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BSA ; bovine serum albumin 

EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid 

EGF ; epidermal growth factor 

EGTA ; ethylene glycol-O，O '-bis(2-aminoethyl)-N，N，N'， N守 tetraaceticacid 

ELlSA; enzyme-linked immunosorbent assay 

FCS ; fetal calf serum 

FITC : fluorescein isothiocyanate 

F ACS ; fl uorescence-acti vated cell soγtel 

GFAP ; glial fibrillary acidic protein 

GPI ; glycosylphosphatidylinositol 

H-E staining; hematoxylin-eosin staining 

HEPES; N-2-hydroxyethylpiperazineφN'ー2-ethanesulfonicacid 

IF句 intermediatefilament 

IgG : immunogloburin G 

IgM : immunogloburin M 

K-B staining ; Kluver-Barrera's staining 

MAb; monoclonal antibody 

2-ME; 2-mercaptoethanol 

PBS ; phosphate-buffered saline 

PMSF; phenylmethylsulfonylfluoride 

SDS ; sodium dodecyl sulphate 

SDS-PAGE句 sodiumdodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis 

TBS; tris-buffered saline 

TLC ; thin-Iayer chromatography 

TP A ; 12-D-tetradecanoylphorbol-13-acetate 
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ガングリオシド、特にガングリオ系ガングリオシドは、脊椎動物の各組織に広く分布する

ことが、生化学的F財庁によって明らかにされている 。特に脳において、その合誌は極めて向

く、白質と灰白質に特異的なガングリオシドの分布についても、生化学的手法により解析さ

れている しかし、ガングリオシド特異的単クローン抗体 (MAb)の作製が困難なことから、

ガングリオシドの詳細なjJ出組織内分布の形態学的観察については、ほとんど報告されていな

い ー)iガングリオシドは、その生合成経路並びに化学的構造から考えて細胞膜上にのみ存

住しているものと考えられてきた。しかしながら、ある種の糖胎質は、免疫細胞化学及び免

疫:~t.: [-顕微鏡による解析から細泡質内にも分布していることか明らかになってきた。 しかし、

細胞質内のガングリオシドはどのような状態で存在しているのか、更にどのような生物学的

機(igを担っているのか、現在のところ全く不明である。そこで著者は、これらの訪問題を免

疫学的手法を用いて解析した。

第 IJ立では、免疫学的プロープとしての MAbの作製を行った。 a経路ガングリオシド

(GM3、GM2、GMLGDla並ひ、にGTla)に対して各々特異的な MAbを作製し、その結果、

五つの MAb(抗 GM3、抗 GM2、抗 GMl、抗 GDla並びに抗 GTla)を得た。抗GM2、抗

GMl及び抗GTlaMAbは、それぞれのガングリオシドのみと反応し、他のガングリオシド

並びに中性糖脂質とは全く反応せず、特異性が極めて高いことが確認された。GTlaに対す

る特典的な MAbの報告は、本研究が初めてである。抗 GDlaMAbは、 GDla以外に GMlb

や GTlbとも反応した。 抗 GM3MAbは、 GM3以外に GM4、GMlb、GDla、GTlb、1(1びに

rV'NeuAcαnLc，Celとも反応した。これらの抗体を用いて、マウス、ラット並びにヒト由来

の各種白血病細胞株における a経路プfングリオシド、特にGMl、GDla及び GTlaの発現に

ついて解析した。GMlとGDlaは、幾つかの白J(ll病細胞に発現していることがフロ -1)イト

メロリーによる解析から判明した。 しかし GTla は、解析した全ての株化細胞において発

現は認められなかった。

第2Totでは、成熟ラット中枢神経系組織(小脳、大脳皮質、海馬及び脊髄)における主要

ガングリオシド (GMl、GDla、GDlb、GTlb及び GQlb)の分布を、特異的 MAbを用いた

IIU~宣i光抗体法により明らかにした。 GMl と GDla に特異的な MAb は、第 1 1;1:で作製した

ものを用いた。GDlb、GTlb及び GQlbに対する特異的 MAb については、 Ozawa ら
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(1992)の作製したものを用いた。観察した各組織における主要ガングリオシドは、細胞及

び!留に特異的に分布することが判明した。小脳において、 GM1 は分子層、里~[粒M及び自質

に存在しているパーグマングリア及びアストログリアに分布していた。GD1aは、分 [-10に

分布していた。GD1bと GQlbは、ともに籾粒j討に分布していたが、それらのJ;;lイEは互いに

異なっていた。 GDlb は新粒制I!II包に、 GQlbは小11出糸球に局在していた。GTlbは、プJレキ

ンエ細胞1(9以外の各層に分布していた。大脳皮質では、 GMlは全層のグリア系細胞に分布を

t認めたが、その発現量は極めて少なかった。GDlaは、 I 層、 II/lII層、 Va"函の上部及び VI

府の上部領域に分布していた。GQlbは、 IV層、 Vb層下部の及び VII習の下部領域に存在し

た GDlbは、[[[層以下の各層に分布していた。 GTlbは、全ての層に分布していた。海馬

並びに脊髄においても、主要ガングリオシドはそれぞれ細胞及び層構築に特徴ある分布が観

察された。

関~3 立では、 GM2蓄積性疾忠である TaySachs病の患者皮膚由来繊維芽細胞を則いて、

GM2 の細胞内分布を免疫細胞化学により解析した。その結果、 Tay Sachs病息者皮膚由来

繊維芽細胞では、抗 GM2MAbによって GM2が蓄積したリソソーム株の頼粒術造がIYJ際に

訴さ色された。ところがこの MAbは、このリソソーム様穎粒に加えて、両細胞の細胞質内の

フィラメント段構造を染色した。この MAbI場性のフィラメント様構造は、ヒト正常皮膚白

米繊維芽細胞にも認められた。そこで、抗 GM2MAb陽性のフィラメント機構造を同定する

ために、抗 GM2MAbと各種細胞骨格タンハク質に対する MAbとの二重染色を行ったとこ

ろ、その構造はビメンチン中間i系フィラメント(ピメンチン IF)であることが判明した。更

に、 GM2がピメンチン IFに直後結合しているか告かを解明するために、ヒト正常皮J曹由来

繊品lf芽細胞とマウスj肥満細胞からピメンチン IFを単縦し、以下の解析を行った。t札制tピメン

チンをプレート国相した酵素抗体法では、抗 GM2MAbは固相された単離ピメンチン濃度依

存[ドjに反応したが、抗 GMl及び抗 GM3MAbは全く反応しなかった。その反応性から、ピ

メンチン l分子に対して GM220分子が結合していることが推測された。次に、単離ピメン

チンから肪質抽出を行い、薄層クロマトグラフイー (TLC)で分離した後、抗 GM2MAbに

よる免疫染色を行ったところ、 GM2が検出された。更に、単離ピメンチンを抗 GM2並びに

抗ピメンチン MAbを用いた Weslernb Iolで解析したところ、57KDaの分子五iをもっピメン

チンとのがf確認された。これらの紡来は、 GM2がピメンチン rrに非共有的な紡令によって

[I'(j妥結合していることを示している。

これら一連の研究から、各ガングリオシドの組織並びに細胞質内における分布領域及び存
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tt線式が明らかになり、それらの発現部位における存在意義及び機能を解析していくための

基礎的知見が得られ、具体的な機能的役割について考察することが可能となった
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緒 論

粉脂質は、主要な生体構成成分のーっとして広〈生物界に分布している。それは脂質のHlI

進上のi主いによって、スフインゴ粕脂質とグ 1)セロ糖脂質に分類されている。後者は、リン

脂質に見られるように、グリセロール骨絡に脂肪般がエステル結合した1.2ジアシルグリセ

ロールを賄質部分としている。このグリセロ糖脂質は、精子や精巣のセミノリピド川やミエリ

ン鞘のガラクトシルジアシJレグリセロール聞などのように特異的分布が報告されているが、そ

の糖鎖の多様性は小さいと考えられている。一方スフインコ瀦脂質は、スフィンゴシンと呼

ばれる長鎖塩基に脂肪酸が酸アミド結合したセラミドに糖鎖が結合したもので、脊椎動物で

はこのスフインコ潜脂質のほうが合盆、分布領域及び糖鎖の多様性ともに極めて盛おであり、

生物学的機能との関連から重要であると認識されている。この糖鎖にシアル酸を含むものを

ガングリオンドと総称し、脊稚動物の細胞に広〈分布しており、特に神経系に合有誌が高い

由。 シアル酸残基は、ウロン酸や硫酸エステル必と並んで、分子に負の電術を手える点でm:要

な物質と与えられている。ガングリオシドの研究は、 1942年 E.Klenk同 によって、ヒト遺

伝性代謝疾忠の一つである Tay'Sachs病患者の脳からシアル酸含有糖脂質(その後、 GM2と

阿定された)が発見されたことに始まる 。その後、分離 ・精製、分析並びに構造解析技術の

飛蹴的な向上にともない、中権利i経組J紘以外の各種臓器及び細胞から多種のガングリオシド

が検出 同定された。そして、プfングリオシドは、その糖鎖構造並びに invitroにおける糖

鎖生合成系路を基にガングリオ系プfングリオシド、グロボ系ガングリオシド、イソグロボ系

ガングリオシド、ラク ト系ガングリオシド、ネオラク ト系ガングリオシド、ラクトガングリ

オ系ガングリオシド及びガラ系ガングリオシドに分類されている 。その中で、最も分布が広

〈、かつ脳神経系に多量に存在するプfングリオ系プfングリオシド(以下、ガングリオシドと

略す)は、その糖鎖生合成経路として三つの経路 (a経路、b経路並びに c経路)が知られて

いる (図 1)0 a経路プfングリオシドは GM3を、 b経路ガング 1):オシドは GD3を、 c経路

ガングリオシドは GT3を、それぞれ基本オリゴ糖鎖とし、それらに中性糖、アミノ精及びシ

アル酸を転移することによって、各々の系列のガングリオシドが合成される(針。 このように、

ガングリオシドの糖鎖骨格は比較的単純でありながら、シアル酸の数とその結合位協の総み

合わせにより、多種の分子が厳'I!'.'な遺伝的市Jj御の下で生合成されている。一点、無脊椎動物

にも精脂質は存在し、特に 、二枚貝やj鼠足類などの軟体動物や双麹目昆虫などの研究から、
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守中i主動物の糖脂質とは全〈異なった結jj'[術迭の存在が明らかにされ、 Mollu系列 i6'、Gala6 

