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はじめに

ガングリオシドはシアル酸を持つ糖脂質であり脊椎動物の中枢及び末梢神経に多量に発現し

ており、細胞間接着、細胞分化、及びニューロンの機能などに種々の影響を与えていると報告さ

れているが、そのinvivoでの真の役割については不明な点が多い。我々は複合ガングリオシドの

欠損マウスである b1，4，-N-acetylgalactosaminyltransferase (GalNAcT， GM2/GD2 synthase; EC 

2.4.1.94)のノックアウトマウスを作製し invivoにおける複合ガングリオシドの役割について検討を

加えてきた(YujingY， Kawai H et al， J Clin Invst， 1999)。一方、これらの糖脂質に対する抗体は

ギラン・バレー症候群(以下 GBS)などの末梢神経障害を引き起こすことが知られており、糖脂

質のinvivoでの役割を検討することによりGBSなどの末梢神経障害の病態の解明にも寄与する

ところが大きいものと思われる。また、近年これらの複合ガングリオシドはシアル酸を介した接着

(Sialonoadhesion)により myelinassociated glycoprotein (以下MAG)のligandとして生体内で働い

ている可能性が示唆されている。我々は米国 JohnsHopkins大学の Griffin博士らとの共同研究

(Sheikh KA， Kawai H et al， Proc Natl Acad Sci USA， 1999)により、このマウスの末梢神経において

は MAGノックアウトマウスに見られる脱髄、ワーラ一変性様の変化と非常に類似した変化が認め

られ、 invivo において複合ガングリオシドとMAGがシアル酸を介した相互作用を実際に有する可

能性を初めて示した。

そこで、本研究では各種ガングリオシド合成障害を示すノックアウトマウスを用いて、これらの

欠損マウスがinvivoで神経再生障害を示すか、あるいは細胞レベルで細胞接着異常を示すか

などにつき検討を加えることにより、ガングリオシドの細胞接着・神経再生における役割と作用機

序につき検討をくわえることを目的とした。
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研究成果

1.複合ガングリオシドの神経再生における役割:invivoにおける検討

複合ガングリオシドの神経再生への関与を解明するため，まず坐骨神経の挫滅モデルを用い

in vivoの検討を行った。

1 ) N -acetylgalactosamine-Transferase (GalN acT)ノックアウトマウスを用いて坐骨神経挫滅

後の神経再生過程の電気生理学的検討を行った。同マウスではa，b，c-seriesの多種類

の複合糖脂質が欠損する。 wildtype (WT)および、GalNAcT(-j-)の2群間で坐骨神経

挫滅後の神経再生過程をpinchreflex test (感覚神経)及び、神経伝導検査(運動神経)

にて経時的に検討した。

2) 坐骨神経挫滅4日後のpinchreflex testでWT: 4.2+ 1.2mm、GalNacT:4.8+ 1.5mmの神

経伸長が認められたが 2群聞に有意な差を認めなかった。

3) 一方、神経伝導検査についても、挫滅前の CMAPで潜時は WT:1.5士O.2ms、

GalNacT(-j-) : 1.3+0.2ms、振幅は WT: 22.0+5.6m V、GalNacT(-j-): 25.6+8.lmV 

(mean+SD)であり、 2群間で潜時、振幅ともに有意差を認めず、 CMAPは挫滅4日後に

は消失したが、 3週後に再出現し、 4週から 7週にかけてなだらかな改善を認めた。こ

の経時的変化は WT、GalNacT(-j-)の 2群間で同様であり、振幅、潜時共に有意な

差を認めなかった。

4) 以上より、 invivoでは複合ガングリオシドの発現が無くても末梢神経の分化、発生が

可能であり神経再生も可能であることが示唆された。

2.MAGの神経突起進展抑制効果における複合ガングリオシドの役割

複合ガングリオシド、 MAGの相互作用の消失による神経再生への影響を invitroで検討する

目的で、 GalNAcTノックアウトマウスの小脳頼粒細胞(以下GGN)とMAGの接着実験を試みた.

1) 小脳頼粒細胞神経突起伸展に及ぼすMAGの影響の検討

a) GalNAcT欠失マウス(以下 GalNAcT-j-)および、 GD3合成酵素欠失マウス(以下

GD3Sーj-)のCGNとMAGとの相互作用をinvitroで検討した。即ち、生後約 l週のノック

アウトマウス由来の CGNを単離、初代培養し MAG-Fc融合蛋白と 24時間鮮置後

neurofilamentに対する抗体でCGNを染色し神経突起の長さを計測した。

b)野生型においては従来報告されている通り MAGによる神経突起進展抑制作用が見られ

たが、 GalNAcT-j-由来の CGNにおいてはこの神経突起進展抑制作用は認められなかっ

た。

c) GD3S-j-由来の CGNでは神経突起進展抑制作用は認められるものの、その程度は野生

型よりも小さかった。
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2) 小脳頼粒細胞とMAGとの接着の検討

a) MAG-Fc融合蛋白のFcportionに対する抗体により MAGのCGNに対するbindingを検討

した。

b)野生型においてはCGNの神経突起、細胞表面上に頼粒状にMAGの染色が認められ、抗

GTlb抗体によって示されるGTlbの局在と一致していた。

c)一方 GaH河AcT-/-由来の CGNにおいては GTlbの染色性は認められず、 MAGのbinding
も野生型に比べ大幅に低下していた。

d) GD3S-/一由来のCGNは野生型と同様のMAG結合パターンを示したが、部分的な神経突

起進展抑制作用を示すに留まった。

e)以上の成績は、 GalNAcT-/ーがMAGのligandであるGTlbやGDla全てを欠失しているこ

とや GD3-/ーは GDlaを含む a-seriesのガングリオシドが残されれていることを考慮すると

細胞接着引いては神経再生において、ガングリオシドが MAGのligandとして重要な役割

を担っている可能性を示唆するものと考えられる。
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