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研究成果の概要（和文）：脳神経系に高発現するガングリオシドの機能と作用機構につき、脂質ラフトでの制御
機能を中心に、糖鎖欠損マウスを用いて解明した。ガングリオシドが、ニューロンにおいて神経健常性維持に働
くことが、ニューロン特異的B4galnt1トランスジェニックにより示された。St8sia1欠損マウスの解析から、b-
系列ガングリオシドが脂肪細胞からのレプチン分泌に必須であり、視床下部のレプチン受容体の機能にはa-系列
ガングリオシドが必須なことが明らかになった。さらに、マウスグリオーマモデルにおいて、GD2/GD3が
PDGFRalphaとYesとの複合体を形成することで、グリオーマの悪性形質を増強することが示された。

研究成果の概要（英文）：Functions and action mechanisms of gangliosides that are highly expressed in
 nervous systems have been analyzed using glycolipid-deficient mutant mice with focus on their 
regulatory functions in lipid rafts. Using neuron-specific transgenic mice of B4galnt1, it was shown
 that gangliosides play roles in neurons for maintenance of the integrity of nervous tissues. 
Analysis of St8sia1 knockout mice revealed that b-series gangliosides are essential in the secretion
 of leptin from adipocytes, and that a-series gangliosides are crucial for the sensitivity of leptin
 receptor in hypothalamus. It was also demonstrated that GD2/GD3 ebhances malignant properties of 
gliomas by forming a molecular complex with PDGFRalpha and Yes in a mouse glioma model.

研究分野：生化学、糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 酸性スフィンゴ糖脂質は、脊椎動物の脳神
経系に豊富に発現し、その発生、分化、機能
の維持に重要な役割を果たすと考えられて
きた。ガングリオシド糖鎖の合成酵素遺伝子
の単離と、それらのノックアウトマウスが樹
立され、個々のガングリオシド系列の存在意
義が報告されつつあったが、詳細な機能と作
用機構に関しては、解析が不十分な状態であ
った。 
２．研究の目的 
 脳神経系組織に高発現する酸性糖脂質、
ガングリオシドの機能と作用機構に関して、
とくに脂質ラフトにおける制御機能を中心
に、種々の糖鎖遺伝子欠損マウスに焦点を
おいて解明した。 
 
３．研究の方法 
 研究の主な対象は、ガングリオシド
GM2/GD2 合成酵素遺伝子ノックアウト、
GD3 合成酵素遺伝子ノックアウト、
GM2/GD2 合成酵素と GD3 合成酵素遺伝子
のダブルノックアウトマウスを用いた。高次
記憶脳は、海馬スライスを用いた long-term 
potentiation (LTP) の測定によった。その他、
神経系機能解析は、歩行解析、rota-rod test、
Y字迷路試験などを用いた。神経・筋接合部
及び神経軸索の形態学的解析は、定法の組織
切片の観察によった。白色脂肪、かっ色脂肪
組織の形態学的観察、視床下部のレプチン受
容体の機能解析は、通常のHE染色、レプチ
ン抗体による免疫組織染色、STAT3及び Fos
等に対する特異抗体による免疫組織染色に
よって行った。脂肪細胞の初代培養系は、白
色脂肪組織のタンパク質分解酵素処理を行
って分離した adipocyte 培養系を用いた。
Adipocyte 及び視床下部初代培養細胞下部
N41細胞のガングリオシド発現は、クロロフ
ォルム：メタノール混合液による抽出後、
DEAE-Sephadex イオン交換カラムを用い
て酸性糖脂質画分を分離・精製した。マウス
グリオーマの作成は、p53ノックアウトを基
礎にした RCAStva 系を用いた。導入遺伝子
はPDGFBの cDNAをトリレトロウイルスベ
クターにより新生児マウスに注入した。また、
外来性ガングリオシドの取込みは、各精製ガ
ングリオシドの必要量を風乾した後、単純培
養液に懸濁して培養液に添加し数時間放置
することで行った。遺伝子導入によるガング
リオシド発現のりモデリングは、糖転移酵素
cDNAをリポフェクタミンにより導入した後、
G418 を含む選択培地によってクローンを取
得して用いた。ガングリオシドとタンパク質
との複合体の形成は、抗受容体抗体を用いた
免疫沈降を行い、共沈降したガングリオシド
を Sep-PakC18 で 分 離 後 に 、
TLC-immunostaining により検出した。遺
伝子操作実験、糖鎖遺伝子欠損マウス実験棟
は、DNA 組換え実験及び動物実験の申請を
行い、承認後に実施した。 

