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研究成果の概要（和文）：正常なガングリオシド構成を欠損している糖鎖変異マウスの脳組織に
おいては，加齢に伴ってラフト構成分子が非ラフト領域に移行しており，ラフト健常性の崩壊
が神経変性を助長している可能性が示唆された．また，本糖鎖変異マウスの中枢神経組織では
膜に局在する神経再生関連分子 Ninjurin2 の発現異常が認められたが，Ninjurin2 はラフトに
局在し細胞間接着や神経突起伸長に関与している可能性が示唆された． 
 
研究成果の概要（英文）：In the brain of the GM3 only mice that defected normal gangliosides 
composition, localization of lipid raft proteins shifted to non-raft region with aging. 
Ninjurin2, reported as one of the neuroregeneration-related molecules, was 
down-regulated in the GM3 only mice in central nervous system. Ninjurin2 localized at 
raft region and related to homophilic cell adhesion and increased neurite outgrowth. These 
date suggested that disturbance of raft compositions accelerate neurodegeneration in the 
GM3 only mice. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年，糖鎖構造異常と神経変性疾患とを関
連づける新たな知見が報告されており，その
分子機構の解明が重要な課題となっている．

我々が樹立し解析を進めている GM2/GD2合成
酵素遺伝子及び GD3合成酵素遺伝子ダブルノ
ックアウト（DKO）マウスはガングリオシド
として GM3 のみを発現しており，重篤な神経



症状や組織変性像を認める．我々は，本 DKO
マウス中枢神経組織における遺伝子発現プ
ロファイリングの結果から，神経変性関連遺
伝子である Ecel1の発現亢進が認められる一
方で，Ninjurin2 の発現は著明に低下してい
ることを明らかにした．これらの分子の発現
変化が神経変性を誘発・助長するのか，ある
いは，糖鎖欠損に伴う機能不全に対する代償
反応（再生や機能維持など）であるのかが問
題となってきた．これらの分子は，いずれも
膜貫通領域を有していることが報告されて
おり，細胞膜上に局在してその機能を発揮し
ていると考えられる． 
 一方，ガングリオシドは細胞膜ラフト上で
種々の受容体やシグナル分子と会合し，分化
や増殖，生存など重要なシグナルの調節に深
く関与していることが示されてきた．これま
での多くの研究から糖鎖変異に伴って種々
の受容体分子の局在やシグナル伝達が変化
することも報告されており，ラフト構造や機
能の異常と様々な病態との関連も示唆され
ている．今日，ラフトにおける糖脂質糖鎖に
よるシグナル調節の具体的なメカニズムの
解明が大きな研究課題となっている． 
 
２．研究の目的 
 本 DKO マウスはすべての複合型・b-系列ガ
ングリオシドを完全に欠損しているにも関
わらず，ある程度までは神経系の形成や機能
の遂行が可能である．その分子的背景には，
Ecel1 などの神経保護作用を有する分子を誘
導することによって糖鎖欠損に伴う機能不
全を補填している可能性が考えられる．しか
しその一方で，Ninjurin2 のように発現が抑
制され本来の機能が発揮されないことが障
害を加速させる一因となっているのかもし
れない．いずれにしても，これら神経再生関
連分子の発現調節，あるいはその作用機構に
ガングリオシド糖鎖が関わっていると予測
される．また，本 DKO マウスが示す神経系機
能異常の背景には，糖鎖変異に伴うラフト構
造や機能異常が関与している可能性が考え
られる．従って，本研究では，ガングリオシ
ド欠損に伴って発現が変化する膜局在神経
再生関連分子の生体内機能を解析すると共
に，糖鎖変異マウスのラフト構成分子の挙動
を明らかにし，中枢神経系機能調節における
ガングリシド糖鎖の役割を検討した． 
 
３．研究の方法 
(1) 神経再生関連分子（Ecel1，Ninjurin2）

の正常な発現プロファイルを検討した． 
① リアルタイムRT-PCRを用いた定量解析
を行ない，mRNA 発現の組織分布（全身）
や脳内局在を確認した． 

② in situ hybridization により神経組織
（中枢及び末梢）における mRNA の発現

細胞種を検討した． 
(2) DKO マウスの中枢神経系組織における神

経再生関連分子（Ecel1，Ninjurin2）の
発現変化について検討した．また，DKO マ
ウスにおける神経変性や行動異常との関
連性について検討を加えた． 

① リアルタイム RT-PCR により Ecel1 と
Ninjurin2 の発現について DKO マウスと
野生型との比較を行ない，糖鎖欠損に伴
う発現変化について検討した． 

