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研究成果の概要（和文）：我々はCERS6の発現ががん組織で亢進し、がんの浸潤の程度および予後と有意に相関
していることを見出した。CERS6のノックダウンはin vitro細胞遊走能を低下させる。また、PKCζおよびRAC1陽
性ラメリポディア形成が有意に低下させる。これらの表現型はCERS6によって産生されるC16:0セラミドの添加に
よって回復することより、がん細胞においてはCERS6がセラミド合成を介して腫瘍転移を促進している機序を示
唆する。次に我々は、DMPCリポソームがCERS6依存的にアポトーシスを誘導すること、アポトーシス誘導の際に
は、アポトーシスシグナルであるセラミド産生を伴うことを見出した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed NSCLC specimens and cell lines and determined that ceramide 
synthase 6 (CERS6) is markedly overexpressed compared with controls. Elevated CERS6 expression was 
due in part to reduction of microRNA-101 (miR-101) and was associated with increased invasion and 
poor prognosis. CERS6 knockdown in NSCLC cells altered the ceramide profile, resulting in decreased 
cell migration and invasion in vitro, and decreased the frequency of RAC1-positive lamellipodia 
formation while CERS6 overexpression promoted it. Furthermore, combined treatment with l-α
-dimyristoylphosphatidylcholine liposome and the glucosylceramide synthase inhibitor D-PDMP induced 
cell death in association with ceramide accumulation and promoted cancer cell apoptosis and tumor 
regression in murine models. These results suggest that targeting this homeostasis has potential as 
a therapeutic strategy for CERS6-overexpressing NSCLC.

研究分野： 腫瘍学

キーワード： 肺癌　転移　セラミド　創薬　脂質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺癌は年間死亡者数が癌腫の中で一位であり、新規肺癌患者は世界で年間130万人に上る。発癌機序の解明と発
癌機序に基づく治療法の開発を目指す本研究は大いに意義がある。さらに、CERS6下流経路阻害を利用した抗腫
瘍薬について：従来の分子標的治療薬は主にキナーゼを標的とした阻害剤（抗体）である。本研究は、単に分子
標的活性を阻害するという発想ではなく、CERS6を高発現して、アポトーシス中間体であるセラミドを産生して
いるという癌細胞の代謝特性を利用するという発想に基づく。このアプローチに学術的な特色・独創性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
申請者らは、臨床検体と培養細胞双方から肺癌の組織型特徴的な遺伝子発現プロファイル、あ
るいは、幹細胞からプロジェニターに至るまでの系統特異的分化を担う因子に注目することか
ら、肺癌発生と悪性化、転移に関係する遺伝子や経路を単離してきた。一連の研究で単離され
てきた遺伝子や経路は、癌形質の理解に役立つばかりではなく、新規分子標的薬候補としても
有用である。 
これら研究中で我々は、特に、癌細胞特有の代謝制御機構に注目していた。肺癌検体 149 例を
用いた脂質代謝制御タンパク質に注目した遺伝子発現解析により、各種代謝遺伝子群のうち、
多くのスフィンゴ脂質代謝関連酵素群発現様式が正常と癌組織の間で異なっていることを発見
し、肺癌ではスフィンゴ脂質代謝の亢進を想定していた。また、代謝亢進のボトルネックタン
パク質として、EGFR 制御下に癌組織特異的発現するセラミド合成酵素 CERS6 を同定してい
た。CERS6 高発現患者群では高頻度に癌浸潤と予後不良を伴うなど、その発現量と臨床病態
に高い関連性が観察されていた。 
CERS6 ノックダウンは、スフィンゴ脂質代謝プロファイルの変化とマウスにおける腫瘍転移
能の消失をきたす。CERS6 はセラミド合成酵素であり、セラミドと下流スフィンゴ脂質機能
を通じて、様々な作用ポイント、例えば、糖脂質組成、膜流動性、アクチンストレスファイバ
ー、細胞極性を変化させることより癌転移を促進する機序が考えられた。 
 
２．研究の目的 
1）CERS6 による癌転移促進機構を明らかにする。 
2）癌転移抑制薬としての応用を目指し、CERS6 阻害剤を開発する。 
3）上述とは全く異なった戦略で、肺癌における CERS6 過剰発現を逆手にとった抗腫瘍薬の開
発を行う。 
 
３．研究の方法 
1）CERS6 による癌転移促進機構 
Ａ）臨床検体 27 例を用いて、肺癌における CERS6 発現様式を調べた。 
Ｂ）CERS6 発現調節機構を調べた。 
Ｃ）CERS6 ノックダウン時に加えて、過剰発現時の細胞遊走能について調べた。 
Ｄ）CERS6 ノックダウン時のセラミドプロファイル変化を調べた。 
Ｅ）セラミド添加による、細胞遊走能のレスキュー実験を実施した。 
Ｆ）CERS6 とその代謝産物セラミドが細胞遊走に必須な構造であるラメリポディアに及ぼす
影響を調べた。 
2）CERS6 阻害剤開発 
各種低分子化合物ライブラリーを用いて CERS6 阻害剤スクリーニングを行った。 
3）CERS6 過剰発現を逆手にとった抗腫瘍薬の開発 
DMPC リポソームを用いて抗腫瘍効果の有無につき検討を行った。 
Ａ）DMPC リポソームによる細胞死と、CERS6 および細胞内セラミドレベルに関する解析を
行った。 
Ｂ）DMPC リポソームとグルコシルセラミド合成阻害剤 D-PDMP による相乗効果の有無につ
き解析した。 
 
