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研究成果の概要（和文）：　細胞膜上には脂質ラフトというシグナル伝達分子や糖脂質が局在するマイクロドメインが
存在する。我々は、抗GM1抗体が神経細胞の生存・分化に必須の神経成長因子（NGF)の高親和性受容体であるTrkを介す
るシグナル伝達系を障害し、それが通常ラフト上に存在するTrkの非ラフトへの局在変化によることを発見し報告した
。中性スフィンゴミエリナーゼ（nSMase）はラフトの重要な構成分子であるスフィンゴミエリンを分解し、GM1の基質
となるセラミドを産生するため、ラフトの機能や構造変化に重要な役割を果たしていることが予測される。我々は、抗
GM1抗体により膜画分においてnSMase活性に変化があることを見出した。

研究成果の概要（英文）： Important signaling molecules (e.g. Trk-tyrosine kinase etc.) and glycolipids 
are present inside microdomains named ‘lipid rafts’ in the plasma membrane. Nerve growth factor (NGF) 
is essential for neuronal differentiation and survival in vivo and its functional receptor is Trk 
tyrosine kinase. Researchs to date, we have demonstrated that anti-GM1 antibodies directly influence the 
integrity of lipid rafts. The Trk protein is translocated from the original location of lipid rafts to 
non-lipid rafts fraction.　Previous studies have shown that neutral sphingomyelinase (nSMase) is located 
in lipid rafts unlike acid sphingomyelinase in lysosomes and is postulated to be an important regulatory 
factor for the local contents of sphingomyelin in lipid rafts. In the present study, we found that 
anti-GM1 antibodies caused the alteration of nSMase activity in the plasma membrane fraction. Thus, 
anti-GM1 antibodies affect not only Trk protein function but also nSMase actions.

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患者の多くにGM1ガング
リオシド（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た。細胞膜
lipid raftsはガングリオシドなどの糖脂質、ス
フィンゴミエリン、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、この構造物
中には種々例えば Trk、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、ま
さしく細胞の外部環境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（J Neurochem 
1993;Proc.Natl Acad. Sci.USA 1995; J. Biol. 
Chem. 1998; Glycoconj. J. 2000)。 
一方、近年他の神経疾患例えばアルツハイ
マー病やプリオン病ではこれら疾患の病態
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。 
検討項目として、まず Trk蛋白を高発現す
る stable transfectantである PCtrk細胞を作成
し、 

1）NGF による PC12 細胞からの神経突起
伸長反応に及ぼす抗体の影響 

2）NGFによる Trk蛋白自己リン酸化反応 
3）Trkを始点とする細胞内キナーゼカスケ
ードに存在する MAPK リン酸化に及ぼす影
響 

4）脂質 lipid rafts分画に局在する Trk量へ
の影響 

5）rafts マーカー蛋白である Ras の分布状
態に及ぼす血清の影響 
を調べた。 
その結果、 
1）患者抗体は NGFが誘導する PCtrk細胞
の神経突起伸長反応を著明に抑制した。また、
抗原である GM1で予め患者血清中の抗 GM1
抗体を吸収しておくと、上記に観察された効
果は消失した 

2）同様に患者血清は NGFによる Trkチロ
シン残基の自己リン酸化反応を著明に抑制
したが、対照血清にはこのような効果は見ら
れなかった 

3）MAPK リン酸化も患者血清は確かに抑
制していた 

4、5）患者血清は lipid rafts画分から non-rafts

画分へのTrk蛋白の移動を惹起させたが、rafts
分画のマーカー蛋白である Ras蛋白の分布に
は全く影響を与えなかった 
以上の結果より、軸索障害型 GBS患者血清
中の抗 GM1抗体は PCtrk細胞の 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(Mol Cell Neurosci 
2010）。 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、本症患者に見られる抗 GM1
抗体が神経系細胞の細胞膜 lipid rafts に如何
なる生物学的影響を与えるのかを、Trk のみ
ならず lipid raftsを構成する脂質特に糖脂質、
スフィンゴミエリン、コレステロールの細胞
内動態に及ぼす影響と、lipid rafts上に存在す
るレセプターなどの重要な分子への影響を
総合的に検討することである。 
 
 
 
 
３．研究の方法 

Trk の局在の変化を明らかにするため、ラ
ットの褐色細胞腫由来細胞の PC12 細胞にヒ
ト trk-cTrk を高発現させた stable transfectant
である PCtrk細胞（PCT）を実験に使用した。   

PCTを serum-freeDMEMを用い、200倍希
釈となるように患者血清あるいは対照血清、
また 1000倍希釈した市販の抗GM1抗体も用
いて反応時間を振って経時的に処理した後、
ホモジネートを作成した。 

subcellular protein fractionation 法で型の如
く処理し、膜画分、細胞質画分、核画分を得
た。 
抗 Trk 抗体を一次抗体として Western blot
法を行い、ECL化学発光法により各画分から
陽性 Bandを検出した。 
免疫蛍光細胞染色法も実施した。 
結果を分析し統計処理を行った。 
 
 一方で、Trkの局在している lipid raftsその
ものに対する抗 GM1 抗体の影響も併せて検
討した。 
中性スフィンゴミエリナーゼ（nSMase: 

neutral sphingomyelinase）は lipid raftsの重要
な構成分子であるスフィンゴミエリンを分
解し、GM1の基質となるセラミドを産生する。  
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はなく、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 GM1 をはじめとする
ガングリオシドが合成される。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 の研究も発
展してきている。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。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こ関
与していることも報告された。このように
nSMase は、lipid rafts の構成分子のスフィン
ゴミエリン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
分子の働きに影響し、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。 
このため、lipid raftsの機能や構造変化に重
要な役割を果たしていることが予測される。
我々は nSMase に着目し、前述の subcellular 
protein fractionation 法で得られた各画分の
nSMase 活性の変化を調べた（Amplex® Red 
Sphingomyeklinase Assay Kit, Invitrogen）。 
また、抗 GM1 抗体処理後の細胞の脂質分
析も行った。 
 
 
 
 
４．研究成果 
抗GM1抗体により膜画分において nSMase
活性に変化があることを見出した。 
 また、抗 GM1 抗体の作用により、細胞内
及び lipid rafts 内での脂質組成が大きく変化
することを見出した。 
 この脂質組成の変化が、nSMase 活性に何
らかの関連をもつのか、今後明らかにする必
要がある。 
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