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研究成果の概要（和文）：　軸索障害型Guillain-Barre症候群（GBS）の患者血清中に抗GM1抗体が検出されるこ
とがある。しかし、抗GM1抗体の出現とGBSの病態の関連は、完全には解明されていない。我々は、抗GM1抗体
が、神経系培養細胞の細胞膜上の、中性スフィンゴミエリナーゼ（nSMase）の活性と量を減少させ、神経細胞膜
のスフィンゴミエリンが増加することを見出した。また、神経系培養細胞からのエキソソームの分泌も減少して
いた。抗GM1抗体が、神経系培養細胞の細胞膜の脂質組成を変化させ、エキソソーム分泌量を減少させるという
観点から、GBSの病態に新たな知見を加え、今後の治療法に示唆を与える研究成果である。

研究成果の概要（英文）：     Previous studies have shown that patients with Guillain-Barre syndrome 
express autoantibodies against GM1, although its pathogenic significance for the development of the 
disease remains to be elucidated.
     nSMase2 is the best characterized neutral sphingomyelinase (nSMase) found in neuronal cells. We
 have explored the effects of anti-GM1 antibodies on sphingomyelin metabolism of PC12 cells stably 
transfected with human trk cDNA (PCtrk cells) by determining their effects on nSMase2 activity. The 
data we present here strongly suggest that anti-GM1 caused a significant change in ceramide and 
sphingomyelin content of the membrane fraction in PCtrk cells. Both nSMase2 activity and the level 
of nSMase2 protein were significantly decreased by anti-GM1 treatment of PCtrk cells, while acidic 
SMase activities remained unchanged. Our results indicate, for the first time, that anti-GM1 may 
produce profound impacts on lipid metabolism in neuronal cell membranes. 

研究分野：神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
軸索障害型 GBS（Guillain-Barré syndrome）
患者の多くに ganglioside GM1（GM1）に対する
自己抗体が認められることは以前から知られて
いる。細胞膜 lipid rafts はガングリオシド
（Gg：ganglioside）などの糖脂質、中性糖脂質、
sphingomyelin（SM）、コレステロールで形成さ
れる細胞膜の微小領域で、“筏”のように細胞膜
上に存在している。そして、このマイクロドメ
イン中には種々例えば Trk、Epidermal Growth 
Factor Receptor（EGFR）などの受容体型チロシ
ンキナーゼ、GPI-anchored protein などのシグ
ナル伝達分子も共局在しており、細胞の外部刺
激への交流の窓口の役割を果たす極めて重要な
構造物である。我々はこれまで神経成長因子
（NGF：nerve growth factor）の高親和性受容
体である Trk がこの lipid rafts に局在するこ
と、また同様にこの lipid rafts に存在する GM1
がTrkと直接の分子関係を持ちpositiveにその
機能を制御している事実を見出し報告してきた
1)-4)。 
一方、近年他の神経疾患例えばアルツハイマ
ー病やパーキンソン病、プリオン病などでは、
異常蛋白が lipid rafts 上に存在あるいは
lipid rafts で産生されることが示唆され、こ
れら疾患の病態発現にこの lipid rafts が重要
な役割を果たしている事が報告されてきている。
しかし、GBS においてはこの構造物の 
重要な構成物質(GM1)に対する抗体が発見され
ているにも関わらず、lipid rafts を標的とし
た研究は文献上見当たらなかった。 
そこで、我々は軸索障害型 GBS 患者 9 例と
age-matched control 10 例の血清を用いて、こ
れら血清が lipid rafts を介する細胞内情報伝
達系に及ぼす影響を調べた。PC12 細胞に Trk の
cDNAを導入しTrkを高発現させたPCtrk 細胞を
使用し、軸索障害型 GBS 患者血清中の抗 GM1 抗
体が、NGF の Trk 受容体を介する分化・生存へ
の重要なシグナル伝達系を障害することを証明
し、本症がlipid rafts をtarget とした“rafts 
病”である可能性を世界で初めて報告した 5)。 
一方で、我々は、脳脊髄根末梢神経炎（EMRN：
encephalomyeroradicuroneuropathy）の患者血
清・髄液中に中性糖脂質に対する抗体を見出し、
それが病態発生に関与することを報告した 6)。 
GBS 患者血清中で抗体が検出される GM1 を含
む Gg（酸性糖脂質）も、EMRN 患者血清中で抗
体が検出される中性糖脂質も、コレステロール
や SM とともに lipid rafts を構成する重要な
分子である。重要な点は、これらの抗体が存在
すると lipid rafts に作用し、lipid rafts 構
造の変化を来す可能性があること、Trk では既
に証明されているがその他の lipid rafts 上に
存在する重要な分子の局在や機能にも影響が及
ぶのではないかということである。lipid rafts 
という細胞膜上の“筏”の材料に対する抗体が
存在すると、“筏”が壊れてしまい“筏の乗組員” 
である重要な分子が居なくなったり、働けなく
なったりすることが想定される。この分子機構
を研究することは、極めて独創的であり本疾患