系列 n、Arthro系列 同)などに分煩されている。しかし、これらの低脊舷動物ではガングリオ

シドは見い出されていないが、それに代わる酸性瀦脂質として、グJレクロン酸やホスホン般

を合む樹脂質が報告されている。ガングリオシドの存在が認められている妹反動物のウニ郊

では、数種のガングリオシドの構造決定地苦行われているが、脊椎動物とは極めて撲にする機

造を有する。糖鎖がシアル酸とグルコースのみから成ること、硫酸化されたシアル般の存在、

吏には精鋭中央のシアル酸残基の存在などの特徴を有することが報告されている(811)。

以上のように、糖脂質の分野は、その構造解析が中心となって発展してきたが、その生物

学的機能に|則する研究についても、近年盛んに行われている。最初に、細胞膜表面上に発現

している瀦Jj旨質は，ガ「ンや分化|到達抗原のーっとして注目された。すなわち、ある有lの細胞

は、ガン化や分化に伴って細胞表面上の糖脂質の表現パターンが大きく変化していた山。 特

に、ガン化に伴って糖鎖のやl'展が抑制されたり(12)、正常細胞には存在しない粉脂質粉鎖が生

合成される (13)ことなどが明らかにされた。これらの結果は、細胞表面上における糖脂質発現

の変化と細胞増殖との問に、何らかの相関のあることを示唆している。Hakomoriら (1984)

は、培養細胞に糖脂質を添加し一定時間培養することによって、人為的に細胞膜表面上の精

j脂質組成を変化させ、細胞の増殖並びに形態におよほす影響について解析した。その結果、

Swiss 3T3細胞は、 GMl (a経路ガングリオシド)添加により問、またヒト上皮性ガン細胞

である k431並びに KB細胞はGM3(a経路ガングリオシド)添加により川J旬、増殖が抑制

されることが見い出された。特にA-431細胞の増殖抑制機序については、 GM3と上皮I甘勉

悶 jこ (EGF)受容体の相互作用による可能性が示唆されている。 EGF受容体は、 EGFと結

合することによって、その受容体のチロシンキナーゼが活性化されると同時に、その受平年体

自体も自己リン酸化されることが知られている。 ところが GM3添加は、 EGFと EGF受容

体との結合によって引き起こされる受容体分子の自己リン酸化を抑制することが判明した

l同 その際 GM3は、 EGFと EGF受容体との結合を全く阻害しない。両親媒性である糖脂

質は、培長細胞に添加すると、比較的速やかにそのセラミド部位を介して細胞膜に組み込ま

れことが報告されている{問。従って、 GM3添加による EGF受容体分子の自己リン際化抑制

機椛の詳細については不明であるが、少なくとも GM3が EGF受容体分子の極めて近傍に組

み込まれていることが必須であると推測されている 。一方、同様の添力lJ笑験によって、糖脂

質は分化誘導因子としての生産活性作用を有することが報告された。ヒト前'骨髄球性白血病

細胞株 Hし60は、その培地中にレチノイン酸やジメチルスルホキシドを添加すると穎粒球系
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細胞に、また 120テトラデカノイ JレホルポーJレ13アセテート (TPA)を1初uoすると単球

マクロファージ系細胞に、それぞれ分化していくことはよく知られている U九 このように分

化誘導された各細胞の糖脂質組成を解析したところ、前者ではネオラクト系ガングリオシド

が、後者ではプfングリオシド、特に GM3の顕著な附加が認められた。そこで、未分化の IIL

60の培長液中にネオラクト系ガングリオシドと GM3をそれぞれ添加すると、;j!i(粒球系細胞

と単球 ・7 クロ 77ージ系細胞にそれぞれ分化することが見い出された(172旬。 これらの結果

は、細胞表面上に発現している糖脂質が縦胞の増殖及び分化誘導に深〈関わっていることを

示すと同時に 細胞の分化誘導は、その細胞膜上に発現する分子によって規定されうること

を示唆している。神経系細胞におけるガングリオシドの機能的役割jに|却する報告も多く見ら

れる。Nagaiら (1983) は、無血消培地で府主主したヒト由来神経芽腫蕩細胞株の一つである

GOTO細胞にガングリオシドを添加すると、宇利科11申11経突起がイ伸申展して〈ることを見い出した(削2剖判1)

