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研究成果の概要（和文）：スフィンゴ脂質代謝において重要な役目を果たすスフィンゴシンキナーゼ（SK）はS1P合成
を制御し、種々のがん細胞で高発現が知られている。そこで、S1P受容体拮抗薬であるFTY720とシスプラチン(CP)との
併用効果を悪性黒色腫の抗がん剤耐性株SK-Mel28を用いて検討した。CPとFTY720の併用により細胞死及びアポトーシス
が増加した。またSKのアイソザイムであるSK1の発現が低下し、リン酸化(p)-PI3K、p-Akt、p-mTORの発現量が減少した
。したがってS1Pを介する系を基にした抗がん治療の可能性が考えられ、そのシグナル伝達は主にPI3K/Akt/mTOR経路が
担うことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Sphingosine kinase (SK), a key enzyme in sphingosine-1-phosphate (S1P) synthesis, 
is known to be overexpressed in various cancer cells. The effects of anti-cancer agents on SK1/S1P 
signaling have not been fully assessed in melanoma cells. We investigated the effects of combination of 
FTY720, an S1P receptor antagonist, and cisplatin, an anti-cancer drug, on cell viability and molecular 
mechanisms in human melanoma line, SK-Mel-28 cells. By combination of FTY720 and cisplatin, the viability 
of melanoma cells was reduced, and expression of apoptosis-associated cleaved-PARP was significantly 
enhanced. In addition, combination of FTY720 and cisplatin reduced SK1 expression and also reduced the 
expression of phosphorylated PI3K, Akt, and mTOR. These findings suggest that FTY720 and cisplatin 
synergistically induce cell death and apoptosis through downregulation of the PI3K/Akt/mTOR pathway in 
SK-Mel-28 cells.

研究分野： 皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
（１）スフィンゴ脂質の代謝産物のなかで

セラミド（CER）はスフィンゴミエリン（SM）
からスフィンゴミエリナーゼ（SMase）によ
って産生され、細胞死（アポトーシス）を誘
導するが、一方、CER からスフィンゴシンを
経てスフィンゴシンキナーゼ（SK）により産
生されたスフィンゴシン１−リン酸（S1P）は、
逆に細胞増殖・生存に働く。すなわち CER お
よび S1P は種々の細胞機能（増殖・生存・ア
ポトーシスなど）の調節に重要な役割を果た
す。 
（２）抗がん剤感受性にセラミドトランス

ファープロテイン（CERT）が関与し、その変
化によるCERの異常蓄積が抗がん剤耐性に関
係する因子として注目されている。これまで
１）抗がん剤によるがん細胞死誘導に対する
細胞内セラミド産生増加の関与、２）スフィ
ンゴ脂質代謝のキー酵素であるSKのがん細
胞における高発現、３）大腸がん細胞などを
用いて、SPHKの高発現が抗がん剤耐性に関与
することを明らかにしてきた。そこで、悪性
黒色腫においてスフィンゴ脂質代謝による
薬剤耐性制御機序を解明したいと考えた。 
 
２．研究の目的 
抗がん剤耐性を示す悪性黒色腫細胞株にお

いて、S1P受容体のアンタゴニストである
FTY720と抗がん剤の併用による細胞の生存お
よびアポトーシスの変化を検討する。さらに
その作用メカニズムを明らかすることを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
（１）MTT assay 

悪性黒色腫細胞培養株5腫（SK-MeL-28、
A375、WM115、A2058、B16）を培養し、培養
液にシスプラチン（CDDP）、パクリタキセル、
カルボプラチン、ダカルバジン（DTIC）を添
加し、MTT測定法を用いて細胞生存率、すな
わち各々のIC50を測定する。さらに、これら
の培養液にS1P受容体のアンタゴニストで
あるFTY720を添加する。 
（２）ウエスタンブロット法 
培養細胞抽出液を基質としてSK1、SK2、

cleaved PARP、total PI3K、リン酸化(p)-PI3K、
total Akt、p-Akt、total mTOR、p-mTOR、total 
EGFR、p-EGFRに対する抗体を用いてウエスタ
ンブロットを行なう。ECL Western Blotting 
Detection systemを用いて検出し、そのバ
ンドの濃さをデンシトメーターで測定して
得られた値についてStudent’s t-testによ
り有意差検定を行う。 
 
４．研究成果 
（１）悪性黒色腫細胞培養株の各種抗がん剤
存在下での生存率 
IC50 は、5種類の悪性黒色腫細胞培養株の

中で SK-MeL-28 が最も高く、A375 が最も低か
った。その差は抗がん剤の種類によって異な

った（図１）。シスプラチンとパクリタキセ
ルではこれらの細胞株で有意に IC50 に差が
みられた。そこで、以下の実験には抗がん剤
としてシスプラチンを使用し、シスプラチン
耐性株として SK-MeL-28、感受性株として
A375 を用いることとした。 

 

 
図 1: SK-MeL-28 と A37 細胞株における、シ
クロスポリン、パクリタキセル、カルボプラ
チンに対する TC50 の比較。**Ｐ<0.01 
 
（２）シスプラチン耐性株の生存率に対する
FTY720 の効果 
 シスプラチン耐性株 SK-MeL-28 において、
FTY720 を加えることにより生存は抑制され
た（図２）。 

 

図 2: SK-MeL-28 細胞株における、シスプラ
チン単独およびシスプラチンと 3μM DTY720
併用時の生存率の比較。*Ｐ<0.05, **Ｐ<0.01 
 
（３）FTY720 のアポトーシスに対する影響 
 シスプラチン耐性株 SK-MeL-28 において、
FTY720 を加えることによりアポトーシスマ
ーカーである cleaved PARP が増加した（図
３）。FTY720はシスプラチンとのsynergistic 
な効果によりアポトーシスを誘導すると考
えられる。 



 
図 3: SK-MeL-28 細胞株における、3μM FTY720
単独、シスプラチン単独、および FTY720 と
シスプラチン併用時の cleaved PARP の比較。 
**Ｐ<0.01 
 
（４）FTY720 およびシスプラチンの SK1、SK2
発現に対する効果 
  SK-MeL-28 において、FTY720 を加えるこ
とにより SK1 の発現は 24 時間後、48時間後
とも増加した（図４）。しかし、SK2 には変化
がなかった。 
 

 
図4: SK-MeL-28細胞株における、3μM FTY720
単独、シスプラチン単独、および FTY720 と
シスプラチン併用時（24時間あるいは 48 時
間）の SK1（A)、SK2（B）の発現量の比較。*

Ｐ<0.05, **Ｐ<0.01 

 

（５）FTY720 およびシスプラチンのシグナル
伝達（PI3K/Akt 系）に対する効果 

SK-MeL-28 において、FTY720 を加えること
により p-PI3K、p-Akt、p-mTOR の発現が低下
した。また、Total EGFR の発現は FTY720 併
用により減少した（図５）。S1P 受容体を介す
るシグナル伝達は主にPI3K/Akt/mTOP経路が
担っていると考えられた。 

 

 
 
図 5: SK-MeL-28細胞株における、3μM FTY720
単独、シスプラチン単独、および FTY720 と
シスプラチン併用時の total PI3K、p-PI3K、
total Akt、p-Akt、total mTOR、p-mTOR、total 
EGFR の発現量の比較。*Ｐ<0.05, **Ｐ<0.01 
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