② マーカー分子の免疫染色により DKO マ
ウス神経組織の形態異常を経時的に解
析した． 

(3) 神経系培養細胞株を用いて神経再生関連
分子（Ecel1，Ninjurin2）の過剰発現株
を構築し，in vitro での機能を検討した． 

① 免疫染色やショ糖密度勾配遠心法によ
り調製したラフト分画を用いたウエス
タンブロッティングにより細胞内局在
を検討した． 

② 過剰発現細胞株における形態変化や生
存能，増殖能を検討した． 

③ Ninjurin2 高発現株においてレチノイ
ン酸やdb-cAMP添加による神経突起伸長
誘導を行ない，神経系細胞における
Ninjurin2 の役割を検討した． 

(4) DKO マウスの中枢神経系組織を用いてシ
ョ糖密度勾配遠心法にてラフト分画を調
製し，ラフト局在分子の挙動を検討した． 
 

４．研究成果 
(1) Ninjurin2 及び Ecel1 の発現プロファイリ

ング 
① Ninjurin2や Ecel1の mRNA発現分布を検

討した結果，いずれの分子も神経系組織
特異的に発現していた． 

② Ninjurin2 は DKO マウスにおいて脊髄や
小脳に加えて，大脳皮質，線条体におい
ても発現が減少していた．また，脊髄に
おける発現減少は若齢（4 週齢以降）か
ら認められた． 

③ Ecel1 は DKO マウスの小脳で特異的に
mRNA の発現が増大しており，加齢に伴う
組織変性の増悪化に比例して顕著な発現
亢進を示した．さらにタンパクレベルで
の発現を検討した結果，未成熟型と成熟
型のバンドを検出したが，DKO マウスに
おいて成熟型 Ecel1 の発現量が減少して
いた．また，Ecel1 の一部はラフト分画
に分布していた 

(2) 神経再生関連分子 Ninjurin2 の機能解析 
① Ninjurin2 高発現株において，凝集能の

亢進が認められた．EGFP 導入 Ninjurin2
高発現細胞を用いて異種細胞との共培
養を行なったところ，凝集反応は
Ninjurin2 発現細胞同士で起こってお
り，Ninjurin2 が homophilic な細胞間



接着に関与することが示された．また，
CaやCaキレート剤を用いて凝集試験を
行ったところ，Ninjurin2 高発現株にお
ける凝集反応は Ca2+依存的であること
が示唆された． 

② Ninjurin2 高発現株においては，β-カ
テニンのリン酸化が亢進しており，上
記①の結果と合わせるとカドヘリン様
の接着様式を示すことが示唆された． 

③ 293T 細胞と Neuro2a との共培養系にお
いて，Ninjurin2 高発現株では生存能の
増加と突起伸長能の促進が確認された．
また，Neuro2a 単独培養においても，
Ninjurin2 高発現株ではレチノイン酸
誘導による突起伸長が促進された． 

④ ショ糖密度勾配法により分画した細胞
膜フラクションにおいて Ninjurin2 はラ
フトに局在していた． 

 以上の結果より，Ninjurin2 は細胞膜ラフ
トに局在して homophilic な細胞間接着に関
与するだけでなく，他の外部刺激による細胞
内シグナルの増大に関与し，生存や突起伸長
などの重要な役割を担っていることが示唆さ
れた． 
(3) 糖鎖変異マウスにおけるラフト集積分子

群の検討 
① 若齢 DKO マウスの全脳由来細胞膜ラフト

において，ラフト常在分子の局在異常は
確認されなかったが，刺激誘導性ラフト
局在神経栄養因子受容体（TrkB）の挙動
が野生型マウスと異なっていた． 

② DKO マウス小脳では，加齢に伴ってラフ
トマーカー分子や GPI アンカー型タンパ
ク質が非ラフト領域に移行していた．  

③ DKO マウスの小脳では，プルキンエ細胞
の脱落やグリオーシス，マイクログリア
の増生など著しい組織形態異常が認めら
れた． 

 以上の結果より，ラフト健常性の維持には
適切なガングリオシド組成が必須であり，特
に小脳においては，ラフトを介した神経機能
調節シグナル伝達にガングリオシドが深く
関与していることが示唆された．本 DKO マウ
スでは先行研究の結果より補体分子群の発
現亢進が顕著に認められるが，補体制御因子
である CD55（DAF）も非ラフト領域に移行し
ており，ガングリオシド欠損に伴う補体系シ
ステムの制御異常が神経変性の進行を助長
した可能性がある．今後，個々のシグナル伝
達機構におけるガングリオシド糖鎖の制御
メカニズムを詳細に検討することで，神経変
性疾患に対する治療応用の足がかりとなる
ことが期待される． 
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