その効泉は、特に GQ1b(b経路ガングリオシドの一種)で顕著であった。また、 GQ1bの

オリゴ粉鎖も神経突起伸展活性を有していたが、 GQ1bそのものと比べて著しく伸展活性が

弱いことが判明している問。 このことから、 GQ1bが生理活性因子としての機能を発現する

ためには、セラミド部分もその活性発現に重要であると同時に、その部分を介して朕に組み

込まれることが必要であると考えられている。このようにガングリオシドの突起仲展作用は、

他の作用因子(例えば、神経成長因子)のように、細胞膜上の特異的受容体を介して作用す

るという経路とは異なっていることを示唆している。 GOTO細胞以外の他の神経系の培技

細胞においても、同様の現象が見い出されている。例えば、初代培養系ではニワトリ妊の脊

制後級事Ii経節(23，24)、大脳(25)及ひ交感神経節(26)、林化細胞ではラット神経芽版協細胞(中継神

経系調111砲凶来)の B104，，7.2旬、マウスネ111経芽))霊訪細胞株の Neuro2a(2931)、ラットクロム親和

性細胞脆の PC12(32)で、ガングリオシド添加による突起伸展が観察されている。その後、ガ

ングリオシド添加による突起仰展の作用機序には、タンパク質リン酸化酵素が関与している

ことが報告された問}。 それは、 GOTO細胞の細胞膜画分中に、ガングリオシドによって活性

化されるタンパク質リン酸化機構の存症することが見い出されたことによる。このリン酸化

酵素はエクト型キナーゼであると考えられており、その酵素の最もよい恭賀の一つがヒスト

ン111であることが示された。更に、その酵素の活性化に必要なガングリオシドの至適波度

は、突~伸展に必要な濃度に一致することも確認された。一方、ガングリオシドの生理所性

作月]は、神経組織を用いた実験系においても報告されている(34.35)。それは、動物(ネコ、ラッ

ト及びマウス)の神経組織の一部を切断 破J衷した後、その修復速度に及ぼすガングリオシ

9 



ドの効果について解析したものである。あらかじめガングリオシドを投与された鮮では、非

投手iII今に比べて明らかに組織修復の早いことが認められた。この現象は、中継._，k梢及び運

動 感党神経系を問わずに観祭されている。こうした一連の報告から、ガングリオシドが林

経系細胞に対する生理活性因子として作用する一つの経路として、細胞膜上に存在している

タンパク質リン酸化酵去(エクト型キナーゼ)を介した情報伝達系の関与が強く示唆される。

しかしその酵ぷの笑体は、未だに明らかにされておらず、今後の解析カ匂寺たれる。最近、プf

ングリオシドは、脳組織内において免疫抑制的に作用していることを示唆する報告がなされ

た巾 グリア系細胞は、インターフエロン λによって活性化され、その細胞表面上に組織適

合性抗原クラス[(MHC class [)及びクラス[[(MHC class [[)分子を発現する。ところが、

ある磁のガングリオシドをインターフエロン λ と同時に培養グリア細胞に添加すると、それ

らの分子の発現を顕著に抑制した。このことから、脳内ガングリオシドは細胞性免疫機構の

巾.L、的分子の発現を恒常的に抑制することによって、 JJ出機能の安定化に干寄与しているものと

判長察される。

ところで、ガングリオシドは、脳組織に多量に含まれており、またその糖鎖構造は多株で

ある曲。 脳組織における幾つかのガングリオシドの分布については、生化学的手法により明ら

かにされている。すなわち、 GMl及び GM4は白質に{抑制、GTlbはグリア系の細胞に側、

GQlbはシナフス領域に側それぞれ分布していることが報告されている。また、ラット及び

マウス胎生中期から後期及び出生直後までの脳内ガングリオシドの変化を生化学的に解析し

た研究により、脳の形態形成過程に伴ってガングリオシドが顕著な質的i止的笈化を示すこと

が報告された(40.41)。脳の形態形成過程には、細胞の地殖 ・分化並びに細胞移動が起こり、最

終的に一つの機能集合体としての組織が構築される。従って、脳の形態形成過程においてガ

ングリオシドが質的量的変化を示すことは、機能的分子として発現が調節されている可能性

を予測させる 。ガングリオシドの機能を解析するためには、 それらの分子が組織学的にどの

ような細胞、部位及ひ積域に分布しているかを犯撮しておくことは極めて重姿である。これ

まで、こうした形態学的観点からガングリオシドを解析した報告は希である同州。それは、

ガングリオシド糖鎖に対する特異的抗体、特に MAbの作製法の確立が十分でなく、極めて

限られた極類の MAbしか利用できなかったことに起因している。

-)J、プfングリオシドは、その分子の化学的性状から細胞膜上に発現していると考えられ

てきた州。 事実、多くのガングリオシドは、細胞膜商分より抽出 ・精製されている。しかし、

近年、ある種のスフィンゴ糖脂質は細胞朕表面だけでなく細胞質内にも存在していることが

10 



報告された i47，更に、細胞質内における情報伝達分子の一つであるカルモジュ リンにガング

リオシドが結合することが見い出された例制。 それに加えてガングリオシドは、 Ca
21

・カルモ

ジュリン依存性タンパク質リン般化鮮点の活性調節に関与することが示唆された帥}。 また、

細胞骨絡タンパク質にガングリオシドゃある紐の中性糖脂質が会合していることが、免疫細

胞化学的に観祭されている 問。 細胞骨格タンパク質は、細胞分裂 増殖及び形態維持などに

緩めて重要であると同時に、そのタンパク質はリン般化 目脱リン酸化を受けることによって、

屯合 ・脱重合が被り返されることが知lられている山J。細胞骨格タンパク質に会合している糖

肪質の機能的役割については、今のところ全く不明である。一つの可能性として、細胞骨格

タンパク質が重合脱重合を行う|療に、調節的な分子として機能していることが批測され、

エクト型キすーゼによる情報伝達系との関連性も含めて、緩めて興味ある問題を提示してい

る 吏に最近になって GM3 は、各種白血球細胞並びに血小板の細胞膜上に発現している

C059分 fに会合して存在することが報特された問。 C059の分子査は約 1820 kOaであり、

グリコシルホスファチジルイノシトール (GPI)に結合した膜表而上タンパク質として発現し

ている。他のGPI結合性受容体タンパク質を同様に解析したところ、これらの分チにも GM3

が会合していることが明らかとなった問}。 前述した EGF受容体と GM3との会合の報告を考

え合わせると、機能タンパク質と複合体を形成することによってそのタンハク質の機能発現

の制御に関与しているものと考えられる。

若者は、主に免疫学的手法を用いてガングリオシドの生物学的機能について明らかにする

ことを目的としている。そのためには、各ガングリオシドを特異的に認識する MAbの作製

が必須である 。そして、特異的な免疫学的プロープを用いて、それら分子の組織内分布を明

らかにして行くことにより 、ガングリオシドの機能的役割の解明に笥'与できるものとj羽f寺さ

れる。こうした観点から、以下の研究を行った。第 li;!:では、 a経路プfングリオシドに対す

る MAbの作製を試み、待られた MAbの抗原特異性を詳細に検討した結栄について論じる。

第2j';Lでは、ガングリオシドが最も多量に含まれている中枢神経組織に焦点をあて、特異性

のlYJらかな MAbを用いた免疫組織化学の一つである間接蛍光抗体法により、プfングリオシ

ドの分布について解析した。その結来、ガングリオシドは脳内の細胞及びJI'Jに特徴的な分布

を示すことを見い出した。その分布領域における機能的意義について考察する。第3i;lでは、

ガングリオシドの細胞内分布について解析した。その実験モデルとして TaySachs病 (GM2

ガングリオシドーシス)患者皮膚由来繊維芽細胞を用いた。細胞質内における GM2の分布

について明確にするとともに、生化学的手法を用いて細胞骨格タンパク質とブfングリオシド
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との会合について明らかにした
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a梓路ガノグリオシド b梓路プfングリオシド c経路プfングリオンド

0ム・CerGM3 。4 - Ce，cD3 οムム・CerGT3 

ム
ム ↓

口0・CerGM2 ロ0ム・CerGD2 
口。ム+ム・↓Cer CT2 ム

ム

0口0・CerCMl 0口?千・CerCDlb 0口0・CerGTlc 
ム 凸

A 4 

凸↓

ム0口0ム・CerCDla 0A 口0・Cer GTlb 0A口0ム・CerCQlc 

4 4 

ムム ↓ 

0口0・CerGTla 
。ムムロ0ムム・臼 ωlb ?4千ロ0千ム・CerCPlc 

♀ム ム

ム

-、Gk:O、Cal:口、 CaINAc:.d.、 NeuAc: Cer、<0，訓lide

図 l ガングリオ系プfングリオシドの生合成経路。
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第 1章 a経路ガングリオシドに対する特異

的単クローン抗体の作製並びにその

特異性

第 1iiiJ 序論

ガングリオシドは、神経外脹葉山来の腫J{，I細胞(特に、神経芽細胞、メラノーマ細胞)及

びT細胞白血病の細胞膜表面上に多く発現していることが生化学的並びに免疫学的に明らか

にされている出向。 そして、特に発現レベルの高いプfングリオシドは、 GM3、GM2、GD3及

びGD2であることが、構造解析並びに抗体を用いた解析によって明らかにされ、これらのガ

ングリオシドは癌関連抗原としてもよく知られるようになった。免疫学的フロープである特

異的 MAbの有用性については、免疫学の分野に限らずあらゆる生物学の分野において立討

されている。ところでガングリオシドは、その糖鎖構造の多様性から極めて多くの筏鎖の分

fが『確認されているが、ガングリオシド精鋭を特異的に認識する MAbの作製については、

極めて限られた種類のガングリオシドに|則して報告があるだけである。その理由のーっとし

て、ガングリオシド粕鎖の免疫原性は、タンパク質に比べて非常に低いことから、高)J佃lで

特異性の高い安定した抗体が得にくく、このことから各種のガングリオシド糖鎖、に対する特

異的 MAbの作製は困難であると考えられてきた。事実、これまでに作製された MAbは、ガ

ングリオシドを多量に細胞膜表而に発現している細胞を免疫原として得られたものに限られ

ている肘問。この方法は、細胞膜表l町に多赴に発現しているガングリオシドに対しては有効

であるが、微量にしか発現していないものに対しては有効ではない。 -)J、現在、多くのガ

ングリオシドが精製され、吏に糖jj'iの化学合成も可能となっている。 これら単離されたガン

グリオシドを免疫原として、各種ガングリオシド糖鎖特異的 MAbの作製方法の確立が望ま

れている。

最近、 Kawashimaら (1993) は、各種の近交系マウスを免疫動物として用いて、精製ガ

ングリオシドの免疫原性について比較検討した問。その結果、 C3H/HeNマウスは、他の近

交系マウス、特に Balb/Cマウスに比べて、ブfングリオシドに対して強い免疫応答を惹起すこ

とが示された。従って、ガングリオシドに対するマウス MAb作製には、 C3H/HeNマウスを

免疫動物として使用することが有効であることが示唆された。

そこで、 C3H/HeNマウスを免疫動物とし、免疫原性が極めて低いと考えられている a経
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路ガングリオシド (GM3，GM2、GMl、GDla及び GTla) を免疫原として、各々 a経路ガ

ングリオシドを特異的に認識する MAbの作製を試み、得られた MAbの抗原特異性について

検付した。
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第 2節 材料及び方法

動物・ C3H/HeNマウス(雌、 7週齢)は、円本チャールズリバーより購入した。

新JJiH'l: 4>:実験に使用した糖脂質及びそれらの構造は、表 lに示した。GMLGD1a、GDlb

.)Qびに GTlbは、牛脳より精製した。シアリルパラグロボシド ([Y'NeuAcαnLc. Cer)はヒ

ト赤血球より、 [Y'NeuGca ~nLc.Cer は牛赤血球より、それぞれ調整した。 GM2 (NeuGc)は

マウス (Balb/C)肝臓より、 GT3とGT2はサル脳より単離した。GM2とGD2は、 GM1と

GDlbをβ ガラクトシダーゼ処理することによって得た削}。 ラクトシルセラミド

(LacCer)、アシアロGM2 (Gg，Cer)及びアシアロ GM1 (Gg.Cer)は、 GM3、GM2及び

GMlをシアリダーゼ処理して得た。 GM4は、有賀博士(パージニア大)より供与された。

GM 1 (NeuGc; [CRマウス肝臓)並びに GD3 (NeuGc;クマ赤血球)は、橋本|卓上と鈴木陣土

(東京都臨床医学総合研究所、生体股研究部門)よ り供与された。 GM1bは、佐内博上(Jj[

j;r占11臨床医学総合研究所、生命情報工学研究部門)より供与された。ガラクトシルセラミド

(GalCer ; '1ニ脳)とグルコシルセラミド (GlcCer;ゴーシェ病牌臓)は Sigma社より、 GQlb

(判j出)、フォルスマン抗原(牛ミルク)、 GM3 (NeuGc ;馬赤血球)、トリヘキソシルセ

ラミド (Gb，Cer、CTH;プタ赤血球)及びグロボシド (Gb.Ceγ;プタ赤血球)はヤトロン社

より購入した。

細胞並びに培養:PA[ミエローマ細胞投びにハイプリドーマ細胞の培獲には、 10%ヰ胎児

l(rr消 (FCS)、2mMLグルタミン、1mM ピルピン酸ナト リウム、10mMHEPES、0.01mM2 

Jルカプトエヂノール (2ME) 、100μg/1111ス トレプトマイシン及び 100μg/mlペニシリ

ンを含む RPM[1640培地を用いた。

単クロ ーン抗体 (MAb) の作製方法:各精製ガングリオシド (10μg/マウス)を、被処製

したサルモネラ歯(丘mmesota、250μg/マウス)にI政治させたものを免疫抗原とした刷。湖

製した抗原を C3H/HeNマウスの尾静脈に 5回免疫した。最終免疫から 3日後、免疫マウス

の粋臓を摘出し、その牌臓細胞 (25X10'細胞)と PA[ミエローマ細胞 (2.5Xl0'細胞)

