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137. ガングリオシドGM3 による自然免疫制御/慢性炎症の解明 
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緒緒  言言  

 
自然免疫応答は、病原体に対する生体防御において重要な役割を担う一方で、その制御破綻や慢性持続化（慢性炎症）

を生じた場合には、メタボリックシンドロームやがんをはじめとする多様な疾患の原因となりうる。近年では、その制

御破綻メカニズムの一つとして、生体内で産生される「内因性リガンド」による自然免疫応答の活性化や制御異常が示

唆されている。私たちの研究グループでは、ヒト血清や脂肪組織に含まれるスフィンゴ糖脂質：ガングリオシド GM3
やグロボ系糖脂質Gb3が、グラム陰性菌の外膜に由来する糖脂質：リポ多糖（LPS）の受容体であるToll-like receptor 
（TLR）4の内因性リガンドとして働くこと、その生理活性は脂質（アシル鎖）構造によって制御されること、血中や

脂肪組織、腎臓における発現変化によって慢性炎症の発症に関与することをこれまでに見出している［1，2］。 
一方、近年の研究から、細胞膜上の TLR4 に加えて、細胞質にも LPS 受容体が存在することが報告されている。

Caspase（Casp）4／5（ヒト）および Casp11（マウス）は、細胞質に漏洩または取り込まれた LPS を認識する受容

体として働き、これらの活性化によって、細胞膜ポア形成タンパク質であるGasdermin D（GsdmD）が活性化される

ことで、種々の内因性リガンド（HMGB1）や IL-1ファミリーの炎症性サイトカイン（IL-1α）が細胞外へと放出され

る。これらの現象は、ポア形成による細胞死を介して炎症性因子を放出することから、炎症性細胞死（パイロトーシス）

と呼ばれ、炎症性腸疾患、がん、敗血症など、より重篤な疾患の発症に大きく寄与している［3，4］。 
本課題では、ガングリオシドGM3が、TLR4の活性化制御に加えて、炎症性細胞死の誘導や制御に関与する可能性

を検討した。その結果、Casp11 およびGsdmD を介した IL-1α放出・細胞死誘導においても、ガングリオシドGM3
が制御因子として作用することがわかった。さらに、GM3 を介した炎症・細胞死応答を解析することに適したマウス

モデルについても新たに見出した。 
 

方方  法法  

 
11．．ガガンンググリリオオシシドド分分子子種種おおよよびびLLPPSSにによよるる自自然然免免疫疫系系細細胞胞のの刺刺激激、、炎炎症症・・細細胞胞死死応応答答のの解解析析  
マウス単球-マクロファージ細胞株 RAW264.7 細胞、骨髄由来樹状細胞（BMDC）、骨髄由来マクロファージ細胞

（BMDM）に対し、LPS（大腸菌 O111:B4 由来）およびガングリオシド GM3 分子種（d18:1-12:0、d18:1-16:0、   

d18:1-18:0、d18:1-22:0、d18:1-24:0）、あるいは、その他のガングリオシド・スフィンゴ糖脂質分子種（GlcCer、LacCer、
GM2）を用いて共刺激を行った。刺激後、TLR4活性化およびCasp4／11を介した細胞死によって産生される炎症性

サイトカイン（TNF-α、IL-1α）をそれぞれELISA法によって定量し、炎症応答および炎症性細胞死応答の誘導レベ

ルを評価した。同一の刺激条件において、種々の阻害剤および遺伝子欠損の影響を評価した。 
22．．ママウウスス肝肝臓臓・・血血清清ガガンンググリリオオシシドド分分子子種種解解析析、、糖糖転転移移酵酵素素発発現現ププロロフファァイイルル解解析析、、ゲゲノノムム構構造造解解析析  
大規模マイクロアレイデータベース BioGPS に収載されたマウス系統および組織別の遺伝子発現データをメタ解析

することにより、血清ガングリオシドの産生組織である肝臓における各種糖転移酵素の発現プロファイルを比較した。

実際にマウス血清および肝臓にて発現するガングリオシド分子種（GM2またはGM3）について、薄層クロマトグラフ

ィー法および液体クロマトグラフィー質量分析法（LC-MS/MS）を用いて分析し、ヒトと同様にGM3が血中を循環す
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る近交系マウス系統を探索した。マウス系統別の各種糖転移酵素および周辺のゲノム構造・配列を、マウスゲノムデー

タベース（Mouse Genome Informatics、Jackson Laboratory）を用いて推定し、PCR法を用いて解析した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． GGMM33ガガンンググリリオオシシドド分分子子種種にによよるるTTLLRR44／／CCaasspp1111をを介介ししたた炎炎症症応応答答・・炎炎症症性性細細胞胞死死のの制制御御  
マウスマクロファージ系細胞・樹状細胞を LPS および GM3 分子種で共刺激した結果、極長鎖アシル鎖構造をもつ

GM3分子種（d18:1-22:0、d18:1-24:0）の存在下では、TNF-α産生量および IL-1α放出量が著しく増大することがわ

かった（図1A、B）。一方、より短い長鎖アシル鎖構造をもつGM3分子種（d18:1-12:0、d18:1-16:0）の存在下では、

IL-1αの放出が大幅に抑制されることがわかった（図 1B）。LPS／GM3 共刺激に伴う応答のうち、TNF-αの産生は

24hr 以内に完了するが、IL-1αの放出は 24hr 以内では起こりにくく、次の 24hr で急激に生じた（図 1A、B）。この

ような応答は、GM3 前駆体のスフィンゴ糖脂質や、さらに糖鎖付加を受けた GM2 ガングリオシドではほとんど生じ

なかった（図1C）。各種の阻害剤を用いた結果、上記の IL-1αの放出は、Casp1／4／11阻害剤であるBelnacasan（VX-
765）や、マウスGsdmD阻害剤であるNecrosulfonamide（NSA）によって阻害された。RAW細胞はCasp1活性化

