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研究成果の概要（和文）：GM3はヒト血液中の主要なガングリオシドである。我々は、極長鎖GM3（アシル鎖長 
C22, C24など）は、LPSや代表的アラーミンであるHMGB1によるTLR4の活性化を強く促進し、反対に長鎖GM3
（C16, C18など）は抑制することから、TLR4の活性化を正負両方向に制御する“内因性リガンド”であることを
見出した。さらに、極長鎖GM3はCasp4/11を介したパイロトーシスを大きく亢進させ、反対に、長鎖GM3 は、そ
れらの応答を強く抑制した。「GM3はその分子種多様性によりこれらのリポ多糖受容体を正負両方向に制御する
生理活性脂質である」ことが明らかにした。

研究成果の概要（英文）：GM3 is the major ganglioside in human blood. We found that very long-chain 
GM3s (e.g. acyl chain lengths C22, C24) strongly promote the activation of TLR4 by LPS and the 
representative alarmin HMGB1, whereas long-chain GM3s (e.g. C16, C18) suppress TLR4 activation, 
indicating that they are "endogenous The results show that long-chain GM3 (C16, C18, etc.) is an "
endogenous ligand" that positively and negatively regulates TLR4 activation. Furthermore, very 
long-chain GM3 greatly enhances Casp4/11-mediated pyrtosis, whereas long-chain GM3 strongly 
suppresses these responses. The study revealed that "GM3 is a bioactive lipid that regulates these 
lipopolysaccharide receptors in both positive and negative directions due to its molecular species 
diversity."

研究分野： 免疫糖鎖生物学

キーワード： ガングリオシドGM3　内因性リガンド　DAMPs(アラーミン)　PAMPs　肥満　TLR4　Caspase4/11　炎症性
細胞死(パイロトーシス)　

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題の推進により、GM3分子種の発現バランスが自然免疫受容体を介して生体恒常性を制御する新機構と、そ
の破綻による疾患発症機序が解明され、GM3の広範な医薬応用性が世界に先駆けて提示されるものと期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
シアル酸を有するスフィンゴ糖脂質をガングリオシドと呼び、GM3はヒト血液中の主要なガ
ングリオシドである(Fig. 1A,B,C)。研究代表者らは、GM3合成酵素遺伝子を世界に先駆けて同
定し 1)、GM3の病態生理学的意義の解明に注力してきた 2, 3, 4, 5, 6,7)。本研究の中核を形成した成

果としては、肥満・糖尿病時

に増加する GM3 が、リポ
多糖受容体：自然免疫受容

体 Toll-like receptor（TLR）
の内因性リガンドとして炎

症応答を誘発すること、そ

の生理活性が脂質部分（セ

ラミド）のアシル鎖構造（鎖

長や不飽和度）の違いによ

って制御されることを見出

したことである 6,7)。 
TLRや Caspase（Casp）
ファミリーの過剰な活性化

は、多様な炎症性疾患の強

力な増悪因子となる。しか

し、その炎症惹起メカニズ

ムの全容は解明されていな

い。GM3には、長鎖脂肪酸
（LCFA）または超長鎖脂
肪酸（VLCFA）を含む様々
な分子種が存在している（Fig. 1D）。 これら GM3 分子種の循環血中での生理学的意義は長ら
く不明であった。我々は、VLCFA-GM3（アシル鎖長 C22, C24など）は単球・マクロファージ
上の TLR4の LPSや HMGB1による活性化を強く促進し、反対に LCFA-GM3（C16, C18な
ど）は抑制することから、TLR4の活性化を正負両方向に制御する“内因性リガンド”であること
を報告した（Fig. 1E, F）6)。メタボリックシンドロームや慢性炎症病態におけるヒト血清および

マウス脂肪組織では、炎症抑制性の LCFA-GM3は減少し、反対に、炎症促進性の VLCFA-GM3
の発現が増加することから、GM3分子種バランスは生体恒常性の維持に関与することが示唆さ
れた 6, 7)。 
 
２．研究の目的 
最近我々は、GM3 が細胞膜上のリポ多
糖受容体 TLR4 に加えて細胞内に存在し

ている第２のリポ多糖受容体：Casp4/11の
活性化制御にも関与し、炎症性細胞死：パ

イロトーシスの制御因子として機能する

可 能 性 を 見 出 し た （ Fig. 2, in 
preparation）。本研究の目的は、「ガングリ
オシド GM3による自己分子誘導性のリポ

多糖受容体を介した炎症/細胞死応答制御

機構を分子〜個体レベルで明らかにし、そ

の医薬応用性を新たに提示すること」であ

る。 
 
 