を50拓ポリエチレングリコ}ル 4000 (Merck社)によって細胞融合させた。融合細胞(ハ

イプリドーマ細胞)の選択は、 HAT培地により行った。図2に MAb作製のための尖験プロ

トコーJレを示した。以下に述べる検定法によって、目的とするハイプリドーマ細胞を待た。



更に数roJのクローニングを繰り返すことによって、モノクローン細胞株を樹立した その細

胞株より産生された抗体を MAbとして、本実験に用いた。

Enzyme linked immunosorbenl assay (ELISA) ガングリオシド抗原因相 EL1SA法は、

Taiら (1986)の方法に従って行った問。 96穴 EL1SA用マイ クロプレートは、イムロン l

(Dynalech社)を使用した。各糖脂質(エタノールに 0.5nMに溶解したものを原液)の.<ii

釈系列を調整し、それぞれ 50μlを各 wellに添加後、溶媒を留去することによって抗原(結

脂質)を回相させた。その後、 1%ヒト血消アルプミンを含むリン酸生理食塩水 (PBS) を加

えて 1~寺 IUJ静 i置し、プロッキングした。 PBS で洗浄後、ハイプリドーマ培養上消 200μlを IJ Il

えて室温 1U寺Illl反応させた。PBSで洗浄した後、 1%ヒト血清アルプミンを含む PBSで 300

併希釈したパーオキシダーゼ標識抗マウス[g(Cappel社)200μlを加えて l時間反応させた。

P日Sで洗浄した後、基質溶液 200μ1を加えて15分間反応させ、 4050111の波長に設定したL

ライザリーダー (BioRad社)により測定した。基質溶液は、 50l11Mクエン般リン限緩衝液

(p115.0) 10mlに Oフェニレンジアミン (Sigma社)4mgを溶解し、使用直前に過般化水点

本 4μlを加lえたものを使用した。

i$脳クロマトグラフィー (TLC) 目越j苗クロマトグラフィー (TLC) には、シリカグルフ

ラスチックブPレート (Mer ck孝生)を丹?い、クロロホルム :メタノール :0.22%CaCI， 

(55:45:10、v/v)で展開を行った。展開後、 TLCプレート上でのガングリオシド並びに中

性梢版質の検出は、レゾルシノール試薬並びにオルシノール試薬を用いた。

TLC免疫染色法 Taiら (1987)の方法に従って行った(問。 各ガングリオシド及び中性現時

l指f1を上記展開if4.媒にて TLCプレート上で展開た後、 TLCプレートを 1弛ポリイソプチル

メタクリレートを含むシクロヘキサン溶液に浸してプラスチックコートした。1%午血1，!fアル

ブミン (BSA) を含む PBSで 1時間室温にてプロッキングし、ハイプリドーマ細胞溶接上消

( -次抗体)を加えて 2時間反応させた。PBSで洗浄後、 1%BSAを含む PBSで 300倍希釈

したパーオキシダーゼ標識抗マウスIg(Cappel社) を 3ml加えて 1時間反応させた後、 PBS

で洗浄し、」島空ti答液を 3011加えて15分IItl反応させた。基質浴液は、 EL1SAで使用したもの

を月lいた。
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フローサイ トメ トリ ー (FACS) による解析 :j.j活性細胞を 0.2%トリフシンと lmM

EDTAを含む PBSで 37"Cで3分間処理して基質から剥離させ、 PBSで卜分に洗浄した そ

の細胞 (1X 10'細胞)にハイプリドーマ剤11胞培養上消 (100μ1)を加えて 11時間反応させ

た。PBSで洗浄し、更に 1%BSAを合む PBSで 300倍希釈した日uoresceinisothiocyanate 

(F1TC)原誠抗マウスIg(Sigma社)を 100μ1}JlIえて30分間反応させた。PBSで洗j争後、

その:;ttJt;強度を FACS (Becton Dikinsoll社)で測定した。
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表 1 本実験にJlJいたガングリオ系結脂質

GI)colipllJ SlruClure 

Nピulf.・1
L.ICCcr Galβ1司 4Glc-Cer

G呂、Ccr GalNAcsl-・4Galβ1-4Glc-Cer

Ug~Ccr Galβ1→ 3GillNAcsも-"・1/31-.4Glc-Cer 

，\ - I'，llh、~ ay 

GM3 NeuAc(>2-3Galβ，-ゐGlc-Cer

GM2 GatH"， cβ、→4(NeuAc(lZ→3)Gal(.l'-4Glc-Ctr 

GMl Gatβ、一・3GalNAcβ1→ゐ【 NeuAcα2→，>0・ lsl-.4Glc-Cer 

GDla NeuAto2 -0  36・1β1-3GalNAcβ1-4(NeuAca2→引 G.，β、。ゐG¥c-Cer
GTla NeuAcn2一'SNeuAca2-3GiJlβ、-3GalNAcβ1-40.leuAca2-・3lGalβ1司‘Glc-Cer

b.I'.l¥h愉 'Y
GD3 NeuAcnZ→ 8NeuAcα，-・3Galμ1→ 4Glc-Cer

GD2 GalNAcs、→4(N，，，..Ac白2-8Ne叫 cn2-]lGalβ，-‘Glc-Cer

l..DJh Galβ、-3Ga¥NAcβ3→ 4(NeuAco2-8NeuAcn2→ JlGalβ1 ・‘Glc-Cer

GTlb NeuAco2 -0  36・lβ1-3GalNAεβ，-・4(NeuAco2-8NeuAca2-3lGalβ1司‘Glc-Cer

GQlh NeuAcn2-8NeuAcnZ-3G・tβ¥-3GaINAcβ1→‘【 NeuAca2-8Neυ"'((11-])6，， 1β1吋 4Gtc-Cer

(-I'，llh嶋崎

GT3 NeuA四 2-8NeuAcn2-8NeuAca2-3G・lβ1 ・4Glc-Cer

GT2 G ・ lNAcβ1-4(NeuAca2-8NeuAcα2-8N~uAtfl2-3)Gðlβ ，→‘ G l c-Cer

J、"、広cll袖"'υ"'
GMJb 何~uAca2-' 3G・Lsl-3GalNAcβも→ 4Gatβ1 ・4Gl c-C~ r 
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図 2 MAb作製の実験プロトコール
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都 3節結 果

( 1 ) a経路ガングリオ シ ドに対する MAbの作製

各 a経路ブfングリオシドを免疫原として C311/11eNマウスに免疫することにより、免疫原

性の低い上記プfングリオシドに対する特典出， MAbの作製に成功した。4>:笑!殺において得ら

れた a経路ブfングリオシドに対する MAbを表 2 にまとめた。以下、これらの抗体の抗原特

異性と細胞における発現について解析した。

(2) ELlSAによる MAbの特典牲の検討

各 MAbの特異性について、 一次スクリーニングとして抗原因相 ELlSAにより解析した

GM3と GM2に対する MAbの作製は既に報告があり、その抗原特異性についても詳細に検

討されている(56.57.64.65)。従ってここでは、 GMl、GDla並びに GTlaに対して作製した三つ

の MAbの特異性について詳細に検討した紡巣について述べる。 図3に示したように、抗

GMl MAbと抗 GTlaMAbは、抗体量及び抗原社依存的に各々の抗原 (GMlとGTla) に

対して特典的に反応した。GDlaガングリオシド及び中性糖脂質には全く反応しなかった。一

万抗 GDlaMAbは、 GDlaに強い反応、を示したが、 GMlbとGTlbに対しでも弱い反応が誌

められた。これ以外のガングリオシド及び中性糖脂質には全く反応しなかった。これらの結

果から、抗 GMlMAbと抗 GTlaMAbは、抗原特異性が極めて高いことが示唆され、 -}J抗

GDla MAbは、 GMlbやGTlbとの交叉反応性から、末端 NeuAcα23Gal s 1 4GalNAcの三

糖を認識しているものと考えられた。

主主 3に示すように、抗 GM3MAb、抗 GDlaMAb及び抗GTlaMAbは、 Nアセチルノイラ

ミン椴 (NeuAc) とNグリコリルノイラミン椴 (NeuGc) を識別し、 NeuAcを含むガングリ

オシド特異的に反応することが砿認された。

(3) TLC免疫染色法による MAbの特異性の解析

午脳と M14ヒトメラノーマ細胞から得たガングリオシドを TLCで展開後、各 MAbで酵

ぷ免疫染色を行った。図4に示したように抗 GMlMAbと抗 GTlaMAbは、それぞれ GMl

とGTlaに特異的に反応した。抗 GDlaMAbは、 GDla以外に GMlbとGDlaにも反応した。

抗 GM2MAbは、 GM2のみに反応したいotshown)。抗 GM3MAbは、 GM3以外に

GMlb、GDla、GTlb及び lV'NeuAcαnLc，Cerにも反応したいotshown)。これらの結果

は、 ELlSAの結果と良〈 一致していた。
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(n名磁調IIJ血株化調IIJ胞における a経路ガングリオシ ドの発現について

1~.ll~ MAbを用いて幾つかの株化細胞における a経路ガングリオシドの細胞膜長I(t]t_での

発現について、 rACSを用いて解析した。表 4に、その結果のまとめを示した。GMlは 18

4に必i<、 R日L2113、Jarkal、lく562及びMT1には弱く発現していることが観察された

GDI aは、 184、Jarkal及び K562にl)ljく発-B!.していた。 一方、GT1aは、 425長験にJlJいたイ"J

れの細胞にも免税は認められなかった。図5に、 GMl と GDlaの 184とJark叫における

ド八CS解析の結果を示した。
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表 2 a経路プfングリオシドに対する MAb。

酸処理した S.minnesota (250μglマウス)に精製プfングリオシド (10μ glマウス)

