK-MEL-28-N1(N1 細胞)に GD3 合成酵

素遺伝子を導入して GD3 を強発現させた

GD3(+)N1 細胞、及びコントロール細胞の

GD3(-)N1 細胞を作成し、GD3(+)N1 細胞では

GD3(-)N1 細胞に比べて、I型コラーゲンに対

する接着刺激により Akt のリン酸化が増強す

ることを明らかにしたが、その強度は強くな

かった。また、Erk のリン酸化は差異が認め

られなかった。しかし、HGF 刺激と接着刺激

を同時に加えることにより、GD3(+)N1 細胞で

は、Akt と Erk の顕著なリン酸化の増強が認

められ、更にアポトーシスの抑制効果の増大

および細胞増殖能の亢進が認められた。また、

GD3 発現ヒトメラノーマ細胞株 SK-MEL-28 に



GD3 合成酵素遺伝子の shRNA を導入して本遺

伝子をノックダウンした GD3 抑制細胞におい

ては、HGF と CL-I による同時刺激を与えても

Akt と Erk のリン酸化の増強が起こらないこ

とを示した。	
 

（２）GD3(+)N1 細胞について、細胞膜の GD3

近傍の分子群を EMARS 反応により解析した結

果、Neogenin,	
 Netrin,	
 Integrin 等の分子が

同定された。更に、Neogenin が GD3 と結合す

ることも生化学的に示した。また、Neogenin

を強発現させた細胞においては浸潤性の亢

進も認められることから、Neogenin は細胞膜

上で GD3 と相互作用することにより細胞の浸

潤性を増強すると推察された。	
 

（３）糖脂質糖鎖の違いによる細胞膜脂質ラ

フトの構造と機能の異同を１分子観察によ

り解析するために、N1 細胞に種々の糖鎖合成

酵素遺伝子を導入して① GD3 発現 N1

（GD3(+)N1）細胞、②GD2 発現 N1 細胞、③GM2

発現 N1 細胞、及び④GM1 発現 N1 細胞を樹立

し、これらの細胞を１分子観察による脂質ラ

フト解析のために連携研究者（京大、鈴木）

に提供した。そして、蛍光標識 GM1 を N1 細

胞（GM3 のみ発現）、GM2 発現 N1 細胞、およ

び GM1 発現 N1 細胞に添加し、蛍光標識 GM1

の細胞膜上での動態を検討した。その結果、

GM1 発現細胞膜上の蛍光標識 GM1 の会合時間

は、N1 細胞および GM2 発現細胞上の蛍光標識

GM1 の会合時間の約１／２となり、細胞膜上

での GM1 同士の会合が示唆された。現在、GD3

についても 1分子観察の動態解析が進行中で

ある。	
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