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学位論文内容の要旨

  スフィンゴ糖脂質は、セラミドに糖鎖が結合した分子であり、全ての脊椎動物に存在

する生体膜構成成分である。ガングリオシドはシアル酸を分子内に含有する酸性糖脂質

の総称であり、細胞の分化や増殖あるいは接着の調節・制御に関わっている。今日まで

にガングリオシドの生合成異常が様々な病態と関連していることが示唆されてきた。例

えば癌化の過程においてガングリオシド組成は著しく変化し、一般的にGM1やGDla

などの高級なガングリオシドからGM3などの単純なガングリオシドヘ移行することが

知られている。しかしながら、現在までにガングリオシド組成の変化そのものによる機

能的意義についての統一的な見解がなされていない。そこで、本研究ではガングリオシ

ド生合成経路の出発物質であり、最も基本的な構造を持っガングリオシドGM3と抗癌

剤感受性との関連性について明らかにするため、分子レベルおよび臨床レベルでの検討

を行った。

  マウス3LLルイス肺癌細胞野生株より単離されたGM3欠損株J5にGM3合成酵素

(SAT-I)遺伝子を導入したGM3再構成細胞J5/SAT-Iを樹立し、内因性GM3の癌細胞に対

する機能解明を試みた。以前の研究で、本細胞において軟寒天培地中での足場非依存性

増殖能の増大やマウスにおけるm vivo造腫瘍能の亢進が見られ、GM3高発現による悪

性度の亢進が示唆された。そこでGM3と抗癌剤感受性との関連性を明確にするため、

抗がん剤感受性試験を行ったところ、GM3再構成細胞はエトポシドやドキソルピシンに

対して薬剤抵抗性を獲得していることが明らかとなった。GM3再構成細胞では、細胞ス

トレスによってりン酸化されるp53の15番目のセリン残基がェトポシド処理によルリ

ン酸化を受けたが、カスパーゼ‐9、カスバーゼ‐3の活性化が顕著に抑制されており、ア

ポトーシスシグナル経路がカスパーゼー9の上流で抑制されていることが示唆された。ま

た、アポトーシス抑制因子Bcl・2の発現量が蛋白質レベルで亢進していることが明らか

となった。さらにGM3再構成細胞では、エトポシドの標的分子トポイソヌラーゼIIa

のエトポシド処理時における発現量が高く、トポイソヌラーゼII8の分解が抑制されて

いることが示唆された。一方、TNF-a処理によるDNA断片化やカスパーゼ―8，カスパ

ーゼ－3の活性化にGM3再構成細胞では遅延が認められ、TNF受容体を介するアポトー

シスに対して若干の遅延が見られることが明らかとなった。以上の結果から、内因性の

ガングリオシドGM3の発現によるBcl-2の蛋白質レベルでの発現量亢進、およびトポイ
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ソメラーゼIIaの分解抑制を介した新たな抗癌剤抵抗性機序の存在が示唆された。

