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はじめに

古くから中枢神経はミエリンにより再生が起こりにくいことが知られていたが、近年、

ミエリン由来の軸索伸展阻害蛋白が同定され、現在、 MyeI i n assoc i ated 
glycoproteinCMAG)， Nogo， 01 igodendrocyte-myel in glycoprotein (OMgp)が知られてい

る。最近、これらの蛋白が、 GPIanchor型蛋白である nogoreceptorや p75neurotrophin
receptor (p75NTR)を介してシグナル伝達されることが証明された。しかし、以前より

MAGの nogoreceptorを介さないシグナル伝達機構についての報告があり、その中でも

精脂質であるガングリオシドを介する経路の重要性が指摘されている。しかし、ガング

リオシドの生合成経路は非常に複雑であり、またその特異的な血害剤がないため未解決

な部分が多かった。

一方、 p75NTRはNGFと結合すると、シグナル伝達の場である lipidraftへ集積する

ことが報告されているが、ガングリオシドの抗体で細胞を架橋すると軸索伸展血害が起

こることが知られており、そのメカニズムとして、ガングリオシドと共受容体を形成し

ている p75NTRの lipidraftsへの移行が重要である可能性があるo

以上を勘案し、本研究は研究協力者である川合らによって作成された2系統のノック

アウトマウスを用いることにより、 MAGのガングリオシドを介するシグナル伝達を検討

することを主目的として、さらに、 MAGや Nogoによる p75NTRの lipidraftsへの集積

する調節機構についても検討した。
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研究発表

1 .学会誌等

Fujitani M， Yamashita T， Kawai H， Proia RL， Kashiwagi A， Thohyama M， Yaduda H: 
Binding of soluble myelin-associated glycoprotein to specific gangliosides induces the 

association of p75NTR to Iipid rafts and signal仕ansduction.( in submission) 

2.口頭発表

藤谷昌司、川合寛道、安田斎、山下俊英、遠山正調:Myel in-associated glycoprotein 
のIi p i d m i c r 0 d oma i nを介するシグナル伝達機構:ガングリオシド合成酵素KOマウスを

用いた検討、厚生労働省精神・神経疾患研究委託費『遺伝性ニューロパチーの診断シス

テムの確立及び治療に関する研究j班平成15年度総会、平成15年12月11日

2 



研究成果

1. GalNacTノックアウトマウスにおける MAGの軸索進展阻害作用の消失

ミエリン由来の軸索伸長臨害作用を持つ蛋白である MAGの機能的bindingparterを検討

するために、スフィンゴ精脂質であるガングリオシドの生合成酵素をノックアウト(KO)した2系

統のマウスを用いて検討を行った。脳内の主要な複合ガングリオシドを持たない8
1. 4-N-acetyl galactosaminyl transterase (GalNacT)KOマウス及びb-seriesのガングリ

オシドを持たない GD3Synthase (GD3S)KOマウスに加えて、野生型マウスを用いて MAGの

軸索進展阻害作用を比較検討した。

PCRにて遺伝子型を確認した生後6-9日齢のマウスの小脳から単離した頼粒細胞を用

いて neuriteoutgrowth assayを行った。 GD1aを発現するがGT1bを発現しないGD3Sの

KOマウスでは野生型と同様の軸索進展阻害効果が観察されたが、この2つのガングリオ

シドを発現しないGalNacTのKOマウスではso1 ub 1 e MAGの軸索伸展阻害作用は消失した。

従って、 solubleMAGのこの作用の発現にはGD1a及びGT1bの両者が必要であることが

分かった。

一方、 Nogoの添加では、両 KOマウスも野生型と同様に軸索進展阻害効果は保たれて

いたが、 PI-PLCで細胞を処理して Nogo受容体の GPI-anchorを切断すると消失した。以上

より GDla，GTlb及びNogoはMAGの機能的bindingpartnerと考えられた。

2. MAGの効果はRhoAの活性化と連関していた。

成長円錐の collapseをひきおこす sma11 GTPase RhoA活性について検討した。 MAGに

よる RhoAの活性は、 GD3SKOマウスでは野生型と変わらなかったが、 Ga1 NacT KOマウス

では低下していた。しかし、 Nogoの添加では、両マウスとも野生型と同様に保たれてい

た。

さらに、抗GD1a抗体及び抗DT1b抗体によっても RhoAは活性化されたが、 GM1抗体で

は活性化されなかった。

3. p75NTRの lipidraftへの集積

MAGの情報伝達にはp75NTRが関与しており，p75NTRはNogo受容体と一体となってMAG

の効果発現に関与することが知られている。 P75NTRの過剰発現により RhoA活性化が惹

起されることから MAGのガングリオシドへの結合がp75NTRのclusteringを介して RhoA

を活性化する可能性が考慮される。そこで小脳頼粒細胞 p75NTRのLipidraftへの集積

をショ精密度勾配遠心法により検討した。

F 1 ot i 11 i n-1や Lynなどの lipidraftのマーカーはTritonX-100や Bri j 58などの

界面活性剤に不溶性の分画に含まれるのでこれらをマーカーにして検討した。刺激のな

い条件では、 p75NTRの lipidraftへの集積は極めて少なかったが、 MAG，Nogoで頼粒細

胞を刺激した時、有意に増加した〈不溶性分画 p75NTRとf1 0 t i 1 1 i n-1の比率から検討〉。

また、 GT1bに対する特異的な IgM抗体により細胞を架橋した場合も同様の結果を得た。
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4. Lipid raftのMAG及びNogoの効果発現における役割

さらに、 lipidraftがMAGやNogoの情報伝達や効果の発現に必要かどうかを検討し

た。Lipid raft の除去にはコレステロールのキレーターである

methyl-s-cyclodextrin(msCD)を用いた。 ChickE12のDRGを用いて MAG及びNogoの効

果を msCDの存在、非存在下で growthcone collapse assayを行ったところ、両方のリガ

ンド共に同存在下で有意な collapseの増加を示した。

以上より、 solubleMAGはNogoreceptorではなくガングリオシドを介する経路によ

り情報伝達されると思われる。この際、胤GとNogoのシグナル伝達経路は最終的にp75NTR

を共有するものの、異なる経路であることが示された。さらに、 MAGはガングリオシド

に結合した後、共受容体でもあり、シグナルトランスデューサーでもある p75NTRをIi pi d 

raftへ集積させ、その下流の RhoAを活性化し、軸索伸展阻害を起こすメカニズムが示

唆された。
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