を吸/1"(させたものを免疫原とし、 C3H/HeNマウスの尾静脈に免疫した。免疫は、

5回行った。最終免疫から 3日後、免疫マウスの枠組胞と PAIミエローマ細胞を細胞

融合させ、 HAT選択培地によりハイプリドーマ細胞を得た。目的とする抗体産生ハプ

リドーマ細胞の選択は、 ELlSA並びに TLC免疫染色により行った。

MAb Ganglioside used Ig isotype 

as lmmunogen 

GMR6 GM3 IgM (κ) 

GMB28 GM2 IgM (K) 

GMB16 GMI IgM (κ) 

GMR17 GDla IgM (κ) 

GMRII GTla IgM (κ) 
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[><[ :3 !':USA による三種の MAb (抗 GMl、抗 GD1a及び抗 GT1a) の各種事IfJJi'r質

に対する反応性。

各穴に異なる濃度に固相した各種糖脂質に対する抗 GMl (左上段)、抗 GDla(左中段)

及び抗 GTla(左下段)の反応性を示した。各 MAbは、ハイプリドーマ細胞培養上消を用い

た 一定濃度に困相した各種糖脂質に対する極々の濃度の抗 GMl (右上段)、抗 GDla(右

中段)及び抗 GTla(右下段)の反応性を示した。.、GM1;・、GDla;晶、GTla;0、

他の a経路ガングリオシド(GM3と GM2) ; <>、 b経路ガングリオシド (GD3、GD2、

GD1b，}_f;_びにGQlb) ;口、GMlbとGTlb ム、中性精脂質(グルコセレブロγ ド、ガラク

トセレプロシド、ラクトシルセラミド、アシアロ GM2、アシアロ GMl、グロポトリグルコ

シルセラミド、グロボシド並びにフォルスマン抗原)。抗 GMlと抗 GTlaは、対応するガ

ングリオシドとのみ反応し、極めて特典性が高いことを示した。抗 GDlaは、対応するガン

グリオシド以外に GMlbと GTlbに対しでも反応したが、それは糖鎖末端が互いに類似し

た構造のためと考えられた。



表 3 各 MAbの精脂質に対する反応性。

糖脂質a
単クローン抗体 (MAb)

抗 GM3 抗 GM2 抗 GM1 抗 GD1a 抗 GT1a

GM3 +++b 

GM3(NeuGc) 

GM2 +++ 
GM2(NeuGc) ++  
GM1 +++ 
GM1(NeuGc) ++  
GD1a ++  +++ 
GD1 a(NeuGc，NeuGc) 

GT1a +++ 
GM1b ++  ++  
GT1b ++ ++  
GM4 + 
N3NeuAcα-nL，Cer ++  
N3NeuGc a -nL，Cer 

-記載のないガングリオシドのシアル酸は、 NeuAcを表わす。各 MAbは、上記以外のb経路

ガング，):オシド (GD3，GD2、GDlb並びに GQlb)及び中性糖脂質(グルコセレプロシド、

ガラクトセレプロシド、ラクトシルセラミド、アシアロ GM2、アシアロ GMl、グロポトリ

グルコシルセラミド、グロボシド並びにフォルスマン抗原)に対しでも全〈反応性を示さな

かった。

b+++、11i;++、中;+、弱， 一、陰性。
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医I ~ TLC免疫染色による 三種のM^b (抗 GMl、抗 GD1a及び抗 GT1a) 

の療準ガングリオシドに対する反応性の検討。

(A)牛脳ガングリオシド画分(レーン 1)、M14ヒトメラノ}マ細胞ガングリオシ

ド薗分(レーン2) 、精製GM1 (レーン3) 、精製GD1a (レーン4) 、精製GT1a 

(レーン5) 、中性糖脂質(ラクトシルセラミド、アシアロGM2並びにアシアロ

GM1) (レーン6) をクロロホルム :メタノール :0.22% CaCl
2 

(55 : 45 : 10、v
/v)で展開し、オルシノール発色を行った。各試料の添加量は、全て10nM/レーン

で行った。 (B)上記と同棟のガングリオシドを同様に展開し、 三種の MAbを用い

て免疫染色を行った。 l、抗 GM1;2、抗 GD1a;3、抗 GT1a。各 MAbは、それ

ぞれに対応するガングリオシドにのみ反応した。B3において、牛脳ガングリオシド

問分には GTlaが存在しているが、抗 GTlaは反応しなかった。その理由として、牛

脳ガングリオシド画分に含まれる GTlaの査は、検出限界以下であったと考えられた。
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表 4 TLC免疫染色による各種白血病細胞の発現ガングリオシドの解析。

Gan呂lioside‘t

GMI GDla GTla 

Mousc 1 ~ -4 + + + h + 
EL4 

RBL5 

BALBRVE 

YACI 

BoRVI 

1-29 

RLMI 

Rat RBL-2H3 ++ 

Iluman Jurkat + + 
K562 + + 
MT-I + 
CCSF-CEM 

IM-9 

Raji 

HL-60 

Hutl02 

Hut78 

HPB-ALL 

Molt-4 

't克GMl、抗 GDla並びに抗GTlaを用いた TLC免疫染色によって検出した結果を示す。

GMlとGDlaは幾つかの細胞において検出されたが、 GTlaは検出きれなかった。

'+++、強;++、中 ;+、弱 ;一、陰性。
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図5 各種白血病株化細胞上に発現しているガングリオシドのFACS解析による!司定。

各砥細胞に MAbを加えて 4't1時間反応させた。 1% BSAを含む PBSで洗I争後、 FITC蝶

識抗マウス IgMを加えて 4't30分間反応させた。 1% BSAを含む PBSで洗浄後、 一定量

の PBSを加えて細胞浮遊液とし、これを FACSstar (Becton Dickinsol1社)解析に供した。

抗 GMl (A)、抗 GDla(B)及び抗 GTla(C) と反応させた細胞上のガングリオシド発現

丞を、被軸の蛍光強度で示す。縦軸は細胞数を示す。各図の左側のピーク は陰性コントロー

ルを示す。上段は 18~4 細胞、下段が Jarkat 細胞。 抗 GMl (A) と抗 GDla(B)で染色した

184細胞と larkal細胞では、蛍光強度が右側にシフトし、明らかに細胞表面上にGMlと

GDlaが発現していることを示す。抗 GTla(C)で染色した場合、両者の細胞は全く右側に

シフトせず、このことは細胞表面上に GTlaが発現していないことを示す。
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第 4節考察

本実験で、ガングリオシドに対して強い免俊応答能を有する近交系マウス C3H/HeNを免

疫動物として月]いることによって、 a経路プfングリオシド (GM3、GM2、GMl、GDla及び

GT1a)を名々特典的に認識する MAbの作製に成功した。

これまで高)J備で特異性の高い抗ガングリオシド MAbを得ることは困難であるとJ雪えら

れてきた その理由として、主に次の二つのことが考えられる。 1)一般的に、糖鎖は免疫

原性が低い 従って、微細な糖鎖構造上の差異を識別する抗体ができにくい。 2)得られた

抗体の特異性について、タンパク質分子のような高感度な検定法の確立が不十分である。後

者の点については、ガングリオシド困相 ELlSA法や TLC免疫染色法の開発によって解決さ

れた(62，63)。前者については、近交系マウス C311/HeNがガングリオシドに対して強い免疫応

答刊を示すことから、 C3H/HeNマウスの MAb 作製のための免疫動物としての有効性でが

示唆されたことによって、解決の糸口が符られた{日}。事実、 C3H/HeNマウスに各種の a経

路プfングリオシドを免疫することによって、比較的容易に各ガングリオシドに対する特典的

MAbを作製することができた。 このことは、他の近交系マウスに比べて C3H/HeN マウス

は、各段ガングリオシド抗原に対して免疫応答が芯起きれやすく、その結果として抗体産生

細胞 (日制胞)が増加し、 PAIミエローマ細胞との融合効率が高まったことによるものと推

察された。実際、同様の方法によって、 b経路ガングリオシド (GD3、GD2、GDlb、GTlb

及びGQlb) に対する特異的 MAbも作製された(61)。

a経路プfングリオシドに分類される GM3、GM2及び GMlに対する MAbの作製について

は、いくつかの研究グループによって報告されている (56，57，6466)。特に、抗 GM3MAbと抗

GM2 MAbは、その特異性について詳細に検討され耐刷、現在では市販されている。しかし、

これまで GDlaとGTlaに対する MAb作製についての報告はなく、本研究が初めてである。

抗 GTlaMAb、抗 GMlMAb及び抗 GM2MAbの特異性は、極めて高いことが示された(図

2、奈川 。抗 GMlMAbは、 GMlから末端ガラクトースが l分子少ない GM2を全く認識

しない。更に、 GMlにシアル酸 l分子付加された GDlaとGDlb、及び GMlからシアル酸

l分子が外れた構造の GAlに対して、全く反応しなかった。従って、抗 GMlMAbの認識

4 ピトープは、シアル般を結合した内部のガラクトース、すなわち NeuAcα23Ga1並びに

NeuGcα23Ga1であろうと示唆された。一方 GDlaとGM3に対する特異的 MAbは、作製

することができなかった。抗 GM3MAbは、 GM3のみならず、 GM4、GDla、GMlb、GTlb
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及びシアリルパラグロボシドにも反応することから、そのエヒトープは末端 NeuAcα23Gal

