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研究成果の概要（和文）：細胞膜上に発現している酸性糖脂質、ガングリオシドは神経系に高発

現し、神経の発生や維持に寄与している。本研究では、神経組織を構成する細胞の一つである

グリア細胞（神経細胞を保護、維持する細胞）にもガングリオシドが発現することを明らかに

した。また、ガングリオシドが欠損したマウスのグリア細胞は脳内で異常な活性上昇を示し、

ガングリオシド欠損グリア細胞で炎症因子であるサイトカインに対する感受性が亢進している

ことを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Gangliosides (acidic glycosphingolipids) expressed on the plasma 
membrane are highly expressed in nerve tissues of vertebrates, and are involved in their 
development and functions. Our study clarified that glial cells components of nerve 
tissues, also express gangliosides on the plasma membrane, and glial cells in 
gangliosides-deficient mice were abnormally activated in the brain and enhanced 
sensitivity for inflammatory cytokines.  
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１．研究開始当初の背景 

 ガングリオシドは脊椎動物の神経系組織に

多く発現していることから神経組織の発生と

機能に深く関与していると考えられている。

ヒトでは、ガングリオシド欠損による幼児性

癲癇と多発性の興奮性神経異常を示す症例が

報告された。しかし、ガングリオシド欠損に

よる神経変性の機序は不明であった。 

 我々はGM2/GD2 合成酵素とGD3 合成酵素が

欠損し、GM3 以外のガングリオシドが消失し

たダブルノックアウト(DKO)マウスを作成し

解析してきた。DKOマウスは、12 週齢過ぎか

ら突然死を起こし、また若齢期から神経変性

が現れた。さらに、加齢に伴う歩行異常やプ

ルキンエ細胞の脱落が認められた。小脳内で

補体活性の亢進に伴いTNFα, IL-1α, IL-1

β などの炎症性サイトカインが増加し、過剰

な炎症が惹起されたことが、神経変性の要因

と考えられた。DKO マウスの小脳組織では、
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アストロサイトやミクログリアの著しい増生

が確認され、炎症性因子の過剰発現は、この

増生グリア細胞に由来することが示唆された。

興味深いことに、DKO マウスに補体C3 欠損マ

ウスを交配させたTKO マウスでは、補体活性

化や炎症性サイトカインの顕著な低下が認め

られ、炎症症状が顕著に減弱したが、アスト

ロサイトの増生は亢進したままであった。こ

れは、ガングリオシド欠損がグリア細胞の異

常活性化を惹起したためと考えられ、ガング

リオシド欠損に起因した補体非依存性のグリ

ア増殖・活性化メカニズムが存在することを

示唆している。 

 

２．研究の目的 

 アストロサイトやミクログリアは中枢神

経系における炎症反応の中心的な役割を担

っており、その活性化により炎症性サイトカ

インを放出し、また活性化ミクログリアは貪

食細胞として機能する。アストロサイトは正

常時には中枢神経組織の支持細胞として、エ

ネルギー供給や blood-brain-barrier(BBB)

の構築など様々な機能を果たすが、炎症が惹

起されると反応性アストロサイトに分化し、

神経損傷部位の修復を行う一方、過度なグリ

オーシスによる神経伸長の阻害や、炎症サイ

トカインの放出による過剰炎症及び神経変

性を誘発する。また、グリア細胞はアルツハ

イマー病などの神経変性疾患でも増生して

おり、様々な神経変性に深く関与していると

考えられる。そこで、我々は、ガングリオシ

ド欠損によって惹起されるグリア細胞の性

状の異常や活性化機構を解明し、神経炎症と

神経変性の新たな機序を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 グリア細胞におけるガングリオシドの分

別的役割を明らかにするため、ガングリオシ

ド欠損アストロサイト、ミクログリアを用い

て、ガングリオシド欠損によって惹起される

グリア細胞の性状の異常や活性化機構を検

討する。そのために、下記の検討を行う。 

⑴ ガングリオシド欠損マウスから初代培養

アストロサイトとミクログリアを樹立し、グ

リア細胞におけるガングリオシドprolifeを

明らかにする。 

⑵ ガングリオシド欠損に起因するアストロ

サイトとミクログリアの活性化の機序を解明

するため、野生型（WT）及びガングリオシド

欠損マウスの脳組織切片を用いて、細胞膜構

造の変化に基づく異常活性・増殖の検討を行

う。さらに初代培養細胞を用いて、定常状態

におけるガングリオシド欠損グリア細胞の増

殖能や炎症性・抑制性サイトカインの発現レ

ベルの変化をWTのグリア細胞と比較検討する。

また、サイトカインに対する感受性がガング

リオシド欠損によって亢進するかを明らかに

するため、炎症性サイトカイン(IL-6)刺激下

におけるガングリオシド欠損グリア細胞の形

態変化やサイトカインの発現を検討し、サイ

トカインに対する受容体の発現と機能および

細胞膜局在変化等を検討する。 

⑶ ガングリオシド欠損アストロサイトの異

常により BBBの構築に変化が起きていること

を検討するため、エバンスブルー法などを行

い、試薬の BBB漏出を検討する。これにより、

ガングリオシド欠損アストロサイトに起因

する BBBの崩壊と炎症反応への関与を明らか

にする。 

⑷ ガングリオシド欠損アストロサイトやミ

クログリアよる神経変性を検討するため、初

代培養アストロサイトとミクログリアを WT

およびガングリオシド欠損マウスの神経細

胞と共培養し、神経細胞の変化を細胞形態や

数によって確認する。ニューロンに対するト

キシックな作用が見られたら、その原因因子



を抗体ブロックなどにより究明する。 

 以上により、ガングリオシド欠損による炎

症反応及び神経変性機構を明らかにする。 

 

