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研究成果の概要（和文）：慢性炎症は、メタボリックシンドロームの発症を決定づける強力な増悪因子となる。
申請者は、血清中や脂肪組織中のスフィンゴ糖脂質：ガングリオシドGM3が、自然免疫系の受容体Toll-like 
receptor 4 (TLR4) を介して慢性炎症を引き起こすこと、その作用がGM3の脂質構造（脂肪酸の鎖長や不飽和
度）の違いによって制御されることを見出している。本課題では、GM3によるTLR4制御メカニズムの一端を分子
レベルで明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：Chronic inflammation plays a critical role in pathogenesis of metabolic 
disorders. Ganglioside GM3, a major molecular species in adipose tissue and human serum, can 
enhance/inhibit inflammatory processes via an innate immune receptor Toll-like receptor 4 (TLR4) in 
a acyl-chain structure dependent manner. This project revealed the molecular mechanism by which GM3 
species differing in its acyl-chain structures modulate TLR4 activation.

研究分野： 免疫学、糖鎖生物学、脂質生物学

キーワード： スフィンゴ糖脂質　ガングリオシド　TLR4　慢性炎症　メタボリックシンドローム　内因性リガンド

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TLR4は、感染防御において中核的な役割を果たす一方、慢性炎症の要因としても大きな位置を占めており、正と
負の側面を併せ持っている。その制御メカニズムの全体像を明らかにすることは、慢性炎症に対する根本的な制
御法・治療法の確立につながる。本課題の成果は、体内に存在するGM3の分子構造の違いによって、TLR4が正と
負に制御されるメカニズムを示しており、スフィンゴ糖脂質研究の今後の発展に加え、免疫機能や炎症の調節を
標的とした医薬開発や臨床診断法への応用が期待できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 自然免疫系は、感染応答の最前線で病原体を捉え、迅速に排除する生体防御機構である。近
年、この自然免疫系の制御破綻が、慢性炎症、がん、メタボリックシンドロームなどの疾患を
誘発する重大な要因であることが示唆されつつある[1]。とくに、生体内で生じる内因性リガン
ドを介した Toll-like receptor 4(TLR4)活性化による慢性炎症は、メタボリックシンドローム
の発症を決定づける強力な増悪因子となる[2-4]。申請者は最近、肥満時に増加するスフィンゴ糖
脂質：ガングリオシド GM3 が、TLR4 の内因性リガンドとして慢性炎症を惹起すること、その生
理活性がガングリオシド GM3 のアシル鎖構造（鎖長や不飽和度）の違いによって制御されるこ
とを見出した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、「GM3 のアシル鎖構造に依存した新たな TLR4 活性化制御メカニズム」を解
明すること、具体的には、GM3 のアシル鎖構造を制御するメカニズム、GM3 が TLR4 リガンドと
して機能する分子基盤、生体内で炎症を誘発するメカニズムを解明することである。 
 
３．研究の方法 
 本課題では、TLR4 発現細胞（ヒト単球、マウスマクロファージ細胞、HEK293 細胞過剰発現系）
を用いたシグナル伝達解析手法、イメージング手法、相互作用解析手法や、GM3 の発現亢進を
示す肥満・糖尿病モデルマウス（ob/ob マウス、高脂肪食負荷マウスなど）を用いることで、
GM3 の産生メカニズムと TLR4 への作用メカニズムの解析を試みた。 
 
