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要　　　旨

神経組織に多く発現しているシアル酸を有するスフィンゴ糖脂質、ガングリオシドの神経系

における生理的機能について解析を行った結果、複合型ガングリオシドが神経機能の維持や修

復に必須であることが明らかになった。本研究では、神経系の機能や形態の維持・再生におけ

るガングリオシド糖鎖の役割とその分子メカニズムを明らかにする為に、野生型とガングリオ

シド糖鎖欠損マウスについて神経組織で発現レベルの異なる遺伝子群をDNAマイクロアレイ

により検索した。その結果、糖鎖欠損マウスにおいては炎症関連分子や補体系分子群の発現増

大が、また、ニューロン保護作用が報告されている分子Ninj2は著明な発現低下が認められた。

糖鎖欠損マウスは、病理学的には小脳のプルキンエ細胞の脱落やマイクログリアの増殖などの

異常が観察され、生化学的解析では、神経細胞膜raftの構造異常が示唆された。今後、遺伝

子発現に差異の認められる分子群の解析や、膜raftと構成糖脂質及びraft局在分子を解析す

ることにより、スフィンゴ糖脂質による神経機能制御の分子メカニズムを解明するための基盤

情報が得られるものと期待できる。
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膜raft

我が国においては、 21世紀に入り高齢者の健康

維持・増進が急務の課題である。加齢に伴い、ヒ

トは先ず、運動機能や感覚機能の変化により老化

を認識するが、これは脳や神経系の老化の現れで

ある。神経細胞の特徴は、 140億にのぼる細胞が

既に胎生期に分裂を終え、生後は分裂や新生する

機能をほとんど有しない点であり、ヒトの脳にお

いては、 40歳を過ぎると、数万個/日で細胞が死

滅していくと考えられている。一方、生体にはそ

の代償機能も備わっているが、この代償機能も加

齢とともに著しく低下することが示唆されている。

我々は、脊椎動物の脳神経系に多く発現してい

るシアル酸を有するスフィンゴ糖脂質、ガングリ

オシドの生理的機能を明らかにするために、ガン

グリオシド合成に働く種々の糖転移酵素遺伝子を

単離し、そのノックアウトマウスを樹立して解析

を行なってきた。神経系組織においてはGMl、

GDla、 GDlb、 GTlbなどの複雑な糖鎖構造を持

つ糖脂質がその大部分を占めているが(図1)、

これまでの我々の解析結果では、複合型ガングリ

オシドは少なくとも脳神経系の器官形成には必須

ではないが、神経機能の維持や修復に必須である

ことが示された1),2)。
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図1　スフィンゴ糖脂質合成経路

GM2/GD2合成酵素遺伝子ノックアウトにより複合型

ガングリオシド(青枠)が欠損し、 GD3合成酵素遺伝
子ノックアウトでb-シリーズガングリオシド(赤枠)

が欠損する。よって、これらの遺伝子のダブルノック

アウトでは、 GM3のみが残存する。 GMl、 GDla、

GDlb、 GTlb (太字)は成体脳神経における主要ガン

グリオシドである。

例えば,複合型ガングリオシド欠損マウス、

GM2/GD2合成酵素遺伝子ノックアウトマウス

(KOマウス)では、加齢に伴って、 ①歩行異常、

(塾末梢神経の伝達遅延とカリウムチャネルの局在

異常、 ③坐骨神経変性、 ④脊髄後角における神経

線維変性とアストログリア肥大、 ⑤小脳プルキン

エ細胞の脱落、などの神経変性とそれに続く変則

的な組織再構成像を認めたn-杭)。また、 GD3合

成酵素遺伝子ノックアウトによるb一系列ガングリ

オシド欠損マウスは、 ①熱、機械刺激に対する知

覚過敏、 ②舌下神経切断時における神経再生能の

低下などの神経機能異常を示した了一一・m。興味深い

ことに、これらのダブルノックアウト(DKO)

