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研究成果の概要（和文）：　メラノサイト及びメラノーマ細胞のガングリオシド糖鎖合成酵素遺伝子の発現レベ
ルを解析した結果、GD3合成酵素遺伝子の発現がメラノーマで高く、メラノサイトでは非常に低かった。しか
し、メラノサイトではTNFα 刺激とcAMP刺激除去によりその遺伝子の発現上昇が認められ、TNFαとcAMPを介し
たシグナルがGD3合成酵素遺伝子の発現を正反対に制御することが示唆された。
　一方、これらの処理によりメラノーマ細胞ではGD3合成酵素遺伝子発現の変動はなく、IKK阻害剤によりその発
現は著しく低下した。従って、癌関連糖鎖合成酵素遺伝子の発現制御はメラノサイトとメラノーマでは異なるこ
とが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：  We analyzed expression and regulatory mechanisms for glycosyltransferase 
genes responsible for ganglioside synthesis in normal melanocytes and melanoma cells. Consequently, 
the expression level of GD3 synthase gene was high in melanoma cells, although very low in 
melanocytes. We also found that addition of TNFα into the culture medium and elimination of cAMP 
from the culture medium resulted in up-regulation of GD3 synthase gene, suggesting that signals 
mediated via TNFα and cAMP oppositely regulate GD3 synthase gene expression in melanocytes. 
  On the other hand, when melanoma cells were treated by these factors, no fluctuation in the 
expression level of GD3 synthase gene, although GD3 synthase gene expression was remarkably 
decreased by treatment of IKK-inhibitor, Wedelolactone. These results suggested that ganglioside 
synthase genes are regulated in distinct manners between melanocytes and melanomas.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
	 癌細胞の悪性形質における酸性スフィン

ゴ糖脂質の関与については多数の報告があ

る。近年ではヒト乳癌の癌幹細胞に酸性糖脂

質 GD2 の発現が認められることが報告された

(J.	Clin.	Invest.	122:2066-78,	2012)。ま

た、ヒト乳癌や肺癌細胞では GD2 により癌細

胞の悪性形質が増強することも報告されて

い る （ Oncogene	 25:	 6924-35,	 2006;	

Glycobiology	22:806-16,	2012）。	これまで

に私達は、細胞膜に存在する癌関連糖脂質が

細胞シグナルを調節して増殖、分化、死など

の細胞運命決定に関わることを明らかにし

た。しかし、これらの研究は酸性糖脂質欠損

細胞に各種の糖鎖合成酵素遺伝子を導入し

て、細胞形質の変化を比較検討してきたため、

正常細胞から癌への発生に至る時の糖鎖お

よびその合成酵素遺伝子の検討はなされて

こなかった。そこで、正常細胞であるヒト	メ

ラノサイトと癌細胞のメラノーマの両者間

で糖脂質糖鎖と、その合成酵素遺伝子発現プ

ロファイルを比較検討した結果、両者間で著

明な差異が認められた。	

一方、種々の環境因子やストレスあるいは

病原体感染などによる慢性的な炎症反応が

細胞癌化の要因となることが明らかになっ

てきた。また、腫瘍の発生において、その周

囲の線維芽細胞や間質細胞および基質など

の微小環境との相互作用の重要性が多数報

告されている。メラノサイトが存在する皮膚

組織の主たる構成細胞であるケラチノサイ

トは紫外線（UV）B 照射により TNFαなどの炎

症性サイトカインを産生することが報告さ

れている。そこで、TNFα含有培養液でメラノ

サイトを培養したところ、GD3 および GD3 合

成酵素遺伝子の発現レベルが上昇した。しか

し、メラノサイト自身の UV 刺激では発現変

化が認められなかった。	

	 皮膚組織ではメラノサイト周辺のケラチ

ノサイト、線維芽細胞、免疫系細胞、間質細

胞などが環境ストレスに対する応答として、

細胞の活性化や炎症反応が惹起され、微小環

境内に様々な刺激因子を放出している。これ

らの微小環境とメラノサイト自身の反応の

総和として、個々の糖鎖合成酵素遺伝子の活

性化/不活性化が起こり、癌化への要因の一

つとなることが想定される。	 	

	