４．研究成果 
 初年度は、以下の研究成果を得た。(1) HEK293 細胞を用いた TLR4 経路再構築系と NF-κB ル
シフェラーゼアッセイを用いた各種実験の結果、TLR4 と相互作用する糖脂質リガンド結合性ア
クセサリータンパク質（MD-2、CD14 など）がガングリオシドを介した TLR4 活性化制御に必要
であること、また、アクセサリータンパク質の種類によってアシル鎖構造に対する選択性が異
なることが明らかになった。とくに、予備知見においてヒト単球で観察された、長鎖 GM3 によ
る抑制効果と極長鎖 GM3 による活性化促進効果は、TLR4/MD-2 複合体を発現する HEK293 細胞に
可溶性 CD14 を添加した条件で良好に再現された。また、血清中における GM3 分子種バランスの
意義を明らかにするため、長鎖GM3と極長鎖GM3の混合系でTLR4発現細胞をLPS刺激した結果、
GM3 分子種の個々の生理活性とその混合比率に対応して、TLR4 活性化が亢進・減弱した。この
ことから、血清中の GM3 分子種発現パターンが TLR4 活性化パターンを制御している可能性が示
唆された。(2) マウス TLR4/MD-2 発現細胞を用いて(1)と同様の実験を行い、ガングリオシドの
作用についてヒトとマウスにおける種差を比較した。その結果、アシル鎖構造に対する選択性
が、アクセサリータンパク質の生物種によって異なることが分かった。極長鎖 GM3 はマウス
TLR4/MD-2 に対しても活性化促進効果を示した。一方、長鎖 GM3 は、ヒト TLR4/MD-2 に対して
抑制効果を示すが、マウス TLR4/MD-2 に対しては弱い活性化促進効果を示した。マウス TLR4
とヒト MD-2 によるキメラ複合体に対しては、長鎖 GM3 は抑制効果を示した。このことから、MD-2
が GM3 の脂質（セラミド）構造を認識していることが示唆された。また、部位特異的アミノ酸
置換による変異体解析によって、極長鎖 GM3 の作用発現に関わる TLR4 細胞外ドメイン側のアミ
ノ酸を探索した。その結果、LPS の酸性糖鎖構造の認識に関与することが示唆されていた塩基
性アミノ酸のいくつかは、GM3 の作用発現に寄与していることがわかった。GM3 糖鎖構造にも酸
性のシアル酸が存在していることから、TLR4 によって GM3 の糖鎖構造が認識される可能性が考
えられた。以上の結果から、ガングリオシド GM3 が TLR4 細胞外ドメインとアクセサリータンパ
ク質 MD-2 からなる複合体に対して直接的に作用する可能性が得られた。(3) 生細胞内における
発光イメージング手法を用いて、ガングリオシドによる TLR4 複合体の会合状態の変化を検出し
た。その結果、異なるアシル鎖構造のガングリオシドの作用によって、TLR4 の会合状態が遷移
している可能性が得られた。 
 次年度は、次の成果を得た。(1) これまでの結果をまとめ、論文の作成および投稿を行った。
とくに、昨年度までに得られた GM3 ガングリオシドのアシル鎖構造に応じた TLR4 活性化の分子
メカニズムについて、論文化を行った。(2) また、肥満・糖尿病の疾患モデルマウスや、野生
型および GM3 合成酵素ノックアウトマウスを用いて、生体内や組織中における GM3 ガングリオ
シドの生理機能解析や、異なるアシル鎖の GM3 ガングリオシドが産生されるメカニズムの解析
についても着手した。(3) 加えて、疾患モデルマウスを作成する過程において、GM3 ガングリ
オシド以外にも、メタボリックシンドロームに関連した慢性炎症（糖尿病性腎症）の発症に関
与するスフィンゴ糖脂質分子種としてグロボ系スフィンゴ糖脂質 Gb3 を見出し、これが
TLR4/MD-2 複合体を標的としていることを見出した。この内容についても、論文の作成、投稿
を行った。 
 最終年度では、投稿した論文について、査読上で必要とされた追加実験を中心にして本課題
を遂行し、以下の成果を得た。(1) GM3 によって TLR4 が活性化を受けた場合のシグナル伝達様
式を解析するため、TLR4 下流における種々の転写因子（NF-κB, AP-1, IRF3）に対応したルシ
フェラーゼレポーターアッセイを行った。活性化レベルの比較を行い、それぞれのシグナル伝
達経路がどの程度の活性化制御を受けているのかを明らかにすることができた。極長鎖 GM3 に



よって、すべての経路の活性化が亢進していたが、NF-κB および AP-1 が比較的大きな影響を
受けていた。(2) GM3 分子種と TLR4/MD-2 複合体の結合様式を予測するため、大まかな計算シ
ミュレーション（rigid-rigid docking）を行った。その結果、GM3 分子種のアシル鎖構造の違
い（長鎖、極長鎖）に応じた異なる結合様式が示唆された。極長鎖 GM3 については、ヒト・マ
ウスTLR4/MD-2に共通のアゴニストであるLPSおよびLipid-Aに類似した結合様式が予測され、
一方で、長鎖 GM3 については、ヒト TLR4/MD-2 のアンタゴニストである Lipid-IVa に類似した
結合様式が予測された。これらの結果から、異なるアシル鎖構造をもつ極長鎖 GM3 と長鎖 GM3
が、それぞれ TLR4 活性化を促進または抑制する分子構造学的要因が示唆された。 
 以上を総括すると、本課題の遂行によって、血清中や脂肪組織中のガングリオシド GM3 によ
る自然免疫応答・慢性炎症の制御メカニズムの一端を明らかにすることができたと考えられる。
研究立案時には想定していなかった知見や作業仮説を新たに得ることもでき、それらを課題遂
行に反映することができた。上記の研究成果については、国内外における学会発表や、学術論
文として発表を行うことができた。 
 今後の展開として、より高度なイメージング手法や相互作用解析法の検討を継続することに
より、GM3 による TLR4 制御状態がより詳細に明らかになると考えられる。また、引き続き疾患
モデルマウスを用いた GM3 発現メカニズム解析や GM3 投与による疾患制御法の検討を進めるこ
とによって、本課題の成果を医薬開発へとつなげるための成果が得られると考えられる。 
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