Fig. 1 Molecular species of GM3 in human serum and their function.
(A) GM3 biosynthesis from ceramide. (B) TLC analysis of ganglioside species in human serum. (C) GM3 is the 
major ganglioside species in human serum. (D) Detailed structures of GM3 species. (E) Pro- and anti-
inflammatory GM3 molecular species against human TLR4/MD2 complex .
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Fig. 1 Molecular Species of GM3 in Human Serum and Their Func;on
A: GM3 biosynthesis from ceramide. B: TLC analysis of ganglioside species in human 
serum. C: GM3 is major ganglioside in human serum. E: Pro- and anC-inflammatory
AcCons of GM3 species against human monocytes. F: Pro-inflammatory: VLCFA-GM3.
AnC-inflammatory: LCFA-GM3.
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3. 研究の方法 

TNFα を含む多くのサイトカインは分泌シグナルをもち、刺激後、すみやかに放出されるが、

IL-1αなどの一部のサイトカインは分泌シグナルをもたず、TLR４活性化に加えて、Casp4/11お
よび GsdmDを介した細胞膜ポア形成によって放出される（Fig. 2）。そこで、GM3分子種の効

果を LPS 刺激による TLR4活性化および Casp4/11活性化によるパイロトーシスの誘導をマウ

ス骨髄由来単球/マクロファージ（BMDM）およびマウスの敗血症モデルを用いて評価した。 
  さらに、GM3分⼦種と Casp4/11の直接の相互作⽤を検討するため、リコンビナント Casp4: 
rCASP4(C258A)を調製し、GM3分⼦種のオリゴマー化に対する影響を検討した。 
 
４．研究成果 

Fig. 3に⽰したように、マウス⾻髄由来単球/マクロファージ（BMDM）を LPSおよび GM3
分⼦種で共刺激した結果、VLCFA-GM3分⼦種（d18:1-22:0, d18:1-24:0）の存在下では、TNFα
産⽣量および IL-1α放出量が著しく増⼤した。 ⼀⽅、LCFA-GM3分⼦種（d18:1-12:0, d18:1-
16:0）の存在下では、IL-6、TNFαの産⽣抑制（Fig. 1E及び Fig. 3 left panel）に加えて、炎症
性細胞死（パイロトーシス）の指標である IL-1αの放出が⼤幅に抑制されることがわかった（Fig. 
3 right panel）。このような応答は、GM3前駆体のスフィンゴ糖脂質や、さらに糖鎖付加を受け

たGM2ガングリオシドで
は⽣じなかった。（ in 
preparation）。 

 
次に、GM3 分⼦種と

Casp4/11 の直接の相互作
⽤を検討するため、リコン
ビ ナ ン ト Casp4: 
rCASP4(C258A) を 調 製
し、GM3C24, C18, C16, 
C12およびLacCerC24の
rCASP4(C258A)のオリゴ
マー化に対する影響を検
討した（Fig. 4）。その結果、
VLCFA-GM3（GM3C24）
は 活 性 化 オ リ ゴ マ ー
（Octamer）の形成を強⼒に促進し、LCFA-GM3(GM3C16, C12)では Octamerは形成されなか
った。LacCerC24には効果が認められず、GM3の糖鎖構造末端のシアル酸残基とアシル鎖の⻑
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Fig.4 GM3 induces CASP4 oligomerization in an acyl-chain length dependent manner 
2µg of GM3 or LacCer dissolved in DMSO was added to PBS containing 2 µg of 
rCASP4 (C258A) and 2 µg LPS (O111:B4) and incubated for ~90 min at 37°C. 
Then, cross-linking was performed by adding 2 mM BS3 for 20min at RT, followed by SDS-PAGE.



さが CASP4との相互作⽤にクリティカルであることが明らかとなった。現在までの我々の検討
結果を総合すると、GM3は、そのアシル鎖構造の違いにより TLR4/MD2および CASP4の活性
化を正負両⽅向に制御する⽣理活性脂質であることが明らかとなった (Fig.5)。 

 
次に、敗血症モデルを用いて GM3分子種の in vivoにおける作用を検討したところ、LPS

投与によって敗血症ショックを誘導したマウスの腹腔内に VLCFA-GM3（GM3C24）を投与す

ると、IL-1αの血中濃度が有意に上昇した（Fig. 6B）。一方、LCFA-GM3 (GM3C16)の投与

は、TNFαおよび IL-1α血中濃度が有意に低下しており、明らかな抗炎症効果が確認された

（Fig. 6C,D、in preparation）。 
このように、LCFA-GM3は、敗血症などの急性炎症病態の治療に有望な抗炎症薬としての

可能性を見出した（Fig. 6）。 
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Fig. 3 GM3C16 ameliorates cytokine storm of LPS-induced Sepsis Model Mouse
A: Cytokine cascade after LPS injection. B: GM3C16 i.p. administration 3hr after LPS.  Significant decrease of serum TNFa level 
at 6 hr. C: GM3C16 i.p. administration 6hr after LPS injection. Significant decrease of serum IL1-a level at 10 hr.

Fig. 4 GM3C16 ameliorated cytokine storm of LPS-induced Sepsis Model Mouse 
A: Cytokine cascade after LPS treatment. B: GM3C16 i.p. administration 3hr after LPS. Significant decrease of serum 
TNFa level at 6 hr. C: GM3C16 i.p. administration 6hr after LPS injection. Significant decrease of serum IL- a level at 10hr. 
 