マウスでは、最も単純な糖鎖構造であるGM3以

外のガングリオシドを完全に消失しているが、発

現ガングリオシドがGM3のみであっても、脳神

経系組織の構築、出生および成長の基本的なプロ

セスがある時点までは進行可能である。しかし、

生後4過齢以降に突然死を頻発し、生存マウスに

おいても25週齢以降に重篤な難治性皮膚損傷を発

症する9J。さらに、幼若時より、 ①坐骨神経線維

および三叉神経線維の変性、 ②機械刺激に対する

反応低下、 ③運動機能、情動機能、記憶・学習機

能障害、 ④アセチルコリン受容体、セロトニン受

容体応答異常などの種々の神経症状を呈すること

を確認してきた。これらの結果は、神経系の発生

や分化においては、欠損したガングリオシドの機

能に対して残存しているガングリオシドによる代

償作用が一定度働くが、一方、神経細胞の健常な

4β

形態や機能の維持には、的確なガングリオシド組

成の保持が不可欠であることを示唆している。し

かし、ガングリオシド糖鎖欠損マウスにおける神

経変性および変性後の再構成のメカニズムは未だ

解明されていない。

本研究では、神経系機能および形態の維持・再

生におけるスフィンゴ糖脂質糖鎖の役割とその分

子メヵニズムの解明を目指している。これにより、

加齢に伴う神経系の老化機構の一端を明らかにす

ることが可能となり、老化予防への応用・発展が

期待される。

まず、我々は、 DNAマイクロアレイを用いて

野生型と糖鎖変異マウス(DKOマウス)の中枢

神経組織で発現レベルの異なる遺伝子群の探索を

行なった。さらに、発現の差異が±5.0以上の候

補遺伝子についてリアルタイムRT-PCRによる再

検討を行なった結果、 DKOマウスで発現が低下

する遺伝子5種、増大する遺伝子20種を同定した。

これらの遺伝子発現変化について経時的に検討し

た結果、炎症関連分子や補体系分子群は生後30週

程度からDKOマウスの神経組織において発現増

大を認め、加齢に伴って発現差が著しくなること

を明らかにした。また、 DKOマウス中枢神経系

組織において発現が顕著に低下している遺伝子の

一つとしてNinj2を同定した(図2)。 Ninj2は、

末梢神経損傷時にグリア細胞(シュワン細胞)に

おいて発現誘導され、ニューロン保護作用を示す

ことが報告されているが、詳細なメカニズムはわ

かっていないo今後、これらの同定した個々の分

子の詳細な機能解析を行い、神経系における役割

と糖鎖変異との関連を明らかにすることが重要な

課題である。

また、複合型ガングリオシド欠損マウスは加齢
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図2　Ninj2発現の経時的変化

(リアルタイムRT-PCR)



