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２ 研究者氏名：笠原浩二 

  研究員：鈴木直子（研究期間：H14.4.1.～H17.3.31） 

       湯山耕平（研究期間：H14.4.1.～H17.3.31） 

 

３ 研究の狙い： 

シアル酸を含むスフィンゴ糖脂質であるガングリオシドは脳の発生段階において組成が顕著に変化するこ

とが知られ、神経細胞分化に関わる可能性が示唆されてきた。しかし、ガングリオシドは機能がいまだに解明

されておらず、ポストゲノム時代における重要な研究標的として残されている。我々 は独自にガングリオシドが

細胞膜ミクロドメインにおいて神経細胞分化に関わるシグナル伝達分子と会合し、それを制御していることを

見つけた。現在このスフィンゴ糖脂質ミクロドメインは脂質ラフトとも呼ばれ、生体内でシグナル伝達の中継

点として働いていることが明らかになりつつあり、世界的に注目を集めている。本研究は、脳神経系におけ

るスフィンゴ糖脂質ミクロドメインの機能を明らかにすることを研究の狙いとする。 

 

４ 研究成果： 

（１）スフィンゴ糖脂質会合タンパク質の同定 

我々はスフィンゴ糖脂質ミクロドメインにおけるシグナル伝達を解明することを目的として、抗ス

フィンゴ糖脂質抗体で免疫沈降する際に共沈してくる「スフィンゴ糖脂質会合タンパク質」の単離を

試みた。その結果、小脳顆粒神経細胞において抗ガングリオシド GD3 抗体で、135kDa, 80kDa, 

56/53kDa, 40kDaのタンパク質が共沈することを見つけ、それぞれ135kDa はGPIアンカー型神経

細胞接着分子TAG-1、80kDaはsrcファミリーキナーゼ基質Csk-binding protein (Cbp)、56/53kDa

は src ファミリーキナーゼ Lyn、40kDa は神経特異的三量体 G タンパク質 Go のαサブユニットで

あることを見出した。 

 

（２）TAG-1 の Lyn を介するシグナル伝達 

TAG-1は免疫グロブリンスーパーファミリーに属する神経細胞接着分子で、神経突起伸長活性

を持つことが知られている。しかし TAG-1 は、GPI アンカー型タンパク質であり膜貫通領域を持た

ないことから、細胞内シグナル伝達機構について研究があまり進んでいなかった。我々は TAG-1

とLynはともにスフィンゴ糖脂質ミクロドメイン画分に存在し、TAG-1をリガンドまたは抗体でクロス

リンクすると Lyn が一過的に活性化することをすでに報告した（Kasahara et al. J.Biol.Chem. 275 

34701-34709, 2000）。本研究では、スフィンゴ糖脂質ミクロドメインでの TAG-1 と Lyn の会合を再

構成系を用いて確認し、そのシグナル伝達機構の解析を進めた。CHO細胞に TAG-1 cDNA を発

現させると、その細胞は自己凝集活性を示し TAG-1 は接着活性を持つことがわかった。このとき

TAG-1 はスフィンゴ糖脂質ミクロドメイン画分に存在し、この細胞にガングリオシド GD3 の生合成

酵素遺伝子の cDNA を共発現させると、抗ガングリオシド GD3 抗体による免疫沈降で TAG-1 が

共沈し、スフィンゴ糖脂質ミクロドメインでのTAG-1 とガングリオシドGD3の会合が確認された。そ

してメチルシクロデキストリン処理によるコレステロールの除去で小脳顆粒細胞のスフィンゴ糖脂

質ミクロドメインを破壊すると、TAG-1の Lynを介するシグナル伝達が阻害されることから、シグナ

ル伝達がスフィンゴ糖脂質ミクロドメインでおこっていることが証明された。また小脳顆粒細胞をス

フィンゴ糖脂質生合成酵素阻害剤である ISP-1 で処理しても同様にシグナル伝達が抑制されるこ

とから、TAG-1 のシグナル伝達にスフィンゴ糖脂質が必要であることがわかった。 
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（３）Cbp のシグナル伝達 