A B C D

Fig. 6 VLCFA-GM3 augments and LCFA-GM3 suppresses cytokine storm of LPS-induced Sepsis Mouse Model
A: Cytokine cascade after LPS treatment. 
B: GM3C24 i.p. administration 6hr after LPS. Significant increase of serum IL-1a level at 10hr. 
C: GM3C16 i.p. 3hr after LPS. Significant decrease of serum TNF-a level at 6hr. 
D: GM3C16 i.p. 6hr after LPS. Significant dcrease of serum IL-1a level at 10hr. 

－ 4 － 
 

④ 病態に応じたGM3発現メカニズムの解明、およびGM3投与による炎症病態の制御 
スフィンゴ糖脂質の生体内発現を定量するには、精密な質量分析手法がこれまで必要であったが、近年、
本手法のハイスループット化に成功した（Sci Rep 2019）。そこで、所属機関附属病院で得られた患者血清
を用いて、多様な炎症病態と血清 GM3発現の関連を解明する。 
これまでに申請者らは、メタボリックシンドローム患者血清における GM3
分子種の変化を網羅的に解析し（PLOS ONE, 2015; EMBO J 2020）、炎症促進
性 GM3 の発現変化と、肥満の指標（BMI や腹囲）、慢性炎症・インスリン抵
抗性の指標（CRP、HOMA-IR）との相関を見出している（図5）。そこで、よ
り幅広い病態の患者血清サンプルについて、さらには同一患者から継時的に採
血されたサンプルを解析することで、種々の炎症性疾患の増悪・回復プロセス
と特定の GM3分子種の関連を解明する。 
加えて、疾患モデルマウス（LPS投与、高脂肪食負荷など）に炎症抑
制性 GM3を投与することで、炎症病態を個体レベルで制御できるか明
らかにする。これまでに、LPS前投与マウスに極長鎖 GM3を追加投与
することで、血清中の IL-1α産生量が増大することを見出している（未
発表, 図 6）。そこで、さらに炎症抑制性の長鎖 GM3 を投与すること
で、炎症病態が改善するか調べる。標的分子への GM3の作用を評価す
る上では、GM3 合成酵素（GM3S）KO マウス、TLR4 機能欠損マウス
系統 C3H/HeJ、Casp4/11欠損マウス系統 129Svなどを効果的に用いる。 
 
＊実施体制について 
本研究は、右図の研究体制に基づき、 
研究代表者・分担者間の緊密な連携の 
もとで実施する。 
＊実施環境・設備・経費について 
提案した実験は、予備実験データを得る
に至った現在の所属機関において、実行可
能である。細胞培養設備（CO2 インキュベーター、クラス II 安全キャビネット）、LC-MS/MS 分析装置
（SHIMADZU LC-MS8060）、超解像共焦点レーザー顕微鏡（ZEISS LSM 900 Airyscan 2）、マルチモードプ
レートリーダー（BioTek Synergy LX）、FPLC（GE AKTA purifier）、化学発光検出器（GE ImageQuant LAS 
4000）等の測定/分析機器は、東北医科薬科大学・共通機器室および申請代表者の研究室において維持・稼
働している。KOマウス（GM3S-KO等）は東北医科薬科大学・動物センターにて維持されている。TLR4
機能欠損マウス系統等の近交系マウス系統は安定した調達が可能であり、これまでに解析実績がある。 
血清等の臨床検体については、倫理申請・承認を終え、東北医科薬科大学病院および医学部との連携によ
って取得・保管・解析されている。クライオ電子顕微鏡等の高度な構造解析設備は、東北大学 東北メデ
ィカル・メガバンク機構（共同研究実施中）への利用申請が可能である。したがって、研究経費は、主に
消耗品・試薬および人件費として、必要に応じて機器の更新費用としての計上を見込んでいる。 
３．代表研究者および協同研究者のこれまでの業績概要 
（＊以下、研究遂行能力を示す近年の論文のうち、重要なものについて詳細な発行情報を記載した。また、
既出は省略形とし、年度で区別できないものは alphabetで識別した。） 
研究代表者（井ノ口）は、JST-CREST課題「マイクロドメイン機能異常にもとづく２型糖尿病の病態
解明（平成 15 年 10 月～21 年 3 月）」を統括した。この研究において、生細胞イメージング等により
GM3 の発現上昇によってインスリン受容体／カベオリン-1 複合体が解離するインスリン抵抗性の新た
な分子機構を提示し、“マイクロドメイン病”の分子病態像を世界に先駆けて提唱した（PNAS 104: 13678-
13683, 2007）。その後、新学術領域「神経糖鎖生物学」公募研究（～H27）、私立大学戦略的研究基盤形成
事業（～H28）、挑戦的研究（萌芽；～H31）、基盤研究 B（～H31, ～R05）を遂行している。 
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