  以前より、種々の抗がん剤耐性株においてGM3発現量が変化するという報告がなさ

れており、GM3発現量と抗がん剤感受性との関連性が示唆されてきた。由来する細胞株

や糖脂質のパックグラウンドの違いにより、相反する報告もなされており、癌における

GM3の意義について不明な点が多く残されている。そこで、病態としての肺癌に着目し、

非小細胞肺癌におけるGM3とその合成酵素SAT-Iの機能的役割について明らかにする

ため、臨床検体を用いた検討を行った。抗がん剤治療開始前の非小細胞肺癌患者組織40

検体におけるSAT-I mRNA発現量および糖脂質の解析を行った結果、SATImRNA発現

量は腺癌の中でも細気管支肺胞上皮癌(BAC)所見を示す組織で高く、一方、扁平上皮癌

および大細胞癌では有意に低かった。また、扁平上皮癌や大細胞癌においては、正常組

織と比較してSAT-I mRNA発現量が低下しており、癌化の過程においてSAT-Iの遺伝子

発現制御が行われている可能性が示された。また糖脂質解析の結果、全ての組織分類に

おいてGM3が主要なガングリオシドであり、SAT-I mRNA発現量とGM3発現量は相関

性を示すことが明らかとなった。近年、非小細胞肺癌治療薬として認可された上皮成長

因子受容体(EGFR)チロシンキナーゼ阻害剤ゲフィチニプは分子標的治療薬であり、本剤

に対して奏効性を示す患者では、高頻度にEGFRの遺伝子変異が見られることが報告さ

れている。腺癌患者組織18検体におけるEGFR変異の解析結果、SAT-I mRNA発現量と

の間に相関性は認められなかった。一方でEGFR変異のないヒト非小細胞肺癌細胞株に

おいて、EGFRチロシンキナーゼ阻害剤AG1478およびゲフィチニプに対するIC50値と

SAT-I mRNA発現量は負の相関性が見られることが明らかとなった。従ってEGFRに変

異のない条件下において、SAT-I mRNA発現量が高ければEGFRチロシンキナーゼ阻害

剤が有効であるという、ガングリオシド合成酵素遺伝子が薬剤選択の際の新たな判断材

料となりうる可能性が示唆された。

  GM3とEGFRチロシンキナーゼ阻害剤感受性との関連性を明らかにするため、先に樹

立にしたGM3再構成細胞J5/SAT-Iを用いて解析を行ったところ、本細胞ではEGFR発

現量が蛋白質レベルで増加し、ゲフィチニプに対する感受性が亢進していることを見出

した。また、GM3再構成細胞ではEGF刺激によりEGFRのりン酸化およびその下流の

シグナルであるERKl/2の活性化が亢進しており、ゲフィチニプ処理によりEGFRのり

ン酸化が顕著に阻害されることが明らかとなった。以上の結果から、GM3再構成細胞で

はゲフィチニプによりEGFRを介するシグナル伝達経路が遮断され、ゲフィチニブ感受

性が亢進することが示唆された。

  GM3高発現によるェ卜ポシド抵抗性獲得機序およびゲフィチニブ感受性亢進機序、さ

らにはSAT-I mRNA発現量とEGFRチロシンキナーゼ阻害剤感受性の負の相関性を示す

機構とその意義についてはさらなる検証が必要であり、現在詳細な解析を行っている。

また、ゲフィチニプ投与患者におけるSAT-I mRNA発現量の解析と臨床成績との関連性

についての検討を試みている。本研究を足がかりにSAT-I mRNA発現量を治療薬選択の

指 標 と し た テ ー ラ ー ヌ イ ド 治 療 へ 応 用 さ れ る こ と が 期 待 さ れ る 。
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学 位 論 文 題 名