Cbp はスフィンゴ糖脂質ミクロドメイン膜貫通タンパク質で、src ファミリーキナーゼの基質である

ことが知られている。CHO細胞に発現させたCbpはスフィンゴ糖脂質ミクロドメイン画分に存在し、

Lyn を共発現させると Cbp がチロシンリン酸化され、非活性型の Lyn ではリン酸化されないことか

ら、Cbp が Lynの基質になることが確認された。TAG-1 は神経突起伸長や神経束形成に関与し、

実際にそれが機能していると考えられる発生初期段階におけるシグナル伝達を成体期と比較した

ところ、発生初期段階と成体でLynはどちらともスフィンゴ糖脂質ミクロドメインに存在していたが、

発生初期段階でのみスフィンゴ糖脂質ミクロドメインにおける Lyn 活性化および Cbp チロシンリン

酸化が見られた。これらの結果は、Cbpは TAG-1のシグナル伝達の下流分子であることを示して

いる。リン酸化Cbpは、srcファミリーキナーゼの負の制御因子であるCskを細胞質からスフィンゴ

糖脂質ミクロドメインに移行させることが知られていることから、Cbp は Lyn のネガティブフィードバ

ック調節に関与しているものと考えられる。 

 

（４）Goαのシグナル伝達 

三量体 G タンパク質は活性化に伴ってαサブユニットとβγサブユニットに分かれるが、不活

性状態では両者ともにスフィンゴ糖脂質ミクロドメイン外に存在するのに対し、非水解性 GTP アナ

ログで活性化してやるとαサブユニットのみがスフィンゴ糖脂質ミクロドメイン画分に移行すること

がショ糖密度勾配遠心法により明らかとなった。興味深いことに、Goαのスフィンゴ糖脂質ミクロド

メインへの移行はラット小脳の発生初期にのみ見られ、成体では見られなかった。百日咳毒素処

理でGoを不活化すると、そのGoαの移行は見られなくなった。さらに小脳顆粒細胞に発現してい

る G タンパク質共役受容体 CXCR4 の生理的リガンドである SDF-1αを添加すると、Goαの活性

化、脂質ラフトへの移行、成長円錐の退縮がおこることを見つけた。これらの結果は、活性化に伴

う Goαのスフィンゴ糖脂質ミクロドメインへの移行は SDF-1αによる成長円錐の退縮に関与して

いることを示唆している。 

 

（５）スフィンゴ糖脂質会合タンパクと神経成長円錐 

本研究で同定したスフィンゴ糖脂質会合タンパク質 TAG-1, Lyn, Cbp, Goαはすべて成長円錐

画分に存在していた。これは成長円錐のスフィンゴ糖脂質ミクロドメインにおけるシグナル伝達が、

神経突起形成の調節に関わっていることを示している。 

 

５ 自己評価： 

ガングリオシドが神経突起伸長に関わっていることは以前より知られていたが、そのメカニズム

についてはまだよくわかっていなかった。その中で本研究は、抗ガングリオシド抗体による免疫沈

降というオリジナルな方法を用いてガングリオシドが神経突起伸長に関わっている分子と直接会

合していることを示し、ガングリオシドがそのシグナル伝達の場を提供していることを明らかにした。

機能解明の困難だったガングリオシド研究に新たな道を開いたものと考えている。 

スフィンゴ糖脂質ミクロドメインの研究は盛んにおこなわれるようになったが、その中でスフィン

ゴ糖脂質自身の役割についてはほとんど注意を払われてこなかった。最近、ガングリオシド生合成

酵素遺伝子ノックアウトマウスが神経系において様々な表現型を示すことがわかってきた。しかし、

そのメカニズムについてはまったくわかっていない。本研究はそれらの謎の解明にもつながる可能性を持つ

と考えられる。本研究で得られた成果の多くを論文発表の形までもっていけなかったことは、多いに反省すべ

き点である。 

 

６ 研究総括の見解： 

研究は順調に進んでいる。脳を特徴付けるガングリオシドの機能解明に向かって新たな一歩を

進めたことは評価し得る。今後の課題として、対象としているミクロドメインの動的な、機能的超分
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子構造の解析にも更なる一歩を進めて欲しい。今後は、単なるシグナル分子系列の同定に終始

しないように気をつけ、掘り下げた密度の高い研究を展開すべきであろう。ラフトコンセプトの使用

には批判も多く、注意して使用すること。発表には前向きで対処されたい。 
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