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研究成果の概要（和文）： 

私たちはガングリオシド GD3 抗体 R24 が初代培養小脳顆粒細胞から src ファミリチロシンキナ

ーゼ Lyn が共沈すること、また初代培養小脳顆粒細胞を R24 で処理すると Lyn が活性化しいく

つかの基質のチロシンリン酸化をおこすことを報告し、ガングリオシド GD3 が Lyn と機能的に

会合していることを示してきた。本研究で、初代培養小脳顆粒細胞を R24 で処理するとパキシ

リンの 118 番目のチロシンリン酸化を促進し、F アクチンの集合および神経突起伸長をおこす

ことを見出した。小脳成長円錐膜画分を R24 で処理すると 68kDa タンパク質の強いチロシンリ

ン酸化がおこり、パキシリンの 118 番目のチロシンリン酸化と同じ移動度を示した。パキシリ

ンのチロシンリン酸化は、アクチン細胞骨格に依存した細胞の形態を調節することが知られて

いる。ガングリオシド GD3 によるシグナル伝達は、パキシリンのチロシンリン酸化を介する成

長円錐の形態に関わっている。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We have demonstrated that antibody to ganglioside GD3 (R24) immunoprecipitates src-family 

tyrosine kinase Lyn from primary cerebellar granule cells and R24 treatment of the intact 

cells induces Lyn activation and rapid tyrosine phosphorylation of several substrates, 

suggesting the functional association of ganglioside GD3 with Lyn. In this study, R24 

treatment of primary cerebellar granule cells enhances phosphorylation of paxillin at 

tyrosine residue 118 and induces filamentous actin assembly and neurite outgrowth. R24 

treatment of cerebellar growth cone membrane fraction induces prominent tyrosine 

phosphorylation of 68kDa protein which comigrates with phosphopaxillin at tyrosine 

residue 118. Tyrosine phosphorylation of paxillin is known to regulate actin 

cytoskeleton-dependent changes in cell morphology. Signal transduction by ganglioside 

GD3 is involved in growth cone morphology via tyrosine phosphorylation of paxillin. 
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１．研究開始当初の背景 

私は脳神経系に多く存在するスフィンゴ糖

脂質であるガングリオシドの機能を解析す

るため、抗ガングリオシド抗体で免疫沈降す

る際に共沈してくるガングリオシド会合タ

ンパク質の単離を試みてきた。そして小脳顆

粒細胞においてガングリオシドＧＤ3 が細胞

内シグナル伝達分子である src ファミリーキ

ナーゼ Lyn, ラフト膜貫通タンパク質 Cbp, 

三量体 G タンパク質Ｇｏαと、またGPI アンカー

型神経細胞接着分子である TAG-1 と会合し

ていることを報告してきた。 

 

２．研究の目的 

最近、スフィンゴ糖脂質がコレステロールととも

に細胞膜上で集合してミクロドメインを形成し、

そこに多くのシグナル伝達分子が局在しているこ

とが分かってきた。現在このスフィンゴ糖脂質ミ

クロドメインは脂質ラフトと呼ばれ、様々な生命

現象におけるシグナル伝達の中継点として働いて

いることが明らかになり、世界的に注目を集めて

いる。その中で、本研究は脂質ラフトにおけるガ

ングリオシドを介するシグナル伝達機構を解明す

ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

本研究では、初代培養ラット小脳顆粒神経細

胞またはラット小脳成長円錐膜画分を抗ガ

ングリオシド GD3 抗体で処理したときにお

こるシグナル伝達および形態的変化につい

て解析をおこなった。シグナル伝達の解析は

チロシンリン酸化特異的抗体およびチロシ

ンリン酸化パキシリン特異的抗体によるブ

ロッティングでおこなった。形態的変化につ

いては蛍光顕微鏡を使い、位相差像、パキシ

リンチロシンリン酸化、ローダミンファロイ

ジンによるアクチン重合の検出も同時にお

こなった。 

 
４．研究成果 

(1) ラット小脳成長円錐膜画分を 37℃で抗

ガングリオシド GD3 抗体で処理したときに

おこるシグナル伝達を解析した。その結果、

68kDa の強いチロシンリン酸化が検出され

（図１、レーン１，２）、それがパキシリン

の 118番目チロシンの特異的リン酸化である

ことを突き止めた（図１、レーン３，４）。 

 

 



パキシリンのリン酸化はアクチン重合を制

御することが知られていることから、小脳顆

粒細胞を抗ガングリオシド GD3 抗体で処理

したときにおこる変化について調べたとこ

ろアクチン重合にともない神経突起伸長が

起こることを見出した（図２）。これはガン

グリオシド GD3 がパキシリンリン酸化を介

して成長円錐を制御しうるシグナル伝達系

が生体内に存在していることを示唆してい

る。TAG-1 などの GPI アンカー型神経細胞

接着分子が機能を発現する際細胞内にシグ

ナルを伝えるときに、このシグナル伝達系を

利用している可能性が考えられる。 

 

(2) 脂質ラフトの研究出発材料として、神経

細胞以外に血小板を導入した。そして ヒト

血小板をトロンビンで刺激したとき脂質ラ

フトに移行する分子を単離同定することに

成功した。 
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