であろうと与えられた。抗 GDlaMAbの認識エピトープは、その反応性から NeuAcα23Gal

s J 3GalNAcであろうと推定された。

ガングリオシドの細胞膜上における機能を 111 vltroで解析するための基礎的検討として、

細胞膜上のガングリオシドの発現の程度を確認することは重要である。本笑験の紡月ーから、

ラット白血病細胞株化細胞の lつである RsL2H3には、 a経路カ"ングリオシドの中で GMl

のみが発現していることが確認!された。 RBL2H3細胞は、 GMlの In VltrOにおける機能的

解析のための有効な細胞株となりうる可能性がある。

生命科学分野における MAbの有効性については、既に周知の事実となっている。従って、

今後、各種プfングリオシドに対する特異的な MAbを免疫学的プロ}プとして駆使すること

により、これまで十分には明らかにされていなかったガングリオシドの機能的な役割につい

ての分子論的診察が加えられるものと期待される。
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第 2章 成熟ラット中枢神経組織における

主要ガングリオシドの分布

第 li茄 序論

ガングリオシドは、脊椎動物の神経系に多く存在することが、生化学的解析によって明ら

かにされている問。また、神経組織の各部位についても生化学的解析によって、ガングリオシ

ドはシナプス領域及び白質に多く存在することが示されている問。 更に、ラット胎児の各発

注段階から成熟までの大脳と小脳組織の形態形成過程において、ガングリオシドは質的iit的

に変化し、』古生初期から中期においては GM3とGD3が量的に主要であるが、胎生後期から

成熟するに従って GMl、GDla、GDlb、GTlb及び GQlb へと組成が変化することが報f告

されている (40.41)。 ところが、 胎生J~J及び成熟知!の神経組織におけるガングリオシドの分布を

免疫主跡地化乍的に解析した報告は極めて少ない問。 従って、ガングリオシドが神経組織のど

の細胞及び府に分布しているのかを、形態学的に明確に示すことはできない。その原因の一

つは、その解析のために有効な免疫学的プロープが極めて少なかったことにある。特に、成

熟ラットj悩 ー神経系組織における主要 ljングリオシド (GMl、GDla、GDlb、GTlb及び

GQlb)の免疫組織化学に有効な MAbが作製されていないのが現状である。

ところで、脳組織がjにおけるガングリオシドの存在意義並びに機能的役割については、こ

れまでのところほとんと解明されていない。最近、脳組織におけるガングリオシドの機能に

l刻する興味ある報告がなされた例。 その報告では、インターフエロンyで処理することによっ

てアストログリアは MHCclass [及びc1ass11を発現するが、同時にガングリオシドを添加

することによってその発現を恒常的に抑制することが invitroの系で示され、吏にガングリ

オシドの抑制機構についても究明している。一般的に形態形成などに重要な機能タンパク質

は、ある細胞集問や組織、もしくは領域に特異的に分布しており、その発現組織及び細胞を

用いて詳細なメカニズムの解析がなされる。従って、ガングリオシドの脳組J織における機能

的役割を解析していくための一つのアプローチとして、その組織内分布を明維にすることは

極めて重姿な基礎的知見を提示するものと考えられる。

そこで本指では、前章で確立したガングリオシドに対する特異的 MAbを用い|間接蛍先抗

体j去により、成熟ラット中枢神経系、特に小j脳、大脳(大脳皮質、海馬)並びに脊倣におけ

る主~ガングリオシドの分布を明らかにすることを試みた。これらの中枢神経組織は、何れ
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も層構造が明瞭であり、更に形態学的知見が卜分に，Wl占されている 日1ことから、ガングリオ

シドの組織内分布の形態学的同定が比較的容易であると考え、解析部位として必目した。そ

の結果、主要ガングリオシドは、各中権利i経組織の調IIJ抱及び胞に特異的に分布していること

が初めて明らかになった。
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第 2節 材料及び方法

動物:生後 12 - 14週齢の成熟 Wislerラット(雌)を日本チャールズリパ一社より購入

し、実験に用いた。

結JJi1質:GMl、GD1a、GD1b及び GT1bは、午脳より精製した。GQ1b('r:s出)は、ヤトロ

ン社より購入した。 ラット小脳、大脳及び脊悦組織からのガングリオシドの抽出は、

Svennerholmと Fredman (1980)刊 の方法に従って行った。表 5には、成熟ラット脳におけ

る主要ガングリオシドの構造を模式的に示した。

MAb 用いた抗体は、第 1'阜で作製した抗 GM1 MAbと抗 GD1aMAb、更に Ozawa ら

(J992) (叫によって作製された抗 GD1bMAb、抗 GTlbMAb並びに抗 GQ1bMAbの五種類

である。ぷ5に各 MAbの性状を示した。上記以外のプロープとして、FITC標識コレラトキ

シン日サプユニッ ト (Sigma社)と抗グリア繊維性酸性タンパク質 (GFAP)MAb ([gG) 

(Sigma社)を使用した。

rJt W~ クロマトグラフィー (TLC) :第 2 草の脅~ 2 節に述べた方法に従って行った。

TLC免疫染色法・第 2章の第 2節に述べたノ7法に従って行った。

|川援蛍Jt抗体法:ラ ットはジエチルエーテJレで麻酔した。その後、速やかに頭蓋骨及び3良部

脊般を剥離することによって大脳、小脳及びJJi剖l脊倣を摘出した。摘出した各組織は、液体

窒点で急速凍結した後、 100 'cに用時まで保存した。凍結ラット神経組織は、クリオスタ ッ

トミクロトーム (Leica社)で厚さ 7μmの連続凍紡切片を作製し、それらをスライドガラス

上に保持した。切j十を十分に風乾後、冷アセトンで 5分間固定し、 5%BSAを含むPBSで11時

間プロッキングした。一次抗体(ハイプリドーマ培養上清)を加えて4'Cで一晩反応させた。

1% BSAを含む PBSで洗浄後、 1%BSAを含むPBSで100傍希釈した二次抗体 (F[1'C標識

抗マウス [gMF(ab')，)もしくは[gGF(ab')，J (Tago社)を加えて室温で 1時間反応させた。

l弛 BSA を含むPBS で洗~，後、免疫蛍光用封入斉IJ (Lipshaw Immunon社)で組織を封入し、必

射蛍Jt顕微鏡 Axi叩 hoto[[ (Z回目社)で顕鏡した。対照用の一次抗体は、上記一次抗体と同

じアイソタイプ'のマウス [g (1'EPC ([gM) とMOPC([gG2b) : Sigma干主〕を月]いた。コレ

ラトキシン日 サプユニットによる染色は、切片を冷アセ トン固定及びプロッキング後、 1拍

BSAを合む PBSで 1000倍希釈した FrTC傑誠コレラトキシン Bサプユニッ ト (Sigma社)

を加え、室温で 1時間反応させ、洗浄後、上記と同様に封入し、蛍光顕微鏡による鋭祭に供
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した組織のー般染色は、クリューパーパレラ (Ks)染色とへマトキシリンエオジン (H

E)染色により行った

組織切)'，- の ~l' ，若処製:組織のシアリダーゼ処理は、 0.05M 開酸緩衝液 (pH 5.0)で1U/m1 

に調殺したArthrobac白rurea[aciensシアリダーゼ (Ca1biochem社)をアセトン固定した切片

に加え、 37'Cで 2時間反応させた。 トリプシン処理は、 PsSで 0.025%に調整したトリフ

シン (Sigma社)を切片上に加え、 37'Cで 10分JI日反応させた。組織切片からの糖賄質の有

機溶媒による長11出は、クロロホルム ・メタノール (2:l，V/V)混液で室温 l時間処理するこ

とにより千?った。

Western blolling 脳組織を l%トリトンX100、0.34Mショ糖、 5mMエチレングリコー

ル 0，σピス (2アミノエチル) N，N，N'，N'内附酸 (EGTA) 、O.l%アプロチニン、 lmMフッ

化フェニ1レメチルスルホニル (PMSF) を含む 0.05M トリス緩衝液 (pH83)でホモジナイ

ズし、 4'Cで 5000rpmで遠心した後、上Niを回収した。その上清を、1.7%ドデシル硫般

ナトリウム (SOS) と4弛 2メルカプト 4 タノール (2ME)の存在下で 5分間ボイルした後、

7.5%SOSポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SOSPAGE) を行ない、 Towbinら (1979) 川

の万法に従ってニトロセルロース朕 (Mi1lipore社)へ転写させた。ニトロセルロース朕をレー

ンごとにカットし、 10%sSAを含む PsSに 1I時間浸してプロッキング後、 一次抗体(ハイ

プリドーマ培後上清)を加えて 4'Cで一晩反応させた。1%sSAを含む PsSで洗浄後、 1%

sSAを含む PsSで100倍希釈した二次抗体(パーオキシダーゼ標識抗マウス 19Gもしくは

[gM、 Cappe1社)を加えて室温で 2時間反応させた。1%BSAを含む PBSで十分に洗浄後、

基質溶液を加えて 30分間反応させた。基質溶液は、 0.3% 4クロロ 1ナフトールのメタノー

ル溶解 10mlに 10mM トリス緩衝液生理食塩水 (TBS) を 50mlと過酸化水素水 5μlを混

合したものを用いた。
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ぷ5 成熟 ラッ ト l脳における 主~ガングリオシドの化学構造の模式図並びに本実験に

月]いたそれらに対する特異的 MAb。

Ganglioside Structure MAb Ig isotype 

GMl 0一口-9ム-・ーτ= GMB16 IgM (x) 

GDla 2一口一戸t GMRl7 IgM (x) 

GDlb 0一口-Q今ム-.一= GGR12 IgG2b (x) 

GTlb GMR5 IgM (x) 

GQlb O2一口-02一回t
GMRl3 IgM (x) 

圃，Glc; 0， Gal;口，GalNAc; ム，NeuAc; ー亡=， Cer. 
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第 3節結 呆