４．研究成果 
1）CERS6 による癌転移促進機構 
Ａ）臨床検体 27 症例を用いて、肺癌
における CERS6 発現様式を調べ、肺
癌において高発現していることを明
らかにした。一方、同一検体正常部に
おける発現はほとんど観察されなか
った（図１）。 
Ｂ）CERS6 発現調節機構を調べるた
め、miRNA 解析を行った。各種アル
ゴリズム及び、臨床検体データベース
検索より、miRNA の一つ miR-101 発
現が CERS6 発現と負の相関を示すこ
とを見出した（図 2）。この関係は培
養細胞においても観察された。ルシフ
ェラーゼ発現を用いたレポーター実
験により、miR-101 が CERS6 の
3’UTR を直接標的としていることが
明らかとなった。 
Ｃ）CERS6 高発現細胞に対してノックダウンを行うと、種々の配列を用いた RNAi 実験でい
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図 1 CERS6 の正常およびがん細胞
における発現様式 



ずれも細胞遊走能の低下を観察した（図 3A, B)。一方 CERS6 低発現細胞を用いた過剰発現細
胞は逆に細胞遊走能の上昇を観察した。ノックダウン細胞をマウスに接種すると、肺転移能の
低下を観察した。 
Ｃ）CERS6 高発現細胞に対し
てノックダウンを行うと、種々
の配列を用いた RNAi 実験で
いずれも細胞遊走能の低下を
観察した（図 3A, B)。一方

CERS6 低発現細胞を用いた過
剰発現細胞は逆に細胞遊走能
の上昇を観察した。ノックダウ
ン細胞をマウスに接種すると、
肺転移能の低下を観察した。 
Ｄ）CERS6 ノックダウン時の
セラミドプロファイル変化を
調べたところ、CERS6 によっ
て産生される C16 セラミドの
低下が観察された。CERS 阻害
薬によって細胞遊走能が低下
した（図 4A, B）。 
Ｅ、Ｆ）CERS6 ノックダウン
の表現型はセラミド添加によ
り解消した。細胞遊走能（図
4C）、およびラメリポディア形
成能（図 4D）のレスキューが
得られた。 
 
2）CERS6 阻害剤開発 
Ａ）2 千種類からなる低分子化
合物ライブラリー（千葉大学）
を用いてCERS6阻害剤スクリ
ーニングを行ったが有効な化
合物を得ることはできなかっ
た。 
Ｂ）2 万 7 千種類からなる低分
子化合物ライブラリー（静岡県
ファルマバレーセンター）を用
いてCERS6阻害剤スクリーニ
ングを行った。いくつかの有力
な候補が得られたため、詳細を
引き続き検討中である。 
 
3）CERS6 過剰発現を逆手に
とった抗腫瘍薬の開発: DMPC
リポソームを用いて抗腫瘍効
果の有無につき検討を行った。 
Ａ）肺癌細胞は CERS6 発現が
亢進する結果、脂質代謝機構の
特異的変化を伴う。このアプロ
ーチでは、肺癌細胞が、一旦ア
ポトーシス中間体であるセラ
ミドを大量に産生し、下流物質
に転換して癌特性を獲得して
いるという代謝特性を利用し
た。我々はセラミド前駆体
DMPC を含むリポソームに抗
腫瘍効果があることを知って
い た 。 こ の 抗 腫 瘍 効 果 は
CERS6 依存的セラミド合成を
必要とし、癌細胞に高い特異性
があり、セラミドプロファイル
の変化を伴っていた。DMPC
が最終的に ceramide に代謝さ

図 2 miR101 による CERS6
発現制御 

図 3  CERS6 ノックダウンによる細胞遊
走能と転移能の低下 

図 5 DMPC リポソームによる CERS6 依存的セラミド合成 

図 4 CERS6ノックダウンによるセラミド量の変化とセラミ
ド産生障害による細胞遊走能の低下、およびセラミドによ

る表現型のレスキュー実験 



れることは MS を用いて証明した（図 5）。 
Ｂ）DMPC リポソームとグルコシルセラミド合成阻害剤 D-PDMP による相乗効果の有無につ
き解析した。DMPC リポソームは D-PDMP により、細胞死の相乗効果を観察した。この細胞
死はセラミド量変化とよく一致していた。さらに、効果はマウスを用いた実験でも検証された。 
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