の本態に迫れるブレークスルーとなる研究と思
われた。 
２．研究の目的 
本研究では、lipid rafts に局在する中性ス
フィンゴミエリナーゼ（nSMase： neutral 
sphingomyelinase）を標的とした。nSMase は、
やはり lipid rafts の構成物質である SM を分
解し、セラミドとフォスフォコリン 
を産生する。セラミドはそれ自体が細胞内情報
伝達の分子として働くだけでなく、セラミドか
ら中性糖脂質が産生され、シアル酸が結合し酸
性糖脂質である種々の Gg が合成される。主に
ライソゾーム内で作用する酸性スフィンゴミエ
リナーゼ（aSMase：acid sphingomyelinase）は
長く研究されてきたが、近年 nSMase に関する
知見も散見されるようになってきた。既に、PC12 
細胞や小脳顆粒細胞を用いた研究により、
nSMase の基礎活性が NGF や脳由来神経栄養因
子（BDNF：Brain-derived neurotrophic factor）
などの神経成長因子の働きに影響を及ぼすこと
が報告をされた 7).8)。また nSMase はエンドソー
ムの産生に関与し細胞膜と細胞内の物質輸送に
関与していることも報告された 9)。 
このように、nSMase は、lipid rafts の構成
分子の SM 分解とセラミド産生、それに引き続
く中性・酸性糖脂質酸性の合成を介して、細胞
内外の情報伝達を担う Trk などの受容体型チ
ロシンキナーゼなど lipid rafts 上の重要シグ
ナル伝達分子の働きにも影響し、細胞膜と細胞
内の物質郵送にもエンドソームを介して関与す
ることで、lipid rafts を含む細胞膜のダイナ
ミックな変化に重要な働きをしている。 
本研究の目的は、抗 GM1 抗体が作用した時に、
nSMase 活性にどのような変化が起きるかを明
らかにすること、lipid rafts を含めた細胞膜
の構造への影響を明らかにすること、lipid 
rafts 上の重要分子の局在と機能変化を明らか
にすることである。これらの結果から GBS の病
態のさらなる解明、ひいては他の lipid rafts 
を target とする“rafts 病”の病態解明と、
新たな治療法開発をめざした。 
３．研究の方法 
（1）実験細胞 ラット褐色細胞腫由来の PC12
細胞にヒト TrkｃDNA を導入し、Trk を高発現さ
せた PCtrk 細胞を実験に使用した。Serum free
とした後に、抗 GM1 抗体で最終濃度 1000 倍とな
るようにして 24 時間処理した細胞と、未処理の
細胞を比較した。 
（2）細胞画分法 細胞をホモジェナイズし、適
当な緩衝液を用いて 700g で遠心し、未破砕細胞
と核の画分を回収した。その上清を、×305400g
で超遠心し、上清を可溶性細胞質画分、ペレッ
トを回収し膜画分とした。 
（3）nSMase 活性測定 膜画分と細胞質画分の
nSMase 活性は Amplex ® Red Sphingomyelinase 
Assay Kit （Invitrogen)を用いて測定した。 
（4）Western blot 法 膜画分の nSMase 量は、
蛋白を SDS-Page し、PVDF 膜に転写、一次抗体
と し て anti-nSMase2 antibodies 
(anti-nSMase2) （Santa Cruz Biotechnology）



を用いバンドを検出し、定量した。 
（5）脂質分析 細胞の凍結融解を繰り返した後
に、テトラハイドロフランで total lipid 
extracts（TLEs）として脂質を回収した。 
TLEs をアルカリ化し、メタノールとヘキサン
で精製し、中性糖脂質を多く含む neutral 
glycosphingolipid fraction（NGL）を得た。NGL
は high performance thin-layer 
chromatography plate（HPTLC）で展開し、アニ
サルデートで発色させ定量した。 
TLEｓの gangliside を含む水溶性の画分は、
aqueous fraction（AF）とし、アルカリ化し、
透析膜を用いて 4 日間透析した。それを HPTLC
で展開し、レゾルシノールで発色させ定量した。 
（6）lipid rafts 画分の回収 細胞をホモジ
ェネートし、×3300g で遠心し上清を得た。そ
の上清を、×55000g で 18 時間遠心するショ糖
密度勾配超遠心法を用いて、lipid rafts 画分
を回収した。 
（7）エキソソームの回収 エキソソームは、細
胞培養液から Invitrogen のキットを用いて回
収した。 
（8）統計解析 Graph Pad Prism version5
（GraphPad Software）を用いた。各グループの
有意差検定は、Wilcoxon signed rank test を
用いた。 
４．研究成果 
（1）PCtrk 細胞に最終濃度×1000 となるように
抗 GM1 抗体を加え 24 時間処理した細胞群では、
未処理のものに比べて、有意に nSMase 活性が膜
画分で低下していた。細胞質画分では有意な変
化は認められなかった。また、fucosyl-GM1 で
は変化を認めなかった。 
（2）膜画分の蛋白を Western blot し、nSMase
量を検討した。結果、膜画分では抗 GM1 抗体で
24 時間処理すると、有意に nSMase 蛋白量が減
少していた。 
（3）脂質分析では、抗 GM1 抗体×1000 で 24 時
間処理した細胞の膜画分では、SM 量が有意に増
加していた。Ganglioside の量には変化を認め
なかった。 
 全細胞での脂質分析では、抗 GM1 抗体処理し
た細胞と、未処理の細胞で、有意な変化を認め
なかった。 
（4）lipid raftsの画分でも、抗GM1抗体nSMase
活性は有意に低下していた。 
（5）細胞培養液中のエキソソーム量は、抗 GM1
抗体で 24 時間処理した細胞培養液で有意に減
少していた。 
 これらの結果は、抗 GM1 抗体が細胞膜上の
nSMase 活性と量に影響を及ぼし、細胞膜の脂質
の組成を変化させ得ることを新たに示した。さ
らに、nSMase がエキソソームの分泌に関与して
いるという既報告 10)-12)に矛盾せず、抗 GM1 抗体
の影響で培養液中のエキソソーム量が減少して
いた。これらの新知見は、GBS の新たな病態を
明らかにし、今後の治療法の開発に寄与すると
考えられた。 
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