に必要な因子（ASC）を欠損していることから、VX-765の阻害作用は、主にCasp11に対するものと考えられた。同

様に、RAW-ASC細胞（ASC-rescued cell-line）と比較して、Casp11-KO RAW-ASC細胞において部分的に、GsdmD-
KO RAW-ASC 細胞においては大幅に、IL-1αの放出が抑制された。RAW-ASC 細胞においてはCasp1 を介する経路

が補完されており、また、TLR4を介した直接的なGsdmD活性化経路も存在することから［4］、GsdmDに至る経路

にて冗長性が働いたものと考えられた。 
加えて、LPS／GM3 共刺激による IL-1α放出に関与するタンパク質性因子を探索した結果、GM3 の糖鎖構造を認

識しうるGalectinファミリータンパク質（Galectin-3）の添加によって、IL-1α産生が選択的に増大した。最近、Galectin-
3は細胞内においてCasp11とLPSの相互作用を仲介すると報告されており［5］、GM3についてもCasp11への提示

作用を持つのか、今後の解明が期待される。以上の結果から、ガングリオシド GM3 は、TLR4 に加えて、Casp11 に

よる細胞死応答を介した炎症性サイトカイン産生を正と負に制御すること、その生理活性が脂質構造と糖鎖構造の双方

によって規定されること、さらに一部の糖鎖認識分子群がその応答の誘導に関与することが示唆された。今後は、ヒト

細胞における機能的保存性や、GM3と各受容体・認識分子との相互作用が明らかになることが期待される。 
22．．肝肝臓臓・・血血清清ガガンンググリリオオシシドド分分子子種種ヒヒトト型型ママウウスス系系統統のの同同定定ととゲゲノノムム構構造造解解析析  
マイクロアレイデータベースに収載された、近交系マウス系統および組織別の遺伝子発現データをメタ解析し、血清

ガングリオシドの産生組織である肝臓における各種糖転移酵素の発現プロファイルを比較した。その結果、FVB/N 系

統およびNOD/shi系統において、肝臓におけるGM2合成酵素（B4galnt1）の発現が著しく低いことが分かった。実

際に、FVB/N 系統および NOD/shi 系統の血清・肝臓で発現するガングリオシド分子種（GM2 または GM3）につい

て、薄層クロマトグラフィー法で分析した結果、一般的なマウス系統（C57BL/6など）が発現するGM2は存在せず、

ヒト血清と同様にGM3 が発現していることがわかった（図 2A、B）。一方、肝臓以外の組織（脳など）では、ヒトと

同様にGM2以降のガングリオシドが発現しており、組織選択的な影響であることが分かった。 
マウス系統別の各種糖転移酵素遺伝子および周辺のゲノム構造・配列を、マウスゲノムデータベース（Mouse Genome 

Informatics、Jackson Laboratory）により解析したところ、NOD/shi 系統およびFVB/N 系統のB4galnt1 上流にお

いて、約10 kbpの大きな領域欠損が存在すると推定された（図2C）。実際に、PCR法およびサンガーシーケンス法に

よる解析を行った結果、C57BL/6系統における約10 kbp の配列は、FVB/N 系統では0.6 kbpの挿入配列となってお

り（図2D）、配列検索から内在性レトロウイルスの部分配列である可能性が示唆された。一方、本来の約10 kbpの上

流配列は、ラットには相同領域が存在したが、ヒトのB4GALNT1上流では、現時点までの解析では確認できていない。

よって、この領域が、肝臓・血清中のガングリオシド発現における生物種差に関与している可能性が考えられる。 
NOD/shi系統は、代表的な I型糖尿病自然発症マウスであり、近年の報告では、その発症にTLR下流シグナルが関

与することが示唆されている［6］。FVB/N 系統は、多産かつ体格に恵まれた系統であり、ガングリオシドヒト型マウ
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スとしての利用に適すると想定できる。一方で、LPS誘導性の疾患モデルにおける組織炎症が他系統と比べて重篤など

［7］、興味深い特徴が報告されている。質量分析法による解析の結果、FVB/N 血清中には、主に極長鎖 GM3 分子種

（d18:1-22:0、-23:0、-24:0）が含まれることがわかった（図 2E、F）。今後、FVB/N 系統および領域欠損を模倣した

ゲノム編集マウス（C57BL/6系統）を用いることで、極長鎖GM3によるTLR4／Casp11活性化を介した炎症・細胞

死応答を個体レベルで解明すること、ヒトに外挿可能なグライコスフィンゴリピドミクスを展開することが期待される。 
 

 

 

図1．GM3分子種によるTLR4／Casp11を介した炎症応答・炎症性細胞死の制御 
A) RAW 細胞におけるGM3 分子種/LPS 共刺激によるTNF-α／IL-1α産生量（1 日）。 
B) GM3分子種／LPS共刺激によるTNF-α／IL-1α産生量（2日間）。 
C) IL-1α産生におけるGM3および生合成前駆体の生理活性の比較。 
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図2．ガングリオシドヒト型マウス系統の同定と血清GM3質量分析 
A) ガングリオシド分子種の生合成経路および糖転移酵素。 
B) 肝臓ガングリオシド画分の薄層クロマトグラフィー（TLC）解析。 
C) C57BL/6およびFVB/NのB4galnt1上流領域の比較。 
D) ゲノムPCR法によるB4galnt1上流領域の増幅と配列長の比較。 
E) FVB/N系統の血清GM3分子種のLC-MS/MS解析（クロマトグラム）。 
F) LC-MS/MS解析によって算出したGM3アシル鎖（脂肪酸）構成比率。 
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