肺癌の抗がん剤感受性における

スフインゴ糖脂質の機能解析

  スフインゴ糖脂質は、セラミドに糖鎖が結合した分子であり、全ての脊椎動物に

存在する生体膜構成成分である。ガングリオシドはシアル酸を分子内に含有する酸

性糖脂質の総称であり、細胞の分化や増殖あるいは接着の調節・制御に関わってい

る。今日までにガングリオシドの生合成異常が様々な病態と関連していることが示

唆されてきた。例えば、癌化の過程においてガングリオシド組成は著しく変化し、

一般的にGM1やGDlaなどの複雑なガングリオシドからGM3などの単純なガン

グリオシドヘ移行することが知られている。しかしながら、現在までにガングリオ

シド組成の変化そのものによる機能的意義についての統一的な見解がなされていな

い。ガングリオシド生合成経路の出発物質であり、最も基本的な構造を持っガング

リオシドGM3と癌の悪性度との関連性が示唆されていることから、本研究では

GM3の癌細胞iニ対する機能解明を目的として、抗がん剤感受性との関連性を検討し、

分子レベルおよぴ臨床レベルでの解析を行った。

  マウス3LLルイス肺癌細胞野生株より単離されたGM3欠損株J5にGM3合成酵

素(SAT-I)遺伝子を導入したGM3再構成細胞J5／SAT-Iを樹立し、内因性GM3の

癌細胞に対する機能解明を試みた。本細胞ではエトポシドやドキソルビシンに対し

て薬剤抵抗性を獲得していることが明らかとなった。また、GM3再構成細胞では

エトポシド処理時においてカスパーゼう、カスパーゼ‐3の活性化が顕著に抑制さ

れており、アポトーシスシグナル経路がカスパーゼ‐9の上流で抑制されていること

が示唆された。さらに、Bcl・2の発現量が蛋白質レベルで亢進しており、さらにト

ポイソメラーゼIIaのエトポシド処理時における発現量が高く、トポイソメラーゼ

IIaの分解が抑制されていることが示唆された。一方、TNF-a処理によるDNA断

片化やカスパーゼ‐8′カスパーゼ‐3の活性化にGM3再構成細胞では遅延が認めら

れ、TNF受容体を介するアポトーシスに対して若干の遅延が見られることが明らか
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となった。以上の結果から、内因性のガングリオシドGM3の発現によるBcl-2の

蛋白質レベルでの発現量亢進、およびトポイソメラーゼIIaの分解抑制を介した新

たな抗癌剤抵抗性機序の存在が示唆された。

  以前より、種々の抗がん剤耐性株においてGM3発現量が変化するという報告

がなされており、GM3発現量と抗がん剤感受性との関連性が示唆されてきた。

そこで病態としての肺癌に着目し、非小細胞肺癌におけるGM3とその合成酵素

SAT-Iの機能的役割について明らかにするため、抗がん剤治療開始前の非小細胞

肺癌患者組織検体における解析を行った。その結果、SAT-ImRNA発現量は腺

癌の中でも細気管支肺胞上皮癌(BAC)所見を示す組織で高く、一方、扁平上皮

癌および大細胞癌では有意に低かった。また、扁平上皮癌や大細胞癌においては、

正常組織と比較して SAT-I mRNA発現量が低下しており、癌化の過程において

SAT-Iの遺伝子発現制御が行われている可能性が示された。糖脂質解析の結果、

全ての組織分類においてGM3が主要なガングリオシドであり、SAT-I mRNA発

現量とGM3発現量は相関性を示すことが明らかとなった。近年、非小細胞肺癌

治療薬として認可された上皮成長因子受容体(EGFR)チロシンキナーゼ阻害剤ゲ

フィチニブが奏効する患者では、高頻度にEGFRの遺伝子変異が見られることが

報告されているが、腺癌患者組織検体におけるEGFR変異の解析結果、SAT-I

mRNA発現量との間に相関性は認められなかった。一方で、EGFR変異のない

ヒト非小細胞肺癌細胞株において、EGFRチロシンキナーゼ阻害剤AG1478およ

びゲフアチニブに対するIC50値とSAT-ImRNA発現量は負の相関性が見られる

ことが明らかとなった。従ってEGFRに変異のない条件下において、SAT-I

mRNA発現量が高ければEGFRチロシンキナーゼ阻害剤が有効であるという、

ガングリオシド合成酵素遺伝子が薬剤選択の際の新たな判断材料となりうる可能

性が示された。

  また、GM3とEGFRチロシンキナーゼ阻害剤感受性との関連性を明らかにす

るため、GM3再構成細胞J5/SAT-Iを用いた検討を行ったところ、本細：ユでは

EGFRの蛋白質発現量が増加し、ゲフィチニブに対する感受性が亢進しているこ

とを見出した。また、GM3再構成細胞ではEGF刺激によりEGFRのりン酸化お

よびERKl/2の活性化が亢進しており、ゲフアチニブ処理によりEGFRのりン

酸化が顕著に阻害されることが明らかとなった。

  本研究では、ガングリオシドGM3によるエトポシド抵抗性機序の分子メカニ

ズムを明らかにし、また、SAT-ImRNA発現量を肺癌治療におけるEGFRチロ

シンキナーゼ阻害剤使用の判断基準として臨床応用できる可能性を見出した。

よって、申請者は博士（薬学）の学位を受領するに十分な資質を有する者である

ことを認めた。
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