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研究成果の概要（和文）：メラノーマ細胞と培養メラノサイトにおけるガングリオシドと糖転移酵素遺伝子の発現を解
析した。メラノサイトに比しメラノーマでGD3とGD3合成酵素遺伝子の発現亢進、GM1/GD1b合成酵素遺伝子の低下を認め
た。メラノーマ細胞とメラノサイトのUVB直接照射では効果がなかったが、UVB照射ケラチノサイトの培養上清でメラノ
サイトを培養すると、GD3合成酵素、GM2/GD2合成酵素の発現亢進、GM1/GD1b合成酵素遺伝子の発現低下を認めた。UVB
照射ケラチノサイトの培養上清中に、種々の炎症性サイトカイン分泌を認めたが、その中のTNFαおよびIL-6がGD3合成
酵素遺伝子の発現を誘導することが示された。

研究成果の概要（英文）：To clarify expression of gangliosides and ganglioside synthase genes during 
evolution of melanomas from melanocytes, their expression was analyzed with cultured melanocytes and 
melanoma cell lines, showing that that melanomas expressed high mRNA levels of GD3 synthase and GM2/GD2 
synthase and low levels of GM1/GD1b synthase genes compared with melanocytes. Despite no effects of 
ultraviolet B (UVB) irradiation on the expression levels of ganglioside synthase genes in melanocytes, 
culture supernatants of UVB-irradiated keratinocytes induced definite up-regulation of GD3 synthase and 
GM2/GD2 synthase genes. Analysis of the supernatants revealed that inflammatory cytokines such as TNFα 
and IL-6 enhanced GD3 synthase gene expression. These results suggest that inflammatory cytokines 
secreted from UVB-irradiated keratinocytes induced melanoma-associated ganglioside synthase genes, 
proposing roles of skin microenvironment in the promotion of melanoma-like ganglioside profiles in 
melanocytes.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
悪性黒色腫、メラノーマは代表的な皮膚の悪
性腫瘍であり、化学療法や放射線治療に抵抗
性で有効な治療法がない。以前より酸性スフ
ィンゴ糖脂質（ガングリオシド）GD3 や GD2
の特異的な発現が知られており、GM3 のみを
発現するメラノサイトと対照的なガングリ
オシド発現パターンが特徴的である。私達は
これまで、メラノーマに特異的に発現する
GD3 や GD2 の生物学的な機能の解析を行い、
これらの糖脂質糖鎖がメラノーマの悪性形
質を増強する事を報告してきた。しかし、メ
ラノサイトがメラノーマになる過程で、どの
ようなメカニズムでメラノーマに特徴的な
ガングリオシドの発現が誘導され、いかなる
役割を果たすのかについては、ほとんど不明
のままであった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、まずメラノーマに特徴的なガン
グリオシドの発現が、いかなる糖転移酵素遺
伝子の発現変化に基づいて誘導されるのかに
つき検討するとともに、皮膚の微小環境にお
いて、どのような細胞内外の要因によってメ
ラノーマに特徴的なガングリオシドが誘導さ
れるのかにつき、とくに紫外線照射の影響を
中心にメカニズム解明のための検討を行った。 
 
３．研究の方法 
研究に用いた細胞は、スローンケッタリング
癌研究所のL.J. Old 博士から供与された、ヒ
ト悪性黒色腫（メラノーマ）細胞株を用いた。
7.5%FCS含有D-MEMにより培養した。初代培養
メラノサイトについては、クラボウ（K.K.）
よりHEMn-LP, 軽度色素性ヒトメラノサイト 
ラインを購入した。細胞培養液としては、
Medium 254 にヒトMelanocyte Growth 
Supplement™ 94 (HMGS) (Life Technologies)を
添加して使用した。80% confluency に達した
時には、7%FCS、抗生物質、1 mM N6, 2’-O-Di- 
butyryladenosine 3’ ,5’-cyclic monophosphate 
sodium salt, 0.1 mM 3-Isobutyl- 1-methylxan- 
thine, 1 M Na3VO4, 50 ng/ml TPAを添加した
Ham’s F-10 mediumを用いた。また、糖転移酵
素遺伝子の発現レベルの解析には、各々の細
胞から抽出したRNAを用いたquantitative- 
RT-PCRを、DyNAmo™ Flash SYBR Green qPCR 
Kit (FINNZYMES)を用いて実施した。コント
ロールとして、GAPDHの発現レベルを対象とし
た相対的mRNAレベルを算出した。使用したプ
ライマーのシークエンスは論文に示した通り
である（論文１）。培養液中のサイトカイン
(IL-8, IL-1, IL-6, IL-10, TNF, IL-12p70)定量
には、BD社のBD™ Cytometric Bead Array 
(CBA):ヒトHuman Inflammation Kit (BD 
Biosciences)kit を用いた。キャプチャービー
ズは培養液と反応後、PE-標識抗体と３時間イ
ンキュベートした後、Accuri™ C6 フローサイ
トメーターとFCAP 134Array™ software (BD 
Biosciences)により解析した。 

