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研究成果の概要（和文）：　平成２６年度から２８年度までに本研究費に関連して発表した９編の英文論文は、
細胞のストレス応答とスフィンゴ脂質代謝腫瘍の関係が６編、抗がん剤耐性機序が２編、食品成分ファイトケミ
カルの抗がん作用が１編である。
　我々の結論としては、（１）腫瘍細胞は低酸素、増殖因子の欠乏、抗がん剤暴露によるストレスを乗り切るた
め、スフィンゴ脂質代謝、DNA複製系、微小管の代謝、mRNAの寿命の変化、クロマチンレモデリングなど様々な
機序を駆使し、生存、増殖を図る。（２）腫瘍細胞のストレス応答に関しては、提唱されているスフィンゴ脂質
レオスタットモデルが、ストレスでの細胞死あるいはストレスの耐性化にとって重要である。

研究成果の概要（英文）： We have published 9 papers corresponding to the main title of the grant No.
 26460674 between 2013 and 2016. Among them, ６ papers described the stress responses and the 
sphingolipid metabolism of cancer cells, whereas 2 papers analyzed the anti-cancer drug resistance 
of malignant cells. One paper elucidated the molecular mechanism of anti-cancer function of 
resveratrol, a food ingredient. 
 Based on these works, we concluded that malignant cells utilize heterogeneous mechanisms including 
aberrant sphingolipid metabolism, changes of DNA repair system, microtubules dynamics, mRNA 
half-life, and chromatin remodeling. As far as the sphingolipid metabolism was concerned, our data 
strongly supported the validity of the sphingolipid rheostat model telling that the balance between 
ceramide and sphingosine 1-phospahte determined cells' fate such as cell growth, survival, motion 
and differentiation.

研究分野： 腫瘍学ならびにスフィンゴ脂質代謝解析
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１． 研究開始当初の背景 

   スフィンゴ脂質代謝中間産物は、細胞内
あるいは細胞間情報伝達物質として、細胞
増殖、細胞死との関連から注目されており、
なかでもセラミド/スフィンゴシン１リン
酸の細胞内比率が重要と考えられている
(スフィンゴ脂質レオスタットモデル 
Spiegel S. et al. Nature 1996)。 

   これまでに我々は、SPHK1 を中心とし
てスフィンゴ脂質代謝酵素とその機能、
特に転写調節機序の解明の観点から一連
の報告を行ってきた。LC/MS-MS を用いて
スフィンゴ脂質代謝中間産物を効率よく
定量解析できるシステムを開発し(J Biol 
Chem 2009)、この測定系ならびにスフィ
ンゴ脂質代謝主要酵素 mRNA の定量的解
析(Leukemia 2006)により、各種刺激時の
細胞株モデルから臨床検体までのスフィ
ンゴ脂質代謝酵素各遺伝子、蛋白、酵素
活性、スフィンゴ脂質代謝産物定量をす
べて測定できる体制を確立した。これに
基づいて白血病細胞株における SPHK1, 
NSMase2 の変化と抗がん剤投与時のスフ
ィンゴ脂質レオスタットモデルの妥当性
を検証した（Sobue et al. Int J Heamtol 2008, 
Kyogashima et al. J Biochem 2008）。 

  
 2. 研究の目的 
研究費の申請にあたっては、予備実験の結果
に基づいて 
  (1) 腫瘍細胞のストレス応答とスフィンゴ

脂質代謝酵素との関連、 
 （2）食品成分のファイトケミカルによる腫

瘍細胞の増殖抑制と酸性スフィンゴミエ
リナーゼの発現調節 

 （3）アンドロジェン依存性前立腺がん細胞
のアンドロジェン依存性と酸性セラミダ
ーゼの変化などの解析を計画した。 

 
 3. 研究の方法 
(1) スフィンゴ脂質代謝産物の測定には
LS-MS/MS による解析を用いた（Takana K. et 
al. J Biochem 2012）。スフィンゴ脂質代謝
酵 素 な か で も sphingosine kinase, 
sphingomyelinase, ceramidase等の活性の測
定は、我々のグループの既報に基づいて
行った  (Murakami M. et al. J Cell 
Biochem 2011, J Neurochem 2010, Ito H. et 
al. Biochim Biophys Acta 2009)。主要スフ

