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研究成果の概要（和文）：ガングリオシドの糖鎖合成酵素遺伝子のノックアウトマウス群を

用いて、異常表現型の比較検討を行った。それらの変異マウスの
糖脂質の組成と化学構造の変化、および脂質ラフトの構築と動態
の比較検討を行い、ガングリオシド糖鎖の欠損の度合いに応じた
ラフトの異常が明らかになった。さらに、細胞膜ラフトでのシグ
ナル制御と補体機能の制御におけるガングリオシド糖鎖の役割が
明らかになった。 

研究成果の概要（英文）：Using various knockout mice lacking synthetic enzyme genes 
responsible for the synthesis of gangliosides, we analyzed 
abnormal phenotypes of the mutamt mice. Analysis of the 
changes in the composition and chemical structures of 
glycolipids was performed, and comparison of architectures and 
dynamic features of lipid rafts among those mutant mice was 
also done. Consequently, abnormal rafts depending on the 
degree of the defects of gangliosides were elucidated. 
Furthermore, roles of gangliosides in the regulation of signals 
and of complements in lipid rafts were also clarified. 
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１．研究開始当初の背景 
  糖脂質を中心に複合糖質の生物学的機
能の解明を目指して、糖鎖合成系酵素の単
離と、遺伝子の発現や産物である酵素の機
能解析、糖鎖改変細胞による糖鎖のシグナ
ル制御機能の解析を進めてきた。さらに個
体レベルの遺伝子操作により、糖鎖の生体
内機能の解析を進めてきた。具体的には、

ガングリオシド GM2/GD2 合成酵素遺伝子を
はじめ、様々な糖鎖合成経路を網羅する５種
類のノックアウト（KO）を用いて系統的な研
究を展開し、以下の成果を上げた。 
(1)糖脂質糖鎖合成酵素の単独 KO マウスの
観察で、欠損酵素によって明らかな神経機能
の異常が出現し進行する。多くは一見正常に
生まれ、臓器形成にも問題がないが、老化に
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伴って脳神経系など種々の器官に変性や
機能低下などの異常所見が検出され、糖鎖
の神経組織維持・再生機能が示された。 
(2)GM3 以外のガングリオシドを欠損する
ダブル KO(GM3−only)マウスでは、生後 10
週頃より突然死と神経変性による皮膚炎
が発症し進行するなど、重症な表現型を示
した。このダブル KO では、補体系の活性
化が検出され、脂質ラフトの異常による補
体制御因子の機能不全が示唆された。即ち、
ダブルKOが示す重症の表現型は単独KOの
単なる加算では説明できなかった。 
 これらの解析結果から、糖脂質糖鎖が生
体内で膜のミクロドメインの健常性維持
のために重要な機能を果たし、糖鎖部分の
構造が厳密な時空間的調節を受けて調節
機能の基盤を成すことが示唆された。ここ
で、ダブル KO が示す重篤な症状を合わせ
て考えると、単独 KO においては、欠損し
た糖鎖の機能が、残存する糖鎖群によって
代償されうること、ダブル KO では代償機
能が限界を超えたために破綻症状が著明
に現れたことが分かった。よって、糖鎖に
よる生体調節機能の解明には、脂質ラフト
の構築と制御において、各グループの糖鎖
群の間の機能重複性と階層性を明らかに
することが重要であることが判明した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、糖脂質糖鎖による生体内調
節機能の作用機構について、これまで解析
してきた糖鎖遺伝子 KO マウスの異常所見
を総合し、また複合 KO の異常と照合する
ことにより解明する。中でも、生体内での
細胞膜脂質ラフトにおける糖脂質の調節
的役割について、脂質ラフトの構造と機能
の異常に関する、生化学的、細胞生物学的、
電気生理学的、イメージングなどの詳細な
検討を行って、各グループの糖脂質に固有
の機能と、補完的に働く場合の潜在機能に
ついて解明する。よって、糖脂質による神
経組織の健常性維持の分子機構を明らか
にし、糖鎖機能の応用研究への基盤とする。 
 
３．研究の方法 
(1)脂質ラフトを介したシグナル調節と神
経組織の健常性の維持におけるスフィンゴ
糖脂質の役割解明のため、糖脂質変異マウ
ス群におけるラフトの構築と機能の比較検
討を行う。そのために、1. GM3 合成酵素 KO
と GM2/GD2 合成酵素 KO のダブル KO マウス
の解析、2. GM2/GD2 合成酵素 KO と GD3 合
成酵素KOのダブルKOマウスの解析を行い、
それぞれの単独 KO マウスを用いて、ショ糖
密度勾配超遠心によるラフトの調製と、糖
脂質、リン脂質のラフト内外での分布と構
造比較を行う。また、ラフト局在タンパク

質の比較検討を行う。 
(2)脂質ラフトの構築と機能解析のため各々
の糖鎖変異マウスの検討を行う。そのために、
①脳組織における遺伝子発現プロフィールの
アレイによる比較検討と、脂質ラフトに局在
する分子の総プロフィールのプロテオミクス
的解析、糖鎖欠損によるラフト集簇分子の変
化の網羅的な検討、ラフトの内外に存在する
同一分子の化学修飾の解析を行う。また、脳
組織における糖脂質の構造変化を総合的に検
討する。 ②脂質ラフト自身の構造変化の検討、
ラフト構成分子の局在変化に関する免疫組織
学的検討、さらにラフトの動態観察を行う。 
(3)生体内ラフトの機能変化につき、個体、初
代培養細胞などにより検討する。LTP、神経栄
養因子への反応、補体活性化、炎症反応等の比
較解析を行う。 
 
