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研究成果の概要（和文）：GM2/GD2合成酵素遺伝子およびGD3合成酵素遺伝子欠損（DKO）マウスの腸管上皮細胞では成
体マウスで主要とされるGA1を欠損し、GM3やLacCer、スルファチドの発現が認められた。また、DKOマウスではコレス
テロールやGalectin-4などの脂質ミクロドメイン（ラフト）集積分子がラフトから乖離していた。さらにDKOマウスで
は脂肪酸輸送体のラフト局在が変化し、脂肪酸吸収能が低下していた。これらの結果から、正常なラフトの構造や機能
を保持するために適切なGSL組成が必須であり、GSLsがラフトを介した脂質吸収に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Double knockout (DKO) mice of GM2/GD2 synthase and GD3 synthase lacked all 
ganglio-series gangliosides including asialo-series, except GM3, despite the fact that composition of 
glycosphingolipids (GSLs) in small intestine of wild type (WT) mice was converted from GM3, GM1 and GD1a 
to GA1 during sucking-to-weanling transition. Analysis of fractionated membrane extracts revealed that 
fundamental molecules including cholesterol and galectin-4 dispersed from the GEM/rafts in the DKO mice. 
As for floating patterns of lipid-binding proteins, levels of raft-associated FAT/CD36 and FATP4 were 
significantly decreased in the DKO mice, while these molecules appeared in both raft and non-raft 
fractions in the wild type mice. Isolated enterocytes from the DKO mice showed significantly reduced 
fatty acid uptake. These results strongly suggested that proper composition of GSL is critical to 
regulate architecture and functions of GEM/rafts, and fatty acid uptake via these microdomains.

研究分野：生化学

キーワード： ガングリオシド　脂肪酸吸収　脂質ラフト
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 スフィンゴ糖脂質（GSLs）は細胞膜脂質ミ
クロドメイン（ラフト）の主要構成成分であ
り、細胞膜を介したシグナル伝達調節に深く
関与している。多くの研究から GSLs はラフ
トを介して種々の細胞機能を調節すること
が報告されており、糖鎖変異が癌や神経疾患、
感染症などの成因に関与することも明らか
となってきた。これらの事実は、正常な生体
機能を発揮する上で質的・量的に適切な糖鎖
構造を保持することが重要であることを強
く示唆している。一方、マウス腸管上皮細胞
においては、主要 GSLsが離乳期を境に GM3
から GA1へとダイナミックに変換されること
が明らかにされているが、その生理的意義は
不明である。 
 小腸吸収性上皮細胞には種々の輸送体タ
ンパク質が発現し栄養素の選択的な吸収が
行なわれている。脂肪細胞や筋細胞において
はこれまで様々な研究によりラフトを介し
た栄養素輸送体の作用メカニズムが明らか
にされてきたが、腸管上皮細胞のラフト機能
に関する知見はあまり多くない。近年、栄養
素の細胞内取り込みにおいてラフト構造の
重要性が示唆されており、ラフトを介した消
化・吸収機能の詳細な分子メカニズムや
GSLs によるラフト機能調節メカニズムを解
明していくことが喫緊の課題であると考え
られた。 
 
２．研究の目的 
 我々が解析を進めてきたGM2/GD2合成酵素
遺伝子およびGD3合成酵素遺伝子のダブルノ
ックアウト（DKO）マウスでは種々の神経症
状を呈することが確認され、糖脂質の変異が
ラフトの構造崩壊および機能障害を惹起す
ることが示唆された。さらに、本 DKO マウス
では、特に離乳期直後において著しい発育不
良を示し、栄養障害に起因すると思われる突
然死を頻発する。本 DKO マウスでは酸性スフ
ィンゴ糖脂質（ガングリオシド）として最も
単純な構造である GM3 までしか合成できず、
成体マウスの小腸で主要とされるGA1を欠損
していることが予測される。糖鎖改変マウス
は脂質ラフトを介した腸管上皮細胞機能を
解析する上で極めて有用な生体モデルであ
り、新たな消化吸収メカニズムの検討が可能
である。したがって、本研究では、糖鎖改変
マウスを用いて腸管上皮細胞機能調節にお
ける GSLs の具体的な役割とその作用メカニ
ズムを検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) GM2/GD2 合成酵素遺伝子および GD3 合成
酵素遺伝子欠損に伴う小腸のGSL組成とラフ
ト構成分子の変化について以下の検討を行
なった。 
①離乳前（2 週齢）および離乳後（4 週齢）
の DKO マウス小腸から GSLs を抽出し、TLC 法
を用いて発現 GSLs の変化を野生型（WT）マ

