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研究成果の概要（和文）： LPSで誘導されるスフィンゴ糖脂質の生体防御機能と作用機構を解析した。とくに細胞膜に
おけるグロボ系糖脂質のLPSによる細胞障害に対する抑制機能につき、LPS受容体とGb4の結合特異性と相互作用を解析
し新規の糖脂質機能の解明をめざした。Gb4のTLR-4/MD2への特異的結合と、LPSシグナルの抑制作用が示された。また
、Gb4の中で、飽和脂肪酸含有セラミドから成る分子のみがTLR-4/MD2に結合したことから、免疫細胞染色や膜分子の分
画の結果と共に、その結合が脂質ラフトで起こることが示唆された。LPS注入マウスへのGb4の投与でエンドトキシンシ
ョックの軽減が見られ、治療応用の可能性が示された。

研究成果の概要（英文）： Bioprotective functions and action mechanisms of glycosphingolipids induced by LP
S were analyzed. In particular, demonstration of novel functions of glycolipids was aimed by analyzing bin
ding specificity and interaction between LPS receptors and Gb4 with focus on the suppressive function of g
lobo-series glycolipids to LPS cytotoxicity. Specific binding of Gb4 to TLR-4/MD2 and the suppression of L
PS signals with Gb4 were observed. The fact that only Gb4 with saturated forms of fatty acids bound to TLR
-4/MD2 as well as results of immunocytochemistry and of fractionation of membrane molecules suggested that
 the binding occurred in lipid rafts. Administration of Gb4 into LPS-injected mice could restore them from
 endotoxin shock, suggesting the possibility of therapeutic application of Gb4 in the clinical fields.
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１．研究開始当初の背景 
 細菌感染は人類史の中で常に最大の重要

課題であったが、抗生物質の普及によりそ

の一般的脅威は大きく減少した。しかし、

新興の薬剤耐性菌の出現、慢性および急性

の免疫不全状態における細菌感染など、新

たな事態への有効な対処法が常に要求され

る。とりわけグラム陰性桿菌によるエンド

ドキシンショックは、患者の生命を一気に

奪うことが多く、臨床上の深刻な脅威であ

り続けているが、その根本治療の開発はほ

とんど進展していない。本研究で提案する、

グロボ系糖脂質の治療応用は、手詰まり状

態のエンドトキシンショックの治療に光を

あてる「晴天の霹靂」的な発見となる可能

性が高い。 

 一方、スフィンゴ糖脂質は主に細胞膜表

面に発現し、脂質ラフトと呼ばれるミクロ

ドメインにおいて様々なイベントの調節に

働く。グロボ系糖脂質では、Gb3 が病原性

大腸菌 O157 のベロ毒素の受容体であるこ

と以外、明確な機能は不明である。私たち

はグロボ系糖脂質を欠損する Gb3/CD77 合

成酵素（A4galt）ノックアウト（KO）マウ

スを作成し、その役割を解析してきた。そ

の中で、A4galt KO マウスでは LPS の２度

注入によるアナフィラキシーショック死が

著明に起こり、同時に、KO 由来の血管内皮

細胞で LPS シグナルの著明な亢進が見られ

た。そこで、グロボ系糖脂質が LPS とその

受容体である TLR4 複合体との結合を競合

的に阻害する可能性を考えた。なぜなら、

TLR4 とともに LPS 受容体を形成する MD-2

は、MD-2-related lipid-recognition（ML）

タンパク質として種々の脂質との結合が知

られていると同時に、ML タンパク質の一員

である GM2 分解酵素の中の b-Hex-ase 

activating protein との立体構造の類似

性が認められたため、MD-2 とグロボ系糖脂

質との特異的結合を想定し、以下の実験を

行った。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、LPS 刺激により発現誘導

されるスフィンゴ糖脂質の生体防御機能

と作用機構を解明する。とくに細胞膜表

面におけるグロボ系糖脂質の LPS による

細胞障害に対する抑制的機能について、

LPS 受容体複合体と、糖鎖とセラミドか

ら形成される両親媒性構造との結合特異

性と相互作用に焦点をあて、全く新規の

糖脂質機能の解明をめざす。 

 本研究の達成により、内因性のリガン

ド分子がほとんど不明である糖脂質糖鎖

の特異的結合タンパク質を世界で初めて

同定し、その生体防御における重要性を

明らかにすると同時に、その治療応用の

可能性が明らかになる、画期的な研究で

ある。 

 