４．研究成果 

⑴ ガングリオシド欠損グリア細胞の性状解

析のため、生後 0 日の WT 及び、ガングリオ

シド欠損マウス(GD3 合成酵素ノックアウト

(KO)マウス、GM2/GD2 合成酵素 KO マウス、両

者の DKO マウス)脳から初代培養アストロサ

イトとミクログリアを樹立した。また、上記

マウス初代培養アストロサイトのガングリ

オシド prolife を明らかにするため、各ガン

グリオシド抗体を用いて flow cytometry を

行った結果、野生型アストロサイトにはニュ

ーロンと同様に主に GM1, GD1a, GD1b, GT1b

が高発現し、これらのガングリオシドは合成

酵素を欠損させることにより消失した。アス

トロサイトにはガングリオシドが高発現し

ており、欠損マウスではこれらのガングリオ

シドが欠失する事によりアストロサイトの

性状に異常が引き起こされることが示唆さ

れた。 

⑵ WT及びガングリオシド欠損マウスの脳組

織切片を用いて、細胞膜構造の変化に基づく

異常活性・増殖の検討を行った結果、ガング

リオシド欠損マウス脳ではGFAP陽性アストロ

サイトが顕著に増加した。また、ミクログリ

ア全体の検出はIba1で明瞭に可能であったが、

DKOマウスにおいて明らかに強く染色された。

また、M1ミクログリアのマーカーである抗

iNOS抗体で染色した結果、多くのミクログリ

アが抗iNOS抗体で染色された。一方、M2マー

カーであるアルギナーゼ１抗体での染色は、

脳組織全体が軽度に染色され、現在、再検討

中である。 

 初代培養アストロサイトを用いて、GD3合成

酵素KO、GM2/GD2合成酵素KOアストロサイトの

平常状態における増殖能を検討した結果、野

生型マウスと比べ大きな違いが見られなかっ

た。また、WTとGD3合成酵素KO、GM2/GD2合成

酵素KOアストロサイト、ミクログリアの炎症

性・抑制性サイトカイン(TNFα, IL-1α, IL-1

β,IL-6, IL-10)の発現レベルをreal time 

RT-PCRにて比較検討した結果、IL-6の発現レ

ベルが、WTに比べGD3合成酵素KOアストロサイ

トで亢進していた。また、WT及びGM2/GD2合成

酵素KOアストロサイトを炎症性サイトカイン

(IL-6)で刺激した結果、WTに比べ、GM2/GD2

合成酵素KOアストロサイトでは炎症性サイト

カインの発現が顕著に亢進した。さらに、

GM2/GD2合成酵素KOアストロサイトでは抗炎

症因子SOCS3の発現低下が認められた。また、

GM2/GD2合成酵素KOミクログリアではこのよ

うな変化は認められなかった。以上の結果は、

ガングリオシドがアストロサイトにおける炎

症性サイトカインへの反応を制御しているこ

とを示唆している。今後、ガングリオシドの

変化がグリア細胞のシグナル伝達にどのよう

に影響するかを検討していく予定である。 

⑶ GD3 合成酵素 KO マウス、GM2/GD2 合成酵

素 KO マウス、DKO マウスの BBB 構築に変化が

起きていることを検討するため、エバンスブ

ルー法の条件検討を行った。WT マウスに LPS

を腹腔投与した後、エバンスブルー溶液を尾

静脈注射し、脳への浸透を吸光度にて確認し

た結果、LPS を投与したマウス脳においてエ

バンスブルー溶液の浸透が顕著に確認でき

た。今後、上記方法によって決定した条件を

用いて、ガングリオシド欠損マウス BBB の構

築異常を検討する。現在、各週齢マウスを準

備中である。 

(4)ガングリオシド欠損により活性化したグ

リア細胞がいかに炎症そして神経変性を惹起

するかを解明するため、WTマウス由来のニュ

ーロンに対するWT, DKO 初代培養グリアの作



用を検討すべく、ニューロンの初代培養技術

を、宮崎大学医学部の高宮考悟研究室に赴い

て習得した。現在、ガングリオシド欠損マウ

ス脳を用いて検討を開始した。 

 これらの所見を総合して、ガングリオシド

欠損グリア細胞は明らかに機能異常が認めら

れた。また、現在ガングリオシド欠損によっ

て惹起されるグリア細胞内のシグナル伝達や、

細胞間シグナル伝達の異常の詳細な解析が進

行中である。 
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