(1 ) 成熱ラット脳組織におけるガングリオシドの生化学的解析

成熟ラットの大脳、小j悩及び脊髄に存在するガングリオシドの解析は、 TLC並びに TLC免

疫染色により行った。大脳、小脳及び脊髄におけるプfングリオシド含量(シアル般紡令Jjfj質

量)は、その湿重量 (g)当たり 403.5μg、818.1μz及び 343.3μgであった。凶6Aは、 l悩

の各部位より鋪l出したガングリオシド画分を TLCにより解析した結果を示す。 TLCパター

ンは、各組織とも基本的によく類似していた。標準ガングリオシドの移動度との対比から、

成熟ラ ット大脳、小脳及び脊髄における主要ガングリオシドは、 GMl、GDla、GDLb、GTlb

並びに GQlbであることが示唆された。Jj自の各部位|聞において唯一異なった点は、脊髄の

GDla合なが他の部位に比べて有意に少ないことであった。

問機のガングリオシド函分を用いて、 主姿プfングリオシドに対する特異的 MAbを用いた

TLC免疫染色を行い、免疫学的問定を行った。図 6Bに示すように、各 MAbはそれぞれに

対応するガングリオシドに対して特異的に反応した 。 その結果、脳の各部位における主~ガ

ングリオシドは、 GMl、GDla、GDlb、GTlb並びに GQlbであることが確認された。一万、

コレラトキシンBサプユニットは、 GMlのみならずGDlbにも強〈反応した。

(2 )成熟ラッ ト中枢神経組織における主主'l:jjングリオ シ ドの免疫組織化学

A)小脳における分布

ラット小)J面は、肉眼的に正虫部分の虫部と雨~II) の小脳半球とに区別される 。 図 7 は、成熟

ラット小脳半球の矢状断面の模式図を示す問。ラット小l悩の組織構築は、表層の皮質とi::i()凶

の悩'fJ:から成る(図 7A)。皮質は、表面からネ111経細胞が乏しく主に無髄線維により榊成さ

れる分子府 (m)、大型の神経細胞であるプルキンエ細胞がー列に配列したプルキンエ細胞

府 (p)及び小型の神経細胞である穎粒細胞により構成されている穎粒層 (g)の三層に、髄

質は宥髄線維より成る白質に、それぞれ区別されている(図 7B)。

図8は、成熟ラット小脳半球の縦断面での染色結来を示す。図8Fは、小脳組織のクリュー

パー ・パレラ染色 (KB 染色)で染色した染色像を示す。 K . B 染色では、有髄~M佐の髄鞘が

総青色に、神経細胞体や核をそれぞれ紫色に染色する。成熟ラット小脳半球の矢状断面を K

B染色すると、小)悩皮質は表層から染色性の乏しい府(分子府 ;m)、その下部に-YUに配列

する大型神経細11胞の層(プルキンエ細胞層 ;p)、史に小型の神経細胞が¥'1¥'に集積している細

胞層 OlJ[粒層 ;g)に分染された(図 8F)。また、最深部に白質 (w) が観察された(区l
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8 F)。

小JJ西の主契ガングリオシドに特異的な MAbを丹]いた間媛蛍光抗体法による染色を行い、

主要ガングリオシドの分布について組織学的に併"!I干した。その結果を図 8Aから Eに示す。

抗 GMlMAb は、白質 (w) 領域を市UI~状に、分子府 (m) は幾筋もの線状に、吏に*J[粒府

(g)では散在した点状に染色した。しかしプルキン4 紺U泡廓 (p)は、全く染色しなかった。

白質 (w) と頼粒層 (g)における GMlの分布は、アストログリアのタンパク質マーカーの

ーつである抗 GFAPMAbの染色パターン (notshown) との比較と穎粒層並びに白質の組織

機築から、アストログリアとオリゴデンドログリアと考えられた。また分子j晋 (w)におけ

る GMlの分布は、パーグマングリアと考えられた。パーグマングリアは、アストログリア

のマーカー (GFAP)を用いた解析からアストログ I}アの一種と考えられており、ブリキンエ

細胞層 (p)のプルキンエ細胞聞にその細胞体が存在し、その突起を表面に向かつて線状に仰

1;1'してし、る。

抗 GDlaMAbは、主に分子層 (m)全体を比般的均一にしかも密に強〈染色した(1剖

88) 0 ~J[粒j晋 (g) は弱〈染色されたが、白質 (w) 及びプルキンエ細胞層 (p) は全く染色

しなかった(図 88) 。分子層 (m)は神経細胞の乏しい領域であり、主に穎粒細胞の軸索突

起であるi時飽の平行線維 (T型神経線維とも記載される)、プルキンエ細胞の樹状突起及び

延髄のオリープ核から白質 (w) を経てプJレキンエ細胞の樹状突起とシナプスを形成する笠

上級維(分チ層では無髄となる)によって構築される。染色によって構成車ι維を区別するこ

とはできなかったが、抗 GDlaMAbはプルキンエ細胞体を染色しないことと、分子府 (m)

における染色の均一性から考えて、 GDlaは主に平行線維に分布していると考えられた。ま

た、分子府 (m)を構成しているサテライト並びにバスケット細胞などの神経細胞を染色し

ているような染色像が得られないことから、これらの細胞には分布していないと考えられた。

抗 GDlbMAbは、穎粒層 (g)全体にわたって小型細胞を強〈染色していた(図 8C)。し

かし他の各層[分子層 (m)、プJレキンエ細胞層 (p)及び白質 (w)1は、全く染色しなかっ

た(図 8C)。願粒層 (g) は、小型の神経細胞である穎粒細胞とその突起、神経修細胞、更

にfr脅舷などから白質 (w)を経て頼粒細胞の樹状突起とシナプシスを形成する苔状総維、分

子層 (m)に終息する登上総維及びプルキンエ細胞の軸索突起が複雑に入り組んだ領域であ

るが、その染色が穎粒層 (g)に限局されていることと、その染色パターンから、 GDlbは主

に穎粒j回 (g) の穎粒細胞に分布していると推察された。

抗 GTlbMAbは、分子層 (m)、穎粒層 (g)及び白質 (w) を強〈染色した(図 8D)。
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しかしプルキンエ細胞層 (p)は、全く染色しなかった 分子層 (m) と白質 (w)は比較的

均 一で密に、車~[粒府 (g) は網目状に染色された。 小脳全体の組織構築とその染色パターンか

ら、 GTlbの分布領域は苔状札維、登上新1.JI1E並びに平行指M誌と考えられた。

抗 GQ1bMAbは、穎粒層 (g)の纏めて限られた領域を点状に強く、また頼粒府 (g) の一

部を弱〈染色した(図 7E)。しかし、他の各局[分子府 (m)、プルキンL 刺胞 (p)層及

び白質 (w)1は全く染色しなかった。点状に染色された領域は、穎粒層 (g)の上部に位世

し、フルキンエ細胞j留の直下という極めて限られたところであった。穎粒層 (g)において、

頼粒細胞以外に見られる特徴的な構造としては、小j悩糸球が考えられる。小j悩糸球は、穎粒

細胞の樹状突起と苔状線維及びゴJレジ細胞の軸索とで形成される複合シナプスであり、神経

細胞のない小さな局状の構造を示す。このことから、 GQ1b は一部の小脳糸球のシナプス形

成領域に局在して分布すると考えられた。

B)大脳皮質における分布

ラットの大脳皮質は大脳の表層に位置する(閑 9A)問。ところで、ヒ ト大脳皮質の頭頂

部から後部に位進tする部位の翻犬断面をゴJレジ、ニッスル及ひ澗鞘染色のような染色法によっ

て観察すると、何れも六層に区別される(区198)(73)。細胞構築の違いによって表層から分 f

肘 (11，初、外頼粒層 (111音)、外錐体細胞!凶 ([11府)、内穎粒層 (IV層)、内錐体細胞府

(V府)及び多形細胞層 (VI層)に区別され、吏に多形細胞層の下部に白質層が位J位する。

また端A維椀築の巡いによって、表層から切線線維、 j皮線上交織、外バイエJレジェ線、髄1皮狐

及び脱線↑III交織に区別され、最下部に白貨の有髄級車IEが位置する。

成熟ラット大脳liH頂部より 3から4-mm後部の部位を冠状に組織を切り出し、 KB染色し

た像を似110fに示す。 K8染色は、ニッスル染色と同機に細胞体を明瞭に染色し、更に有髄

線維によって構成されている白質 (w) を分染した。その結果、ラット大脳皮質においても

ヒト大脳皮質と同様に細胞構築の違いから各細胞層に区別されたが、ラットでは 11層と II[

府の境界が不明瞭で、 II/II[層として一つの層にまとめ、五層に区別した。

上記と同級のtJJ片を主要ガングリオシドに特異的な MAbを用いた間接蛍光抗体法によっ

て染色を行った。その結果を図 10Aから Eに示す。抗 GM1MAbは白質を比較的);11く染色

したが、同時に大脳皮質の I層から V層までの各層も弱〈染色した(図10A) 0 K 8染色と

の対比から、 GM1は少なくとも神経細胞及び神経線高j{以外に分布し、その分布はおそらく神

経路細胞(アストログリア及びオリゴデンドログリア)と推察した。
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抗 GDlaMAbは、大脳皮質を三層の術状に染色した。この三j音は、 KB染色 (図10F)に