ィンゴ脂質代謝酵素の mRNA、タンパクレベ
ルの解析はグループの既報のプライマーを用
いた定量 RT-PCR 並びに Western blotting にて
測定した (Mizutani N. et al. Biochim Biophys 
Acta 2013, Kawahara S. et al. Anticancer 
Drugs 2013)。抗がん剤耐性亜株を含めたヒト
白血病細胞株、大腸癌、肺がん、前立腺癌細
胞株は、既に我々のグループを始めとして文
献上で報告のあるものを使用した。 
 
4. 研究成果 
１）低酸素下の大腸癌細胞株のスフィンゴ脂
質代謝産物の変化：低酸素下での大腸癌細胞
株 Caco2 あるいは LS147T におけるスフィン
ゴ脂質代謝産物セラミド(主に Caco2 での解
析)、および Hexosyl ceramide あるいはその類
縁物質（主に LS147T での解析）についての
詳細な質量分析の結果およびそれをもたらす
酵素レベルの変化を報告した (Tanaka K. et 
al. Glycoconj J.  2014 and 2015)。 
２）血清除去下での sphingosine kinase 2 の発
現調節機序の解明：ヒト大腸癌細胞株 HCT116
を用いて、血清除去にて培養を続けると
SPHK2 の発現および酵素活性が上昇する事
を明らかにし、その機序が一過性の JNK の活
性化とそれに引き続いた転写因子 CREB の活
性上昇によることを証明した (Mizutani N. et 
al. J Cell Biochem 2015)。 
３）酸性セラミダーゼのアンドロジェンによ
る発現調節機序の解明：アンドロジェン感受
性細胞株 LNCaP を用いて、培養液中のアンド
ロ ジ ェ ン の 有 無 に よ り acid ceramidase 
(ACDase)の発現が変化する事、またその調節
にはアンドロジェン感受性脱ユビキチン化酵
素 USP2 が重要で、その働きにより ACDase
タンパクの寿命が変化する事を初めて明らか
にした(Mizutani N. et al. J Biochem 2015)。 
４） 肺がん細胞における Ceramide synthase 6 
(CeRS6) の高発現とがん転移との相関：手術
時に得られた 140 余りの肺がん症例由来の癌
組織の大規模遺伝子発現解析野結果とそれら
症例の予後の解析から、CERS6 と肺がん転移
の有意な相関を明らかとし、その機序につい
て肺がん細胞株を用いて解析した。CERS6 の
高発現には miR-101 の発現レベルの変化が関
連しており、さらに CERS6 の発現低下により
がん転移を軽減できることをがん細胞移植ヌ
ードマウスの実験で証明した (Suzuki M. et 
al. J Clin Invest 2016)。 
５） 食品成分レスベラトロールの抗がん作



用とスフィンゴ脂質代謝：ヒト白血病細胞株
及び固形腫瘍細胞株を用いてファイトケミカ
ルであるレスベラトロールの殺細胞効果を検
証した。レスベラトロールは、検討したほぼ
全ての白血病細胞株および腫瘍細胞株の増殖
を強く抑制した。スフィンゴ脂質代謝酵素の
mRNA 発現レベルの解析結果から酸性および
中性のスフィンゴミエリナーゼ(SMase)の発
現増加が明らかとなり、酵素活性の解析から
酸性 SMase (ASMase)が最も重要である事が
示唆された。ASMase のプロモーター解析、
レスベラトロールで発現が増加する事が知ら
れているいくつかの転写因子の cDNA 及び
siRNA の導入実験から、最終的に EGR1 およ
び EGR3 転写因子がレスベラトロールによる
ASMase 高発現に寄与する事が示された。そ
れら転写因子とプロモーター領域との結合を
EMSA および ChIP アッセイにて初めて証明
した (Mizutani N. et al. Biochim Biophys Res 
Commun 2016)。 
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