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研究成果の概要（和文）：食餌性肥満における視床下部の炎症と摂食・代謝調節機構の破たんの分子機序につい
ては不明な部分が多い。本研究では、高脂肪食誘導性肥満マウスの視床下部において糖脂質ガングリオシド合成
に関わる遺伝子の発現増加を見出した。また、過食・肥満によりレプチン抵抗性を発症するモデルマウスにおい
て、ガングリオシド合成に関わるGM3合成酵素遺伝子の欠損は、視床下部におけるレプチン応答性を改善し、過
食・過体重および耐糖能・インスリン感受性を著明に改善することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：There is a growing body of evidence that hypothalamic inflammation precedes 
development of diet-induced obesity and disrupted hypothalamic control of feeding, but the detailed 
molecular mechanism of the response remains incompletely understood. Here we found enhanced 
expressions of several genes responsible for ganglioside synthesis in the hypothalamus of high-fat 
diet-fed mice. We also found that deficiency of ganglioside GM3 synthase gene improved 
responsiveness to leptin in the hypothalamus of obese mouse model which develops leptin resistance, 
resulting in improvements in the body weight and food intake as well as the glucose and insulin 
tolerance.

研究分野：糖鎖生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ガングリオシド（シアル酸を含むスフィン

ゴ糖脂質）は、細胞膜の微小領域を構成する
成分の一つとしてシグナル伝達などに深く
関わっており、中枢神経系に豊富に存在して
いる。また、炎症などのストレスで発現が増
加し、２型糖尿病および高脂血症の患者にお
いても、その血中濃度の上昇が報告されてい
る。脂肪細胞においては、炎症性サイトカイ
ン TNF-α がガングリオシド GM3 の増加を介
してインスリン受容体シグナルに異常をき
たし、一方で、GM3 合成酵素欠損（GM3SKO）
マウスではインスリンシグナルが亢進して
いることが報告されている。炎症は、肥満と
インスリン抵抗性との間をつなぐ重要なメ
カニズムであるが、高脂肪食負荷により視床
下部で炎症が起こり、結果として視床下部の
エネルギーバランス調節機能が損なわれる
ことが示されている。申請者は、高脂肪食中
の飽和脂肪酸により脳の免疫担当細胞ミク
ログリアが活性化し、視床下部の炎症を介し
て神経細胞のガングリオシドを増加させ、レ
プチン受容体およびメラノコルチン受容体
等のシグナル異常をもたらすという作業仮
説を提唱する。本研究では、視床下部ガング
リオシドの炎症性変化が、摂食・代謝を制御
する受容体の機能異常をもたらす可能性に
ついて検討を行う。申請者は、視床下部由来
神経細胞株を低濃度の TNF-αで処理すると、
ガングリオシド分子種が増加する結果を得
ている。さらに、過食・肥満モデルマウス KKAy
において、ガングリオシド GM3 の欠失が、過
体重、過食や耐糖能異常を改善する結果を得
ており（図 1，図 2）、視床下部の摂食・代謝
調節機能におけるガングリオシドの生理的
役割が示唆される。 