ウスと比較した。 
②小腸から絨毛部（成熟上皮細胞）、crypt 部
（未分化細胞およびパネート細胞）、および
間葉系細胞層を分離し、それぞれの細胞層か
らショ糖密度勾配法により脂質ラフト分画
を調製した。調整した脂質ラフト分画を用い
て、各分画におけるコレステロール濃度やラ
フト構成分子群の floating パターンを検討
した。 
 
(2) DKO マウス小腸における栄養素輸送体の
発現変化と脂肪酸取り込み能について検討
した。 
①離乳後（４週齢）のマウスを用いて十二指
腸、空腸、および回腸から絨毛部腸管上皮細
胞を単離し、グルコース輸送体（GLUT、SGLT）、
アミノ酸輸送体（SLC）のサブタイプや脂肪
酸輸送体（FABP、FAT、FATP）およびコレス
テロール輸送体（SRB1）などの発現変化をリ
アルタイムRT-PCR法により検討した。また、
離乳前（２週齢）のマウスを用いて同様の検
討を行なった。 
②腸管上皮細胞から調整した脂質ラフト分
画を用いて、脂肪酸輸送体の floating パタ
ーンを検討した。 
③空腸から単離した腸管上皮細胞に蛍光標
識した脂肪酸アナログを添加し、脂肪酸の取
り込み能を WT マウスと DKO マウスで比較検
討した。 
④離乳直後の若齢マウス（4 週齢）を用いて
１５週間の高脂肪食負荷実験を行ない、GSLs
変異の影響を検討した。 
 
(3)DKO マウス小腸における組織形態学的異
常について HE 染色により検討した。また、
構成上皮細胞に特異的な染色法（マーカー分
子抗体を用いた免疫染色、ムコ多糖染色な
ど）を用いて、それぞれの細胞（吸収性上皮
細胞、腸管内分泌細胞、杯細胞、パネート細
胞）の数や分布の異常の有無についても検討
を加えた。 
 
(4) crypt 部未分化細胞における GSLs変異の
影響を検討した。 
①crypt に焦点をあて、幹細胞の増殖状態（増
殖マーカーKi-67 抗体による免疫染色）やア
ポトーシス状態（TUNEL 染色）について組織
形態学的に検討した． 
②小腸上皮よりcrypt部の細胞を分離採取し、
ウエスタンブロッティングおよびリアルタ
イム RT-PCR 法を用いて増殖関連分子の発現
レベルを WT マウスと DKO マウスで比較検討
した。 
 
４．研究成果 
(1) DKOマウス小腸におけるGSLs発現パター
ンとラフト構成分子の変化 
①小腸における GSLs の発現を TLC 法により
解析した結果、先行報告と同様に、WT マウス
では離乳に伴って主要GSLsが酸性GSLs（GM3、



GM1、GD1a）から GA1 や fucosyl-GA1 に移行
することが確認された。一方、DKO マウスで
は GM2/GD2 合成酵素遺伝子と GD3合成酵素遺
伝子の欠損に伴って GM3 以降の酸性 GSLs を
欠失していたが、離乳後においては、GM3 よ
りもむしろその前駆構造である LacCer やス
ルファチドの発現が顕著であった。 
②小腸の絨毛部、crypt 部、および間葉系細
胞層から調整したラフト脂質ラフト分画を
用いて、マーカー分子の floating パターン
を WT マウスと DKO マウスで比較した結果、
いずれの部位においても Flotillin1 や
Caveolin1 の floating パターンに差異は認
められなかった。しかし、DKO マウスでは絨
毛部においてラフト常在分子のひとつであ
るGalectin4のラフト局在が著しく低下して
いた（図１）。 
③絨毛部上皮細胞より調整した脂質ラフト

分画を用いて各分画におけるコレステロー
ル濃度を WT マウスと DKO マウスで比較検討
した結果、DKO マウスではラフト分画のコレ
ステロール濃度が著しく低下していた（図
２）。 
 

 以上の結果から、DKO マウス小腸では糖鎖
変異に伴ってコレステロールやGalectin4が
ラフトから離散し、正常なラフト構成を欠損
していることが示唆された。 
 
(2) DKO マウス小腸における栄養素輸送体の
発現変化と脂肪酸取り込み能 
①４週齢のマウスでは、空腸において脂肪酸
輸送体 FAT/CD36、脂肪酸輸送タンパク質
FATP4、および脂肪酸結合タンパク質 FABP2

