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研究成果の概要（和文）：近年，頭部に外傷を負った患者の脳浮腫や炎症反応による脳梗塞治療において，脳低温療法
が臨床で応用されており，その有用性が明らかになりつつある．そして、この脳低温療法と同様の培養条件では、上皮
成長因子(EGF)枯渇に伴う神経幹細胞株(MEB5)のアポトーシス誘導が抑制される。しかしながら、その詳細なメカニズ
ムは完全に解明されていない。本研究では、神経幹細胞のアポトーシスを含めた重要な機能をもつ糖脂質や、β1-イン
テグリンをはじめとする糖タンパク質発現解析を行った。その結果、脳低温療法培養条件において、特定の糖脂質およ
び糖タンパク質の発現変化がアポトーシス抑制機構に関与している可能性を見出した。　

研究成果の概要（英文）：Cerebral hypothermia has been evaluated and used for clinical application of 
hypoxic-ischemic encephalopathy, cerebral edema, and cerebral infarction due to inflammation after brain 
injury. Recently, apoptosis induced by depletion of epidermal growth factor (EGF) in neural stem cell 
line (MEB5) has also reported to be suppressed under similar culture condition to cerebral hypothermia. 
However, the regulation mechanism of apoptosis in MEB5 under hypothermia condition is still unknown. In 
this study, we analyzed glycolipid composition and glycoproteins in MEB5 after culture under cerebral 
hypothermia condition and found that these glycoconjugates would be related to the regulation mechanism 
of apoptosis.

研究分野： 神経化学，分子生物学，糖質化学
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１．研究開始当初の背景 
脳神経細胞膜の糖脂質組成変化は、膜マイ

クロドメインの構成・構造変化、及び膜の流
動性変化を引き起こし、各種受容体の局在及
び情報伝達を制御している可能性が示唆さ
れている。そして、このような糖脂質組成変
化が神経変性や細胞死を引き起こす要因と
なっている可能性が示唆されている。本研究
では、脳低温療法における脳神経細胞の保護
機構が完全に解明されていない背景から、上
皮成長因子(EGF)枯渇による神経幹細胞株
(MEB5)のアポトーシス誘導モデルを用い、脳
低温療法と同様の培養条件が膜上の糖脂質
組成や膜マイクロドメインに集積する分子
の発現変化に与える影響を解析した。 
そして、膜マイクロドメイン上の糖脂質及

び糖タンパク質などの複合糖質は、微量のも
のも多く、その精製工程は煩雑であることが
多いことから、膜マイクロドメイン上の複合
糖質の迅速な精製・構造解析システムの確立
を検討した。 

 
２．研究の目的 
現在、食事の欧米化や運動不足等の近代日

本社会が抱える問題から、生活習慣病患者数
は増え続け、高度高齢化社会を迎えることか
ら、パーキンソン病等の身体の一部の機能を
失う患者数は急激に増加すると考えられる。
このような患者の低下した Quality of Life 
(QOL)を改善する医療の提供方法開発が喫緊
の課題となっている。 本研究において、膜
マイクロドメイン上に存在するガングリオ
シドや情報伝達分子の詳細構造解析を通じ
て脳低体温療法における神経幹細胞の炎症
及びアポトーシス抑制機構を解明できれば、
神経幹細胞を用いた再生医療研究の基礎的
データを蓄積することができると考え、検討
を開始した。 
 
３．研究の方法 
(1) 脳低温療法と同様の培養条件における
β1-インテグリンおよび糖脂質の発現変化解
析 

MEB5 細胞を EGF 存在下または枯渇下，お
よび脳低温条件(32℃)または通常の培養条件
(37℃)を組み合わせた 4 条件で培養し、それ
ぞれの条件におけるタンパク質及び糖脂質
の発現変化を解析した。 
 
(2) 各培養条件における糖タンパク質の発現
パターン変化の解析 
各条件で24時間培養したMEB5細胞を回収

し、総タンパク質を得た後、m-アミノフェニ
ルボロン酸-アガロースを用いて糖タンパク
質 を 得た。 各 条件の 糖 タンパ ク 質 を
SDS-PAGE により分離および MS 銀染色を行

った。発現に差異の見られたバンドを切り出
し、脱色、還元アルキル化、トリプシン消化、
および脱塩後、MALDI-TOF/TOF MS による
MS スペクトル測定を行い、タンパク同定を
行った。また、同様に 15 種類のレクチンを
用いたレクチンブロット解析を行い、糖タン
パク質糖鎖の発現変化についても解析を行
った。 
 
(3) 分離後の薄層クロマトグラフィーからの
糖脂質の回収・精製の検討 
糖脂質を簡便に精製する方法として、薄層

クロマトグラフィーから掻きとり抽出する
方法がある。しかしながら、シリカゲルから
抽出する際、固着剤などが共抽出されてしま
い、その後、カラムクロマトグラフィーなど
による再精製が必要なことも多い。本研究で
は、先行研究で確立した 1,2-ジクロロエタン
抽出法を応用し、各バンドのシリカゲルを削
って回収したサンプルからの糖脂質の精製
を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 各培養条件における β1-インテグリンお
よび糖脂質の発現変化 
β1-インテグリンの発現変化をウェスタン

ブロット法により解析した結果、アポトーシ
ス誘導条件(37℃，EGF-)のみ、発現が大きく
減少していることが判った。また、通常条件
(37℃, EGF+)で培養した MEB5 に発現してい
る糖脂質の大部分が GD3 であったが、アポト
ーシス誘導条件(37℃, EGF-, 48 時間培養後)
では GM3, GM1, および GD1a などのガング
リオシド発現が上昇することを確認した。そ
して、上記の発現変化は 32℃, EGF-, 48 時間
培養後では、確認されず、大部分発現してい
る糖脂質が GD3 であることを確認した。以上
の結果から、EGF 枯渇によるアポトーシス誘
導と糖脂質発現変化には関連性がある可能
性が示唆された。 

図 1. ウェスタンブロット法による各培養条
件における MEB5 細胞の β1-integrin および
β-actin の発現解析結果. 

 
(2) 各培養条件における糖タンパク質の発現
変化解析結果 
各条件により培養後の総タンパク質の発現

の差異はわずかであったが、糖タンパク質の
発現パターンには大きな差が確認され、特に
32℃、EGF(−)の条件下において発現が減少し
ているバンドが複数存在した。さらに、それ
ぞれをプロテオーム解析した結果、複数の糖



タンパク質の候補を推定した。現在、再現性
の確認をしており、同時にこれらの糖タンパ
ク質の機能解明研究を行っている。また、レ
クチンブロット解析結果から、5 種類のレク
チンで染色されたバンドに差異が見られた。
特に大きな有意差が見られたレクチンのカ
ラムを作製し、糖タンパク質の精製及び構造
解析を行っている。 
 
(3) 分離後の薄層クロマトグラフィーからの
糖脂質の回収・精製の検討 

HPTLC から糖脂質を分離・回収した際に共
抽出される夾雑物を DCE 抽出法により、簡
便に除去可能であることを確認した。 

 

 
図 2．HPTLC による分離・回収後の糖脂質の
MALDI-TOF MS スペクトル．(A) ブタ大脳由
来総糖脂質の HPTLC 解析結果．(B) HPTLC
から GM1 を回収，（C) GM1 を回収・DCE 抽
出， (D) GD1a を回収・ DCE 抽出後の
MALDI-TOF MS スペクトル結果．*はバック
グラウンド由来ピーク，赤矢頭はガングリオ
シド由来ピークを示す． 
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