４．研究成果 
(1) ガングリオシド欠損マウスを用いた糖
脂質糖鎖の脳神経系組織の健常性維持のメ
カニズム解明： 
 これまで作成したガングリオシド合成酵
素遺伝子、GM2/GD2 合成酵素、GD3 合成酵素
のノックアウト(KO)マウス、両者のダブル KO
マウスなど、欠損糖脂質の範囲が異なる幾つ
かの変異マウスを用いて、高次脳神経系機能
の異常と、そのメカニズム解析を行った結果、
複合型ガングリオシドの欠損が、おもにニュ
ーロンにおいて重篤な神経異常を惹起する
ことが示された。本研究は、グラスゴー大学
の Prof. Willison との共同研究として実施
したが、双方の長所を生かした説得力のある
結果が得られた。ニューロン特異的に
GM2/GD2合成酵素cDNAをニューロン特異的に
発現する Tg マウスと、同遺伝子の全身 KO マ
ウスを交配したところ、KOマウスで見られた
行動異常、神経変性、axon の異常などが概ね
消失したことから、ニューロンにおけるガン
グリオシドの発現がより重要であることが
示された。脂質ラフトにおけるガングリオシ
ドのクラスター形成の１分子イメージング
においても、膜上における機能遂行の胴体が
示された（鈴木健一、安藤弘宗博士との共同
研究）。一方、アストロサイト特異的に
GM2/GD2合成酵素遺伝子を発現するTgマウス
を樹立し、現在、交配の準備をしているとこ
ろである。 
(2) b-系列ガングリオシドによる行動と代謝
調節機構の解明 
 これまで、b-系列ガングリオシドを全て欠
損する GD3 合成酵素遺伝子 KO マウスを作成
して解析してきたが、舌下神経再生系での再
生不良が認められた以外は、著明な異常を認
めなかった。行動異常解析を本格的に行い、
幾つかの興味深い結果が得られた。 
 GD3 合成酵素遺伝子 KO マウスは、とくに
Rota-rod テストなどにおいて、著明な機能低
下が認められたが、興味深いことに雄におけ
る機能低下が際立っていた。また、海馬スラ
イスによる long term potentiation (LTP)
の解析結果により、明らかな LTP 低下が見ら
れ、memory 機能の低下が示唆された(高宮考
悟博士との共同研究)。 
 さらに、この変異マウスで血清レプチンの
異常低下が認められたため、脂肪細胞の初代
培養系によるレプチン分泌に対する b-系列
ガングリオシドの制御機能を解析した。その
結果、b-系列ガングリオシドが白色脂肪組織
からのレプチン分泌に必須であり、KO マウス
の白色脂肪組織におけるレプチンの蓄積が、
そのことを支持する知見と考えられた。さら
に視床下部の弓状核ニューロンにおけるレ
プチン受容体ObRの機能解析を行ったところ、
KOマウスではレプチン刺激なしでもATAT3リ
ン酸化の傾向が認められ、刺激時にはより強
い反応が認められた。このことは、視床下部
ニューロン由来細胞株 N-41 の糖脂質糖鎖り 



 
 
モデリング実験でも証明された。すなわち、
弓状核ニューロンは b-系列ガングリオシド
欠損により感受性が亢進しており、そのため
にレプチンレベルの低下があっても肥満を
示さないことが示唆された(Fig. 1)。 
 
(3) 神経組織に発生するグリオーマにおけ
るガングリオシドの機能の解析 
 RCAS システムを用いてマウスグリオーマ
を作成し、ガングリオシドの機能の解明を行
った。OSGF-B 発現によりグリオーマを樹立可
能なことを明らかにして、野生型マウス、GD3
合成酵素欠損マウスでグリオーマを作成し
て、両者の腫瘍形質、遺伝子発現を解析した。
その結果、GD3 発現が、腫瘍形質の亢進、マ
ウス寿命の短縮を誘導するとともに、腫瘍周
囲のマクロファージ系細胞の M2 型への極性
変化が認められ、b-系列ガングリシドの悪性
形質増強機能が in vivo の系で実証された 
(Fig. 2)。 

 
Fig.2.グリオーマの GD3 発現が PDGFRのラ
フト局在と Yes との複合体形成を誘導する. 
 
(4)結論 
 酸性糖脂質ガングリオシドの糖鎖が、神経
系細胞の核表面で、種々のシグナル制御に働
くことが、糖鎖欠損マウスの解析を通して示
された。グリア系における機能、免疫細胞に
及ぼす作用に関して、今後さらに解析すべき
点があり、一層の展開が必要である。 
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