の発現量は WT マウスに比較して DKO マウス
で顕著に減少していたが、MTP や ApoB の発現
量については顕著な差異は認められなかっ
た。コレステロール輸送関連分子の発現量に
ついても顕著な差異は認められなかった。一
方、アミノ酸輸送体発現量は DKO マウスで減
少していたが、糖輸送体 SGUT1 は DKO マウス
で発現が増大していた。２週齢のマウスでは
いずれの栄養素輸送関連分子の発現レベル
も DKO マウスと WT マウスとで差異は認めら
れなかった。 
②脂肪細胞などにおいて、脂肪酸輸送体
FAT/CD36 がラフトを介して脂肪酸の細胞内
取り込みに寄与することが報告されている
が、腸管上皮細胞における知見はほとんどな
い。脂質輸送関連分子のラフト局在を検討し
た結果、WT マウスの腸管上皮細胞においては、
FAT/CD36やFATP4がラフトにも局在すること
が明らかとなった。一方、DKO マウスでは、
これらの分子のラフトでの発現量が著しく
減少していた（図３）。 
③単離した腸管上皮細胞を用いて脂肪酸の

取り込み能を検討した結果、WT マウスに比較
してDKOマウスでは脂肪酸取り込み能が低下
していた。 
 
 以上の結果から、腸管上皮細胞において脂
肪酸輸送体である FAT/CD36 や FATP4 がラフ
トに局在すること、および糖鎖変異に伴って
これらの分子がラフトから乖離することが
初めて明らかとなり、GSLs がこれらの分子の
機能調節に関与する可能性が示唆された。 
 
④高脂肪食負荷実験を実施した結果、WTマウ
スと同様にDKOマウスにおいても高脂肪食負
荷による体重増加は認められたが、その応答
は WT マウスよりも遅延して現れることを示
した。腸管上皮細胞における脂質輸送関連分
子の mRNA 発現変化を検討した結果、WT マウ
スでは高脂肪食負荷に伴って脂肪酸輸送体
FAT/CD36 の発現レベルが増大した。DKO マウ
スにおいては、高脂肪食負荷によって
FAT/CD36 に加えて脂肪酸輸送タンパク質
FATP4 や脂肪酸結合タンパク質 FABP1、およ
び FABP2 の発現レベルが増加したが、通常食
ではこれらの分子の発現量は WT マウスに比



べて低下していた。 
 これらの結果から、腸管上皮細胞において、
GSLs は食餌性脂質に対する感受性を調節す
ることで脂質吸収を制御している可能性が
考えられた。 
 
(3)DKO マウス小腸における組織形態学的異
常の検討 
① HE 染色により小腸の組織形態学的な検討
を行なった結果、DKO マウスでは WT マウスに
比較して絨毛部の長さが 20％ほど長く、細胞
数も 27%ほど多く存在していた。一方、crypt
部では細胞数の顕著な差異は認められなか
った。 
②杯細胞を同定するためにPAS染色およびア
ルシアンブルー染色を行なった結果、十二指
腸、空腸部、および回腸部のいずれにおいて
も DKO マウスと WT マウスとで陽性細胞の数
や分布の差異は認められなかった。 
③内分泌細胞を同定するために抗クロモグ
ラニンA抗体を用いた免疫染色を行なった結
果、十二指腸、空腸部、および回腸部のいず
れにおいても DKO マウスと WT マウスとで陽
性細胞の数や分布の差異は認められなかっ
た。 
④パネート細胞を同定するために抗リゾチ
ウム抗体を用いた免疫染色を行なった結果、
十二指腸、空腸部、および回腸部のいずれに
おいても DKO マウスでは WT マウスより陽性
細胞の数が多く、crypt の基底部にまで分布
していた。また、crypt 部より単離した細胞
を用いてウェスタンブロッティングを行な
った結果、DKO マウスにおいてリゾチウムの
発現増大が確認された。 
 
(4) crypt 部未分化細胞における GSLs変異の
影響 
①増殖マーカー分子である PCNA や Ki-67 を
標的とした免疫染色の結果、DKO マウスにお
いてcrypt部での陽性細胞数が有意に増加し
ており、増殖が亢進していることが示唆され
た。一方、アポトーシスの亢進は確認されな
かった。 
②crypt 部上皮細胞を単離し、腸管幹細胞マ
ーカー分子や種々の受容体の発現レベルを
検討した。その結果、DKO マウスにおいて Wnt 
受容体(Frizzled)や Wnt 標的分子（Ascl2 及
び Sox9）の発現亢進を認めた。 
 
 以上の結果より、糖鎖変異に伴い Wnt シグ
ナルが増強されて未分化細胞の増殖が亢進
したことが示唆され、糖脂質糖鎖は腸管上皮
未分化細胞の増殖調節に関与するという新
たな生体内機能が明らかとなった。 
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