２．研究の目的 

 高脂肪食摂取などのストレスは、視床下部
での炎症とそれに伴うレプチン抵抗性を惹

起し、摂食・代謝調節機能に異常をきたすこ
とで肥満・インスリン抵抗性などの病態へと
導く。本研究では、視床下部のエネルギー恒
常性維持機能における糖脂質ガングリオシ
ドの生理的役割を明らかにする。上述の目的
のため申請者は、次の 2項目について検証を
行う。 
【１】視床下部におけるガングリオシド分子
種の炎症性メディエーターとしての役割の
検証：ガングリオシドは糖鎖部分の多様性、
さらには脂質部分の違い（鎖長，不飽和度）
により膨大な数の分子種が存在し、ラフトの
構造多様性と機能に影響を与える。前述のよ
うに、申請者は培養細胞系において、TNF-α
処理によりガングリオシド分子種の増加を
確認している。そこで、肥満モデルマウスの
視床下部でのガングリオシドの量的・質的変
化について詳細に解析することで、ガングリ
オシドと炎症や摂食・代謝を制御する受容体
の機能異常との関わりについて、特に炎症性
メディエーターとしての役割について検証
する。 
【２】炎症および摂食・代謝性の受容体シグ
ナルにおけるガングリオシドの生理的機能
の解析：炎症性および摂食・代謝性シグナル
におけるガングリオシドの機能を詳細に解
析するため、視床下部由来神経細胞株を用い
て、各受容体シグナルの解析を行う。その際、
阻害剤処理によりガングリオシドを枯渇、ま
たは、ガングリオシド生合成に関わる糖転移
酵素遺伝子を部位特異的遺伝子改変によっ
て欠損、または過剰発現させることで、個々
の受容体シグナルにおけるガングリオシド
の機能を詳細に解析する。脳の炎症時、ミク
ログリアは Toll-like receptor 4 (TLR4)の
活性化を介して大量の炎症性メディエータ
ーを放出する。TNF-α 等の炎症性サイトカイ
ンは、視床下部の神経細胞にレプチン抵抗性
およびインスリン抵抗性を惹起し、摂食・代
謝 性 シ グ ナ ル の 異 常 を も た ら す 。
KKAy/GM3SKO マウスにおいて過食と肥満病態
が改善されたことから、ガングリオシドが炎
症性作用を媒介している可能性が考えられ
る。視床下部におけるミクログリアの活性化、
神経細胞のレプチン受容体やメラノコルチ
ン受容体等の活性化、摂食関連ペプチドの発
現について検討を行い、視床下部ガングリオ
シドの炎症性および摂食・代謝性シグナルに
おける生理的役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、過食・肥満モデルマウスや視
床下部由来細胞株等を用いて、視床下部ガン
グリオシド分子種の半定量的解析および摂
食・代謝性受容体シグナルにおけるガングリ
オシドの機能に関して以下の検討を行った。 
（１）過食・肥満モデルマウスの視床下部で
のガングリオシド分子種の発現解析： 
過食・肥満モデルマウス KKAy（通常食にて

７～８週齢で重度の肥満を呈する）の視床下



部におけるガングリオシド分子種の発現解
析を行った。KK マウスをコントロールとして
用い、液体クロマト質量分析(LC-MS/MS)にて
主要なガングリオシド分子種の発現量の比
較を行った。サンプル調製は、メタノール・
クロロホルムによる脂質抽出およびアルカ
リメタノリシスの後、C18 カートリッジを用
いた脱塩により得た。GM3, GM1 等の化学合成
標品を用いて、多重反応モニタリング(MRM)
により各ガングリオシド分子種の量比につ
いてサンプル間での比較を行った。また、高
脂肪食を与えた C57BL/6 マウス（通常食をコ
ントロール）の視床下部については、ガング
リオシド生合成に関わる複数の糖転移酵素
遺伝子の発現解析をリアルタイム PCRにて行
った。視床下部の炎症は、他の抹消組織より
も早期に起こるとされているので、高脂肪食
負荷開始より早い時期から経時的にサイト
カイン発現等を炎症の指標とし、解析を行っ
た。 
（２）KKAy/GM3SKO マウスのレプチン応答性
の検討および視床下部由来細胞株の各受容
体シグナルにおけるガングリオシドの機能
解析： 
 KKAy/GM3SKO マウスにおける過食・肥満病
態の改善が、レプチン応答性の変化によるも
のかどうか検討するため、レプチン投与後の
視床下部弓状核における神経細胞の活性化
を c-fos 発現を指標に解析した。一晩絶食し
たマウスにレプチンを腹腔内投与し、その後、
還流固定し脳を採取、凍結切片を作製し、
c-fos 抗体を用いて染色したのち、c-fos 陽
性細胞数をカウントした。また、各受容体シ
グナルにおけるガングリオシドの機能つい
て検討するため、視床下部由来神経細胞株お
よびヒト胎児腎由来 HEK293細胞株を用いて、
CRISPR/Cas9システムによりGM3S欠損細胞の
作製を行った。GM3 および関連ガングリオシ
ドの欠失は、糖脂質サンプルを薄層クロマト
グラフィー(TLC)および LC-MS/MSによる解析
にて確認した。得られた細胞を用いて、摂
食・代謝シグナルに重要なレプチン受容体お
よび MC4R シグナルにおけるガングリオシド
の機能について解析を行った。レプチンシグ
ナルについては、レプチン添加後、下流の
STAT3 や ERK のリン酸化を指標に検討した。
MC4R シグナルについては、cAMP 産生を ELISA
にて測定、あるいは、受容体(GPCR)活性化を
TGF-α shedding assay にて検討した。用い
た細胞株においてシグナルの検出が困難な
場合、各受容体遺伝子を安定的または一過性
に導入したものを使用した。 
 