３．研究の方法 

 グロボ系糖脂質の、LPS 毒性の抑制およ

び LPS 刺激によるシグナルの制御機能を

解析するために、グロボ系糖脂質を欠損

する Gb3/CD77 合成酵素（A4galt）の KO

マウスおよびそれらに由来する血管内皮

初代培養細胞を用いた分子生物学的、生

化学的、病理学的な検討を行う。とくに、

LPS 受容体である TLR-4/MD2 複合体に対

するグロボ系糖脂質の結合特異性と結合

様式とについて焦点化した様々な検討を

行い、A4galt 欠損マウスと野生型マウス

間の、注入 LPS への感受性の差異のメカ

ニズムを明らかにする。さらに、糖脂質

の動物への投与による LPS 毒性の中和作

用を検討し、グロボ系糖脂質のエンドト

キシンショック予防と治療における有効

性を検討して、その治療応用の可能性を

明らかにする。 

（1）グロボ系糖脂質の LPS 刺激に対する



生体反応での役割を解析するために、

グロボ系糖脂質を欠損するA4galのKO

マウス由来の血管内皮初代培養細胞

を用いた解析を行う。 

① 血管内皮初代培養細胞の LPS 刺激

時の、シグナル、遺伝子発現の比較

検討。 

② 血管内皮初代培養細胞への糖鎖合

成酵素遺伝子群の再導入時の反応

性回復の検討。 

③ グ ロ ボ 系 糖 鎖 合 成 酵 素

silencingLPS シグナルに与える効

果の比較検討。 

（2） LPS を注入されたマウスの LPS 感受

性を、A4galt 欠損マウスと野生型で

比較し、糖脂質の注入による LPS 毒性

の中和作用と治療応用の可能性を探

る。 

① A4galt KO マウスへの LPS 投与に

対する感受性につき比較検討を行

う。 

(3)糖脂質のLPS受容体複合体への結合の

検討を行い、LPS-LPS 受容体間の相互

作用の阻害と機構を解明する。 

  ①初代培養血管内皮細胞の糖鎖改変

による LPS の結合実験：TLR-4/MD2

への糖脂質の結合を、複合体の共沈

降、Native-PAGE、SPR により検討。  

（4）TLR-4/MD2 に対する糖脂質の結合の

カイネテイクスと特異性の解析。 

 ① TLR-4/MD2 に対する糖脂質の結合機

構の解明のために、複合体の結晶解

析を試みる。 

（5） 糖脂質単分子とクラスター及び

TLR-4/MD2 に対する糖脂質の結合のイ

メージング解析。 

（6） EMARS（Enzyme-Mediated Activation 

of Radical Sources）反応により、

グロボ系糖脂質に会合する新規分子

の同定を試みる。 

（7）臨床応用に向けたグロボ系糖脂質の

機能の検証を行う。 

 ① LPS 結合の in vitro の阻害実験を行

い、結合特異性を明らかにする。  

 ②種々の糖脂質の前投与の LPS 毒性軽

減効果を比較検討する。 

 ③ LPS 注入後の糖脂質投与の効果を比

較検討し、治療応用の可能性を検討す

る。 

 