２．研究の目的 
	 癌細胞の悪性形質における酸性スフィン

ゴ糖脂質の関与については多数の報告があ

る。近年ではヒト乳癌の癌幹細胞に酸性糖脂

質 GD2 が認められることも報告された。私達

は、ヒト	メラノーマでは酸性スフィンゴ糖

脂質 GD3 が発現し、癌性形質を増強すること

を分子レベルで解明してきた。これらの知見

を活かし、本研究では、⑴サイトカインや増

殖因子で刺激したメラノサイトとメラノー

マ細胞における糖鎖と糖鎖合成酵素遺伝子

群の発現レベル及び発現制御機構を比較検

討し、微小環境因子による炎症から細胞癌化

に至る初期過程の分子指標を明らかにする。

⑵細胞外小胞であるエクソソームに含有さ

れる糖脂質組成及び糖鎖合成酵素遺伝子群

を解析し、メラノサイトと微小環境間の情報

伝達と炎症及び癌化過程におけるエクソソ

ームの意義を明らかにする。将来的には上記

の知見を癌の診断応用に役立てる。	

 
３．研究の方法 
⑴	市販のヒト	メラノサイト（Thermo	Fisher	

Scientific）は、メラノサイト用培養液で培

養 し た 後 に 7.5%	 fetal	 bovine	 serum,	

penicillin–streptomycin,	 dibutyryl	 cAMP	

(dcAMP),	 3-isobutyl-1-methylxanthine	

(IBMX),	Na3VO4	 及び	PMAを含むHam’s	F-10

培養液で１週間以上培養した。	

⑵ 	 mRNA の 発 現 レ ベ ル は 、 Reverse	

Transcription	-	Real	time	PCR で定量した。	

⑶ 	 タ ンパク質のリン酸化は Western	

Blotting を行い、Image	Quant	LAS4000TM(GE	



Healthcare)により解析した。	

４．研究成果	

⑴	私達は、UVB 照射したケラチノサイトの培

養上清によりメラノサイトにおいて GD3 合成

酵素遺伝子の発現が上昇することを明らか

にした。また、その培養上清中のTNFα	とIL-6

が GD3 合成酵素遺伝子の発現を誘導する因子

であることも明らかにした。更に私達は、培

養液中から dibutyryl	cyclic	AMP	(dcAMP)

を除去することによっても GD3 合成酵素遺伝

子の発現レベルが上昇することを明らかに

した。	

⑵	細胞内の cAMP を上昇させるホルモンの

α-MSH の添加により、dcAMP 除去により上昇

した GD3 合成酵素遺伝子の発現は減少した。

そこで、私達は、GD3 合成酵素遺伝子発現に

おける cAMP 伝達系の下流シグナルの役割を

明らかにするために、PKA 阻害剤である H89

を用いて、GD3 合成酵素遺伝子の発現レベル

に及ぼす PKA の影響を検討した。その結果、

H89 により GD3 合成酵素遺伝子の発現レベル

は明らかに上昇し、cAMP-PKA シグナル経路に

より GD3 合成酵素遺伝子の発現は抑制される

ことが明らかになった。即ち、メラノサイト

では TNFαと cAMP を介したシグナルが GD3 合

成酵素遺伝子の発現を正反対に制御してい

ることが示唆された。	

	 一方、これらの処理によりメラノサイトの

GM2/GD2合成酵素及びGM1/GD1b合成酵素遺伝

子の発現レベルは影響されなかった。	

⑶	メラノーマ細胞株では常に GD3 合成酵素

遺伝子の発現レベルは高く、上記の試薬や

TNFαを用いてメラノーマ細胞を処理したが、

GD3 合成酵素遺伝子の発現レベルは影響され

なかった。しかし、メラノーマ細胞では、TNFα

受 容 体 の 下 流 に あ る IKK の 阻 害 剤

Wedelolactone(WDL)により GD3 合成酵素遺伝

子の発現は著しく低下した。	

⑷	Western	blotting により IKK のリン酸化

を検討した結果、メラノーマ細胞では無刺激

状態でも IKK のリン酸化バンドが検出され、

IKK 阻害剤の WDL によりリン酸化は抑制され

た。従って、メラノーマ細胞では TNFαの刺激

がなくても恒常的にNF-κBシグナル経路が活

性化し、GD3 合成酵素遺伝子及び GD3 の発現

が認められるものと推察された。	

	

	 以上の結果から、ガングリオシドの糖鎖合

成酵素遺伝子の発現制御は、メラノサイトと

メラノーマでは明らかに異なることが明ら

かになった。また、エクソソームについては、

現在、GD3 発現細胞及び GD3 非発現細胞のエ

クソソームを調製し、各々の構成分子を比較

検討中である。	
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