メラノサイト、メラノーマ、ケラチノサイト
のUVB照射は、細胞をDNA-FIX™ (ATTO)を用
いてUVB (312 nm)に暴露することで行った。 
 
４．研究成果 
 まず初年度には、 
(1) メラノーマ細胞と培養メラノサイトにお
いて、定常状態におけるガングリオシドおよ
び糖転移酵素遺伝子の発現を解析した。メラ
ノーマ細胞株ではGD3が発現増強しているの
に対し、培養メラノサイトではGD3の発現はほ
とんど認められず、GM3が主要なガングリオシ
ドであった。糖転移酵素遺伝子の発現レベル
は、メラノーマ細胞株では培養メラノサイト
と比較してGD3合成酵素遺伝子が非常に高く、
GM1/GD1b合成酵素遺伝子は著しく低かった。
よって、メラノーマ細胞株では、GD3合成酵素
遺伝子の発現亢進およびGM1/GD1b合成酵素遺
伝子の発現抑制によりGD3が蓄積しているこ
とが示唆された。ジシアリルガングリオシド
は癌性形質増進に働き、モノシアリルガング
リオシドは癌性形質抑制に作用するというこ
れまでの報告と一致した結果が得られた（図
１）。 

 
 
 
 
 
 
 

図１：RT-リアルタイムPCRによるヒトメラノ
サイト及びメラノーマ細胞株SK-MEL-28にお
ける糖脂質糖鎖合成酵素遺伝子の発現レベル． 
 
 (2)メラノーマ細胞株と培養メラノサイトに
おいて、生体内要因としてサイトカイン
（TNF）により細胞を刺激した時のガングリ
オシドおよび糖転移酵素遺伝子の発現を解析
した。培養メラノサイトでは、TNF刺激によ
りGD3合成酵素遺伝子の発現が誘導され、GD3
の発現が増強された。一方、メラノーマ細胞
ではTNF刺激によりGD3合成酵素遺伝子およ
びGD3の発現に変化は認められなかった。 
 
(3) メラノーマ細胞株と培養メラノサイトに
おいて、外的環境要因としてUV-B照射により
細胞に負荷をかけた時のガングリオシドおよ
び糖転移酵素遺伝子の発現を解析した。メラ
ノーマ細胞株、培養メラノサイトのどちらに
おいても、UV-B照射によるGD3およびGD3合成
酵素遺伝子の発現誘導は認められなかった。 
 



 ２年次には、 
(1) UVBを照射したケラチノサイト（HaCaT
細胞）の培養上清でメラノサイトを培養し、
GD3合成酵素、GM2/GD2合成酵素、
GM1/GD1b合成酵素遺伝子の発現変化を解
析した。新鮮な細胞培養液およびUVB未照射
HaCaT細胞の培養上清で培養した時と比較し、
GD3合成酵素およびGM2/GD2合成酵素遺伝
子の発現は上昇し、GM1/GD1b合成酵素遺伝
子の発現は減少した。これらの糖鎖合成酵素
遺伝子の発現パターンは、メラノーマ細胞の
ものと類似していた。 
 
(2) そこで、UVBを照射したケラチノサイト
（HaCaT細胞）により培養上清中に分泌され
る炎症性サイトカインを解析した。その結果、
UVB照射によりTNF、IL-6、IL−１、IL-8の産
生が誘導された。 
 
(3) メラノサイトをTNF、IL-6、IL−１、IL-8
をそれぞれ含む細胞培養液で培養し、GD3合成
酵素、GM2/GD2合成酵素、GM1/GD1b合成酵素遺
伝子の発現変化を解析した。その結果、GD3
合成酵素遺伝子の発現がTNFおよびIL-6によ
り誘導され、IL-1によってもわずかな亢進が
認められた。GM2/GD2合成酵素およびGM1/GD1b
合成酵素遺伝子の発現は、いずれの既知のサ
イトカイン処理によっても変化が認められな
かった。一方、メラノーマ細胞株(SK-MEL-28)
をTNF、IL-6にて処理した結果、これらの糖
鎖合成酵素遺伝子の発現に変化が認められな
かった（図２）。 
 

 

 

 
図２：TNFαあるいは IL-6 含有細胞培養液で
培養後のメラノサイト及びメラノーマ細胞
（SK-MEL-28）の糖鎖合成酵素遺伝子の発現
レベル． 
 
 最終年度には、 
(1) これまでにメラノーマではメラノサイト
に比べて、特徴的なGD3合成酵素（ST8SIA1）
の発現上昇を認めたが、さらにST8SIA1に加
えて、関連糖転移酵素遺伝子の動態を、
SK-MEL-28を含む６株のメラノーマ細胞株
(SK-MEL-37, SK-MEL-23, SK-MEL-31, 
SK-MEL-173, SK-MEL-130, MeWo)と他の
メラノサイトラインを用いて、広範な解析を
行った。その結果、メラノーマ細胞株ではメ
ラノサイトと比較して、GD3合成酵素

（ST8SIA1）、GM2/GD2合成酵素
（B4GALNT1）遺伝子の発現が高く、
GM1/GD1b合成酵素（B3GALT4）遺伝子の
発現が顕著に低く、これまでの結果と同様の
結果が得られた。 
 
(2) 一方、メラノサイトにおいては、IL-1, IL-6, 
TNFαによりGD3合成酵素遺伝子の発現が
誘導されることを明らかにしてきたが、さら
に、cAMP刺激を除去することによっても
GD3合成酵素遺伝子の発現が誘導されること
を明らかにした。従って、メラノサイトでは
cAMPからのシグナルによりGD3合成酵素遺
伝子の発現が抑制されていることが示唆され
た。 
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