スフィンゴ糖脂質欠損マウスを開いた加齢に伴う
神経の変性と再生関連分子の探索

図3ーА　糖鎖欠損マウスにおける

小脳プルキンエ細胞の変性

に伴って種々の神経変性像を示すことを我々は報

告しており5),6)、 DKOマウスにおいても同様の

神経変性がより早期から起こっていることが予測

される。細胞のlineageに特異的な抗体を用いた

免疫染色によりDKOマウス小脳の形態変化を検

討した結果、少なくとも生後15週では、プルキン

エ細胞層の異常(不整列、脱落;図3-A)や頬

粒層、髄質におけるgliosis (図3-B)が起こっ

ていることが確認された。また、加齢に伴うプル

キンエ細胞脱落やgliOsisの進行、マイクログリ

アの増殖などの異常の進行を認め、神経組織の形

態維持においては複雑な構造のガングリオシドが

必須であることを強く指示する結果であった。

近年、スフィンゴ糖脂質が細胞膜上で集合して

caveolae/raftと呼ばれるミクロドメインを形成

し、シグナル伝達の中継点として作用することが

示唆されている。本研究において小脳および脊髄

のraft構造を検討した結果、 DKOマウスにおい

てはraftのマーカー分子であるFlOtillin-1の局在

異常が認められた。これらの結果は、 raftを構成

するガングリオシドの重要性と特異性を示唆して

おり、神経細胞の適正なraft構造や機能保持は

GM3のみでは補填できない可能性を示している。

今後、ガングリオシド糖鎖欠損マウスのraftに

おける構成糖脂質や会合分子の局在変化などの詳

細な解析を進め、さらに、加齢との関連性につい

て明らかにするo　これらの解析を進展させること

により、神経変性・再生関連分子が同定され、ス

フィンゴ糖脂質による神経機能制御の分子メカニ

ズムを解明するための基盤情報が得られるものと

期待できる。
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図3-В　糖鎖欠損マウスにおける

小脳のgriOsis

用語集

遺伝子ノックアウトマウス:

マウスのゲノム(染色体遺伝子)から解析目的

とする特定の一つの遺伝子を人工的に欠損させた

マウス。

caveoーae (カペオラ) :

細胞膜表面にあって、細胞内部に深く陥入して

フラスコ状の形体を有する窪み。飲作用小胞を形

成する。脂質ラフト(スフィンゴ脂質とコレステ

ロールを多く含む細胞膜の小領域)からできてい

ると考えられ、複数回膜貫通型のカベオリン蛋白

によりカベオラの構造が作られているo

gーIOSIS.

脳または脊髄の損傷部位における星状神経牒細

脂(アストロサイト)の過剰増殖。

ガングリオシド:

一つないし複数のシアル酸を含むオリゴ糖を有

するスフィンゴ脂質。神経組織からはじめて分離

されたが、他の組織にも存在する。但し、比較的

複雑な糖鎖構造を有するガングリオシドは神経組

織に多い。

シアル酸:

アミノ糖の一種で9個の炭素原子からなるケトー

ス。通常は糖鎖の末端に存在し、接着分子などに

認識されることが多い。分子内にカルボシル基

(-COOH)をもち、生理的なpHで強い酸性(陰

性荷電)を示す。

スフィンゴ糖脂質:

単糖、二糖、またはオリゴ糖が、 0-グリコシ

ド結合を介してセラミド(スフィンゴシンの脂肪

酸誘導体)と結合した脂質で細胞膜の重要な構成
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分子。

DNAマイクロアレイ:

通常、数万個の短いDNA分子を規則正しく配

列して固定したスライドガラス。各DNA断片が

それぞれ特定の遺伝子のプローブとなり、数千も

の遺伝子産物であるmRNAの発現を一度に分析

できる。

糖転移酵素:

一般にグリコシル基を含む供与体から受容体に

グリコシル基を転移する反応を触媒する酵素。ス

フィンゴ糖脂質をっくる糖転移酵素の場合、供与

体は糖ヌクレオチド、受容体はセラミドかスフィ

ンゴ糖脂質である。

補体:

生体に侵入した微生物を排除するための重要な

エフェクターとして生体防御に機能している一群

のタンパク質の総称。血清中と細胞膜上で約30種

以上の因子によって構成され、補体系を構成して

いる。

膜raft :

脂質ラフトo細胞膜上で、コレステロールやス

フィンゴ糖脂質やGPIアンカー型膜タンパクを多

く含む小領域。流動性のある脂質二重層で一時的

な相分離が生じたものとみなすことができる。現

在、脂質ラフトに局在する多くのシグナル伝達関

連タンパクや膜受容体が報告されている。

リアルタイムRT-PCR (reverse transcriptase

polymerase chain reaction)

逆転写酵素によりmRNAからcDNAを合成し

た後、熱耐性DNA pOlymeraseでcDNAを増幅

して、その増幅量を経時的に測定することにより

mRNAの発現量を定量する方法。

lineage :

共通の祖先から直接続いている系統。
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