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研究成果の概要： 
Ｒｂ遺伝子欠損マウスにおいて効率的に甲状腺癌が発症するモデルを作成でき、マウス腫瘍

発生モデルとして、このマウスの系にＳＭＳ１欠損マウスを掛け合わせることが可能となった。

セラミドの増加は、細胞周期上の重要因子であるＰ２１のＣＤＫ２との結合や、ＣＤＫ２の脱

リン酸化を促進することが知られているため、Ｒｂ遺伝子欠損マウスの系を用いて、ＳＭＳ欠

損によるセラミド、ＳＭ制御がＲｂ欠損によるＥ２Ｆの活性化の下流シグナルであるサイクリ

ンＡ,ＥやＣＤＫ２にどのように影響するかについて検討し、悪性腫瘍の細胞周期調節破綻に基

づく細胞増生に対するスフィンゴ脂質代謝調節の意義について研究した。 

 

研究分野：脂質生物学 脂質腫瘍学 
キーワード：スフィンゴ脂質 発癌機構 
 
１．研究開始当初の背景 
スフィンゴ脂質セラミドが細胞死誘導脂質と

して、細胞膜の解剖学的成分として機能するの

みでなく細胞機能を制御するメディエーターで

あることを報告した（Okazaki T. et al.J. Biol. 

Chem., 264: 19076-19080, 1989）。スフィンゴ

脂質セラミドの調節機構として産生系であるス

フィンゴミエリン（SM）加水分解酵素スフィン

ゴミエリナーゼ（SMase）そして代謝系である

SM 産生酵素（SMS）とグルコシルセラミド産生

酵素（ＧＣＳ）が知られており、これらを介し

たセラミド・シグナル制御機構を“セラミド・

バイオスタット”と呼んでいる。様々な細胞死

誘導刺激によって SMaseの活性化と SMSの抑制

が誘導され、セラミドが増加することで細胞死

が惹き起こされることが知られ、申請者は、初

めてＳＭＳの遺伝子クローニングに成功した

（Okazaki T.et al. J. Biol. Chem., 279, 

18688-93, 2004）。これまで、ＳＭＳの機能制御

の解析により腫瘍細胞の生死におけるセラミド

の意義を明らかにする研究を進めて来たが、最

近、膜ミクロドメインでのＳＭの機能制御が細

胞増殖を調整することが明らかにされ、セラミ

ドのみならずＳＭの制御機構としてＳＭＳが注

目されている。 

２．研究の目的 
Ｒｂ遺伝子欠損マウスにおいて効率的に甲状

腺癌が発症するモデルを作成でき、マウス腫瘍

発生モデルとして、このマウスの系にＳＭＳ１

欠損マウスを掛け合わせることが可能となった。

セラミドの増加は、細胞周期上の重要因子であ

るＰ２１のＣＤＫ２との結合や、ＣＤＫ２の脱

リン酸化を促進することが知られている（Exp 

Cell Res. 2000 Dec 15;261(2):303-11）。

したがって、このＲｂ遺伝子欠損マウスの系を

用いて、ＳＭＳ欠損によるセラミド、ＳＭ制御

がＲｂ欠損によるＥ２Ｆの活性化の下流シグナ

ルであるサイクリンＡ,ＥやＣＤＫ２にどのよ

うに影響するかについて検討し、悪性腫瘍の細

胞周期調節破綻に基づく細胞増生に対するスフ

ィンゴ脂質代謝調節の意義について研究する。 

３．研究の方法 
（１）SMS１—KOマウスとＲｂ—KOのダブルＫ

Ｏマウスの作成とＲｂ欠損腺癌発症における
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SMS欠損によるセラミド産生増強の影響を腺

癌細胞のサイズ、マウス生存率によって検討 
高橋らは、Rb ヘテロ型マウスに生じる甲状腺

Ｃ細胞腺腫が、野生型N-ras遺伝子座の欠落に

よって、高度に悪性化するという観察

(Takahashi et al., Nature Genetics 38: 
118-123 2006)をヒントに、Rb不活性化によっ

て誘導される腫瘍の悪性化が、細胞老化と

DNA 損傷応答によって拮抗されることを見い

だした（Shamma et al., Cancer Cell 15: 
255-269, 2009）。Rbヘテロ型p16/Ink4aホモ

型マウス、Rbヘテロ型ATMホモ型欠損マウス

ともに、やはり悪性度の高い甲状腺Ｃ細胞腺が

んを生じる(Shammaら投稿準備中)。昨年、マ

ウスＲｂ遺伝子cDNA内にネオマイシン耐性遺

伝子(neo)を挿入したＲｂノックアウトマウス

を作成して、ホモ型欠損が高頻度に甲状腺腺癌

を発症することを確認した。岡崎らのグループ

は、スフィンゴミエリン（SM）を産生しない

変異細胞株WR19L細胞を用いてスフィンゴミ

エリン産生酵素（SMS）１，２を遺伝子クロー

ニングし、SMS 遺伝子１，２を欠損した

SMS1,2-KO マウスを作成した。SMS１，２

KO マウスとＲｂ欠損マウスの交配によるダブ

ルKOマウスの作製が、金沢大学がん研究所学

際科学実験センター実験動物施設角間分室で、

高橋の管理の下に進行中である。甲状腺腺癌発

生に与えるＳＭＳ欠損の影響に対する検討は、

ダブルＫＯマウスの全生存率と甲状腺、脾臓、

胸腺、骨髄などの腫瘍細胞増生の解析と免疫担

当Ｍ１マクロファージの活性化や腫瘍関連Ｍ２

マクロファージ（ＴＡＭ）の抑制をＦＡＣＳに

て 測 定 す る こ と で 試 行 す る 。 
（２）Ｒｂ欠損細胞株とＲｂ−ＫＯマウス由来Ｍ

ＥＦにおけるＳＭＳ制御によるＲｂの下流シグ

ナルである細胞周期関連分子の制御の検討 

(i)Ｒｂ欠損株甲状腺Ｃ細胞やＭＥＦにおいて

Ｒｂ関連シグナル分子であるＣＤＫ２の活性化

をヒストンＨ１を基質にしたキナーゼアッセイ

法で、サイクリンＡ，Ｅの変化をウエスタンブ

ロ テ ィ ン グ 方 で 検 討 す る 。 

(ii)siRNA にて阻害したＳＭＳがＲｂ欠損細胞

株またはＳＭＳ−ＫＯとのダブルＫＯマウス由

来ＭＥＦでＣＤＫ２，サイクリンＡ，Ｅの活性

化を抑制するかについて検討する。 
４．研究成果 

SMS１—KO マウスとＲｂ—KO のダブルＫＯ

マウスの作成とＲｂ欠損腺癌発症における

SMS 欠損によるセラミド産生増強の影響を腺

癌細胞のサイズ、マウス生存率によって検討す

るために、ダブルＫＯマウスの作成を行ってい

るが、現時点ではＫＯマウスの作成が十分でな

く、更なる検討のためにＳＭＳ１fl/fl マウスを

作成し、現在順調に育成されている。Ｒｂ欠損

細胞株とＲｂ−ＫＯマウス由来ＭＥＦにおける

ＳＭＳ制御によるＲｂの下流シグナルである細

胞周期関連分子の制御の検討については、それ

ぞれで、Ｇ１／０における細胞周期の停滞が生

じており、ＣＤＫ２，サイクリンＡ，Ｅの制御

について解析が進行している。  
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