４．研究成果 

 グロボ系統脂質の. LPS 毒性の抑制及

び LPS 刺激によるシグナル制御機能を解

析するために、グロボ系糖脂質を欠損す

る Gb3/CD77 合成酵素遺伝子（A4galt）ノ

ックアウト（KO）マウス及びそれに由来

する血管内皮初代培養細胞を用いた解析

を行った。とくに LPS 受容体、TLR4-MD2

複合体に対するグロボシドの結合特異性

について検討を行い、A4galt 欠損マウス

と野生型マウス間の、LPS への感受性の

メカニズムを明らかにした。具体的には、

LPS 刺激に対する生体反応でのグロボ系

糖脂質の役割を解析するために、グロボ

系糖脂質欠損 A4galt の KO マウス由来血

管内皮初代培養細胞を用いて、LPS 刺激

時のシグナル変化と遺伝子発現を比較検

討したところ、iNOS、TNFa、IL-6、NO 等

の発現レベルが亢進することが判明した。

さらに、血管内皮初代培養細胞への Gb3

合成酵素 cDNA を再導入時に、反応性の

回復が確認された。また、LPS 注入マウ

スの LPS 感受性を、KO マウスと野生型マ

ウス間で比較し、KO マウスでの感受性の

亢進を認めた。 

 次に、糖脂質の LPS 受容体複合体への

結合の検討のため、血管内皮初代培養細

胞の糖鎖改変による LPS の結合実験と

TLR－4/MD2 に対する糖脂質の結合実験を

行った。実際には、His-MD2 と糖脂質の



複合体の共沈降、及び Native-PAGE を行っ

た。さらに種々の糖脂質による結合阻害実

験を行い、結合特異性を明らかにした。こ

れらの成果をふまえて、TLR－4/MD2 に対す

る糖脂質の結合機構を解明するために、複

合体のドッキングモデルを構築して、セラ

ミド部分のみならず Gb4 の４糖部分が MD2

の疎水性 gap にはまり込んで結合すること

が示された。 

 さらに、Gb4 と TLR－4/MD2 との複合体の

細胞膜上での会合状態を、細胞免疫染色と

超遠心による脂質ラフトの分離により観察

した。LPS 刺激後 10-15 分後に、Gb4 と MD2

の膜近辺での共局在が示された。さらに

LPS 刺激後の血管内皮初代培養細胞の

Triton-X100 抽出物のショ糖密度勾配超遠

心分離による画分のイムノブロットにおい

て、刺激前には非ラフト画分にいた TLR-4

が、15 分後にはラフト画分に局在すること

が分かった。よって、この過程で、LPS が

Gb4 に置換される可能性が示唆された。Gb4

と TLR-4/MD2 間の親和性が LPS のそれに比

して低い点、この仮説の難点と思われるが、

糖脂質のクラスター効果が基盤になってい

ることが想定される。 

 Gb4 と TLR－4/MD2 との結合特異性につい

て 詳 細 を 明 ら か に す る た め に 、

MD2-FLAG-His-tag導入細胞から抗His抗体

に よ る 免 疫 沈 降 を 行 い 、 沈 降 物 の

TLC-immunostaining 及び mass 解析を行っ

た。その結果、Gb4 が特異的に沈降し、

LacCer や Gb3 は検出されなかった。また、

Gb4 の MS 解析では、d18:1 スフィンゴシン

に加えて、C:16、C:24 などの飽和型脂肪酸

含有セラミドのみが検出され、不飽和型脂

肪酸は検出されなかった。これらの事実は、

免疫細胞化学やラフト解析で示された、Gb4

と TLR-4/MD2 の結合が脂質ラフトで起こる、

という所見と一致するものと思われた。 

 EMARS 法の実施に向けて、現存の抗 Gb4

抗体の全てが IgM であるため、KO マウス

の免疫による IgG 型モノクローナル抗体

を試み、成功している。 

 Gb4 の、LPS 注入により惹起されるエン

ドトキシンショックへの治療効果をマウ

スを用いて検討した。D-GlcNAc 注入後に

LPS 投与したマウスに対して、４時間後

に Gb4 を投与したところ、Gb4 非投与マ

ウスでは 100%死亡したのに比して、Gb4

投与マウスでは 50%以上が生存すること

が判明した。よって、Gb4 投与が敗血症

の際のエンドトキシンショックに対して

治療効果があることが示唆された。 
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