４．研究成果 
（１）過食・肥満モデル KKAy マウスとその
コントロールである KK マウスとの間で、視
床下部のガングリオシド分子種の発現パタ
ーンにはっきりした差は見られなかった。マ
イナーな分子種には多少差が見られるもの
もあったが、再現性および生理的意義につい

ては、今後の検討が必要と思われる。C57BL/6
マウスに高脂肪食を負荷した際には、視床下
部において GM3S を含む複数のガングリオシ
ド合成に関わる遺伝子の発現増加がみられ
た。実際の糖脂質発現に関しては、GM3 由来
のガングリオシドに変化が見られた。しかし、
今回のサンプル調製法が疎水性相互作用を
基礎にしたものであったことから、糖含量の
異なる分子種間で回収の効率および再現性
に問題があった可能性があり、今後、異なる
抽出法を用いての再検討・再現性の確認を行
う。また、視床下部の炎症状態については、
いくつかの既に報告されている論文を参考
に高脂肪食負荷を行ったが、炎症性サイトカ
イン遺伝子（TNF-α, IL-1β, IL-6）の発現
は個体間のばらつきがあり、通常食負荷との
間で有意差の出るほどの発現の差が見られ
なかった。今後、結果の再現性および高脂肪
食負荷の期間・条件の詳細な検討を行う必要
がある。 
（２）腹腔内へのレプチン投与において、
KKAy マウスの視床下部ではほとんど応答が
見られず、レプチン抵抗性を発症しているこ
とが確認できた。一方、KKAy/GM3SKO マウス
においては十分な c-fos 発現が確認できた
（図３）。GM3S の欠損によってレプチン応答

性が有意に保たれていることが、KKAy の過
食・肥満が抑制される結果につながっている
ことが示された。 
受容体シグナルの検討において、視床下部

由来神経細胞株および HEK293 細胞株にて
GM3S 欠損細胞を作製した。TLC にて GM3 およ
び GM3 由来ガングリオシドの消失と、GM3 の
前駆体であるラクトシルセラミドの蓄積を
確認した。また、LC-MS/MS により GM3S に依
存しない o-series ガングリオシドの GM1b の
顕著な発現が検出された。MC4R シグナルにつ
いて、アゴニストのα-メラノサイト刺激ホ
ルモン(α-MSH)およびアンタゴニストの
agouti-related protein (AgRP)を用いて解
析を行ったが、野生型と GM3SKO との間に明
確な差は見いだせなかった。現在、異なるア
ッセイ法による検討を行っており、ガングリ
オシドによる MC4R シグナルの制御が起こり
うるか否かを明らかにしたい。一方、レプチ
ン受容体シグナルにおいては、下流のタンパ
ク質のリン酸化の程度が欠損細胞では異な
っており、興味深い結果が得られた。
KKAy/GM3SKO マウスでみられたレプチン応答
性の改善については、ガングリオシドの欠失
が直接レプチン受容体機能に影響を与えた



ことによるのかどうかを明らかにするため、
引き続き検討を行っている。 

KKAy マウスは、KK マウスに肥満遺伝子 Ay
が導入されたことで全身性に Agouti タンパ
ク質を発現し、α-MSH に拮抗することでメラ
ノコルチンシグナルに異常をきたしている。
脳においては MC4R などのシグナルが抑制さ
れることで肥満を発症し、毛包メラノサイト
においては MC1R シグナルを抑制し、特徴的
な黄色の毛色を呈する。興味深いことに、
KKAy/GM3SKO マウスは過食，肥満が改善され
ることに加え、灰色様の毛色を呈し、MC1R シ
グナルにおいてもガングリオシドの関与が
示唆される。 

レプチン抵抗性は肥満病因の主要なリス
クファクターであると考えられており、また
近年、高脂肪食摂取により誘導される視床下
部炎症とレプチン抵抗性に関する報告が多
数なされている。高脂肪食に多く含まれる飽
和脂肪酸が TLR4 の活性化を介して視床下部
の炎症を惹起することが示され(Milanski et 
al., J Neurosci 2009)、また、ミクログリ
アが飽和脂肪酸による視床下部炎症を引き
起こすことが報告された(Valdearcos et al., 
Cell Rep 2014)。しかしながら、摂食・代謝
調節機能異常に至る過程の詳細なメカニズ
ムにはまだ不明な点が多い。一方、肥満病態
発症における特定のガングリオシドの病態
生理的役割についても不明な部分が多く残
されており、今後、個々の受容体機能や炎症
における役割を明らかにしていきたい。 
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