４．研究成果 
 ラフトの構築を検討し、脂質ラフトに局在
する分子のプロフィールの詳細な解析を行っ
た。即ち、糖鎖変異および野生型マウスの小
脳、脊髄からの Triton X-100 の抽出物をショ
糖密度勾配法により分画して、脂質ラフトの
マーカーであるフロチリン−1 およびカベオ
リン-1 の細胞内局在の検討をイムノブロッ
テイングにて行ったところ、野生型マウス脳
においては、これらの分子がラフト画分に限
局して存在したのに対して、GD3 合成酵素欠
損マウスで軽度に、GM2/GD2 合成酵素欠損マ
ウスで中等度に、ダブル KO マウスで著明な局
在異常が認められた。 
 続いて、GPI-アンカータンパク質であり補体
制御因子であるCD55(DAF)やCD59、およびC3a
受容体、C5a受容体、さらに種々の神経関連分
子(thy-1、NCAMなど)について、細胞内局在の
検討を行ったところ、補体制御因子群やNCAM
のisoformの中のGPI-アンカー型のみが、野生
型マウス脳においてラフト局在を示した。ガン
グリオシド欠損マウスにおいては、ガングリオ
シド欠損の程度に応じて、非ラフト画分への移
動が認められた。しかし、同じGPI-アンカー分
子であるthy-1は、野生型マウスで脂質ラフト
に限局して検出され、欠損マウスでも著明な変
化が認められなかった。 
 糖鎖変異マウスの生体内脂質ラフトの構造
と構成に関して網羅的な解析を行った。その
ために、脂質ラフト画分から糖脂質（酸性、
中性）を分離した後、ラフト、非ラフトに局
在する糖脂質構造を比較解析した結果、中性
糖脂質はほとんどラフトに検出され、ガング
リオシド変化の影響を受けなかった。ガング
リオシドの大部分がラフトに局在する点では、
どの変異マウスも同様であった。しかし、コ
レステロールおよびリン脂質の局在を解析し
た結果、ガングリオシド欠損が強度の場合に
は、ともにラフトに局在する脂質のレベルが



低下することが示唆された。 
 現在、LC-MS/MS などの構造解析によりラ
フト内外の糖脂質分布パターンを決定中で
ある。とくに脂質部分の不飽和化などの変
化と細胞内分布パターンを照合し検証する。 
 脂質ラフトの性状と構成分子の局在変化
の視覚的アプローチによるラフトの構造変
化の検討として、免疫組織学的解析を行った。
CD55 (DAF)、CD59、コントロールとして
flotillin-1 の免疫組織染色を行ったとこ
ろ、ダブルノックアウト小脳では、細胞膜に
限らず細胞質にあたる部位にも多くの抗原
が検出され、膜のパターンが消失していた。
このことは、生化学的な局在の異常の所見と
一致していた。 
 
さらにダブル KO マウス、単独 KO マウスに
関して、初代培養細胞などを用いて細胞生物
学的、形態学的解析を実施中である。 
 糖鎖変異マウスにおける神経変性のメカ
ニズムの解明として、小脳と脊髄における遺
伝子発現プロフィールの比較検討を行った。
その結果、炎症・免疫に関わる遺伝子がノッ
クアウトで発現亢進することが判明し、とく
に補体系遺伝子の活性化が明らかになった。
これらに加えて、Wisp2 や perilipin などの
遺伝子発現の亢進が認められたため、その意
義の解明を行った。結論として、ガングリオ
シド欠損による神経変性から脳を守るため
の生体防御反応の現れと考えられた。 
 さらに、補体系の活性化が神経変性の主た
るメカニズムか否かを明らかにするために、
ダブルノックアウトマウスと補体（C3）欠損
マウスを交配して、トリプルノックアウトを
作製した。その結果から、補体系が炎症反応、
ミクログリアの集積、脳変性などに深く関与
することが実証された。 
 
 また、糖脂質糖鎖の脂質ラフトにおけるシ
グナル調節機構の解析のため、組織スライス
を用いて、LTP 測定、サイトカイン産生など
の比較検討を実施中である。これまでの結果
から、海馬ニューロンにおける long term 
potentiation（LTP）の測定によって、変異
マウスにおける記憶・学習障害の比較検討を
行った結果、GM2/GD2 合成酵素遺伝子の過剰
発現 Tg マウスにおいては、LTP の明瞭な異常
が認められた。さらに、GM2/GD2 合成酵素欠
損マウスの LTP においても、100 Hz の刺激に
おいては、変異マウスでの LTP の著明な低下
が認められた。現在、すべての変異マウス脳
を用いて、LTP の比較検討を実施中である。 
 
 これらの所見を総合して、各マウスにおけ
る欠損糖鎖構造と異常形態、異常シグナルと
の相関を詳細に分析することにより、ガング
リオシド GM3、GD3、asialo 系ガングリオシ

ド等の固有の機能の解明と、単独 KO において
重複性によって他の構造で代償される機能の
解明が進行中である。 
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