よる府分知から l層と IIIlII層、 V層の上部、それに VII~上部の領域と考えられた (図 10

日)0 IV I~ 、 V 1習の下部、 VII曹の下部及び白質は、令〈染色されなかった。染色された各胞

は比較的均ーであり、細胞体の染色像が見られないことから、料l維株構造を染色したと身え

られた。 GDlaの分布を線維構築(図 9B)を基に分茸iすると、切j線線維 (11習)、波紋上交

織 (III留)、内バイエルジ、エ線 (V層)と考えられた。しかし VI層の上部領域の分布につい

ては、特定することができなかった。

抗 GQlbMAbの染色は弱いものであったが、新状にIV層とV層下部を、放射状にVI府

下部を染色した(図 10E)。他の層及び白質は、全〈染色しなかった。抗 GQlbMAbの染

色は、抗 GDlaMAbと同様に神経細胞を染色したような染色像を示さなかった。 GQlbの分

布を帯A止IE構築(図 9日)を基に分類すると、外バイエルジェ線 (!V層)と放線開交織の一部

(VI府から表!日に向かう線維)に分布していると考えられた。V層の下部については、明確

にできなかった。

抗GDlbMAbは III層以下の各層を均一に強〈、白質 (w) を弱〈染色した(図10C)。し

かし、線維状に染色しているのか、あるいは細胞体を染色しているのかは、識別できなかっ

た。I層とII層は全く染色しなかった(図10C)。

抗 GTlbMAbは l1/III層から VII，冒と白質 (w) を染色し、 I層はほとんど染色しなかった

(図10D)。各層で染色の濃淡が見られ、日III胞と v層で強〈染色された。更に VII留から

日1III府にかけて放射状に染色した。神経細胞体を染色しているような像は待られなかった。

GTlbの分布を市'AAil'構築 (図 9B) を基に分数ーすると、主に放線上交織 (III替)、内バイエル

ジェ線 (V府)及び放線開交織 (VII古から 11/1111習にかけて放射状構造)であると考えられ

た。

C)海馬における分布

ラット海馬は大脳皮質(新皮質)の脳梁[白質 (w)1の直下に層構造を有した領域とし

て見られる(図11A)向。 その燐造は歯状回とともに構成されている。歯状回は、 三府構造

を呈しており、海馬『再に面している表層部から深層にかけて分子層 (m)、頼粒層 (g)並び

に多形劇111抱層 (pJ) と呼ばれている。海馬皮質の}初出築は、海馬白板 (a)に続いて以下の五

局に区別されている(図11B)。表層から、上#層 (0)、錐体細胞層 (p)、放射府 (r)、

網状層 (1)及び分子層 (m)である。上昇府 (0)には、錐体細胞の軸索と多極性の飽細胞が
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見られる。錐体細胞層 (p) は、大型と小塑の錐体細胞によって機築されており、更にその神

経団路及び鋒体細胞の構成の違いから CA1、CA2、CA3及びCA4の四つに区別されている。

錐体細胞 (p)の底部は上昇層側に向き、頂上部は放射府 (r)の方向を向いている。放射M

(r)の主体は、錐体細胞 (p) の頂上部から山ている尖端樹状突起で、この突起は網状屑

(1)、分 f府 (m) にまで伸びている。一般的に網状回と分子層は、別々な胞として区別さ

れず、網状 ・分子殿(l)の一層として区別され、本実験においても一つの層として記述する。

成熟ラット大脳冠状面を KB染色した組織像を図12Fに示す。

海鳥の組織構築を基に、成熟ラット海馬における主要プfングリオシドの分布について特典

的MAbを用いた間接蛍光抗体法により観察した。図12Aから Eに結果を示す。

抗 GMlMAbは、海馬白板 (a) と網状 分子J(ij (r) を強〈、上昇層 (0) を弱く染色した

(凶12A)。錐体細胞層 (p)及び放射層 (r)並びに歯状回の他の層は染色しなかった。こ

の結!lーから、 GMlは海馬において網状 ・分子府 (r) を形成している錐体細胞の樹状突起に

分布していると考えられた。

抗 GD1aMAbは、海馬の上昇層 (0) と放射府 (r) を、更に歯状回の分子層 (m) と多型

細胞府 (pJ) を染色したが、海馬の錐体細胞層 (p) と網状 ・分子層 (1)及び、歯状回の!l!Si

粒層 (g)は全く染色しなかった(図12B)。この結呆は、 GD1aが神経細胞体に分布してい

ないことを明瞭に示した。従ってGD1aは、神経細胞の軸索、樹状突起並びにそれらによっ

て形成されるシナプス領域に分布すると考えられた。

抗 GDlbMAbは、海馬の錐体細胞層 (p) と網状 ・分子層 (r)並びに歯状回の穎粒!百

(g)を染色した(図12C)。他の層は染色しなかった。染色された領域の状態は互いによく

類似し、小型の干111経細胞を染色していると考えられた。従って GDlbの分布は、海鳥と歯状

回における小型の錐体細胞体と穎粒細胞体であると考えられた。興味深いことに、海馬にお

ける抗 GDlaMAbと抗 GD1bMAbの染色パターンは、互いに相補的な関係を示していた。

抗 GT1bMAbは、海馬では海馬白板 (a) を強〈、上昇層 (0) と放射層 (r) を剥く染色

した(図12D)。歯状闘では、分子層 (m)が比較的弱i<染色された(図12D)。海鳥と歯

状凶における他の層は染色しなかった。GTlbの分布は、主に有髄神経と無髄紙ほ世に分布し

ていると与えられた。

抗 GQlbMAbは、海鳥では海馬白板 (a)、上昇層 (0)及び錐体細胞層 (p)の一部の領

域のみを染色した(図12E)。他の居並びにl密状回の各層は、全く染色しない。抗 GQ1b

MAbが染色した領域は、錐体細胞層 (p)の CA1領域に一致していると思われた。GQ1bの
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海馬における分布は、 CAl領域の錐体細胞の細胞体とその細胞の軸索突起に分布すると考え

られた。

D)脊髄における分布

脊髄は、上部より頭髄、胸髄、腰髄)j_び仙髄に分けられる。各髄節は、それぞれ形態的に

E干の違いが見られるが、基本的な構築は同じである。ヒト脊髄の全体像と第四頚髄綴断面

の様式図を図 13に示す問。灰白質は H型を呈し、目別刊に突き出した部分を前角、 11'ff!IJに突

き出した部分を後角といい、それぞれ運動神経細胞(前角細胞)と求心性神経細胞(後角)

が集まる。前角と後角に挟まった部分の灰白質は、中間灰白質と呼ぶ。後角の後部末端に位

置する領成は、日要株質及び海綿質と呼ばれ、それぞれ小型神経細胞が存在している。-)J、

Rexed (1952) "')は、ネコの頚髄の横断砲を各種の染色法を用いて解析し、脊髄i灰白質の神

経細胞と神経線維には縦胞構築上一定の領域分布を認め、それを基に十層に分類した。この

分茸1法を Rexed分知と呼んでいる(図13B) 0 Rexed分類とこれまでの分類とは、第[}習が

海斜H背に、費~[[層が惨様質の、第[[[層と第 [V 層が後角田有核の、第 V[}音が後根基底部の、

第 V[["百が中111]灰白質の、第 V[[[層と第 lX層が前角の内世IJ紘群の、第 x層が前角の外制11紘

鮮の領域に対応する。脊髄の白質は、灰白質を取り凶んでいる。そして、上行性、 F行性及

び脊髄の左右を述紡する神経線維で埋められている。それらの神経線維束は左右の各側で大

きく後索、制11索及び前索に区別されている。

こうした組織構築を基に、ラット玄!髄における主要ガングリオシドの分布について解析し

た。ラット第I'qから第六頚髄の横断蘭片をへマトキシリン エオジン染色 (H-E染色)した

組織像を図 14F示す。灰白質 (g)は H型を呈し、それを白質 (w)が覆っていた。灰白質

(g)は頚髄特有の組織像、 すなわち前角 (a)は比較的広〈突出し、後角 (p)の発速は乏し

かった。HE染色で観察した限りでは、ヒト頭髄の組織構築と基本的に同様であった。

頚髄における主要ガングリオシドの分布について特異的 MAbによる間接蛍光抗体法によ

り解析した(図 14A -E)。全ての組織像は、 HE染色と同線に横断面で示す。抗 GMl

MAbは、灰白質 (g)を多数の点が散在するように、白質 (w) を放射状に染色したが、何れ

の弱も染色いものであった(図14A) 0 GMlが分布している細胞及び神経品奴唯を特定するこ

とはできなかったが、その染色パターンと組織構築から、 一部の神経線維と灰白質 (g)に存

在するグリア系の細胞に分布していると考えられた。

抗 GDlaMAbは、後角 (p)の末端領域を終日状に染色した(図14B)。灰白質 (g)の他
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の領域及び白質 (w)は染色しなかった。抗 GDlaMAbの染色領減は、 Rexed分査員(図13

B)を1&に分類すると、第[/晋(海綿帯)及び第[[/<百(勝機質)と考えられた。GDlaの分布

は、 ~r /ìJi (海新i'貯)と第 H層(穆検質)を構成する知覚線維と小型神経細胞によ って形成

されるシナプス領域に分布すると考えられた。

抗 GDlbMAbは、灰白質 (g) を粒状に、吏に灰白n(g)から白質 (w)にかけて線維状

に染色した(図14C)。しかし、白質 (w)の表胞の周辺領域と後角 (p)の末端、 Rexed分

類の第[/~ (海綿併 ;z.s) と考えられる領域は、染色しなかった。灰白質 (g)の粒状の染色

パターンは、その周囲が比較的強〈染色され、内部は染色きれないことから、小型の神経細

胞を染色していると考えられた。白質 (w) に線維状に染色された構造については、明般に

できなかった。GDlbの分布は、 主に灰白質 (g) を構成している小型の神経細胞と考えられ

た。

抗 GTlbMAbは、灰白質領域を比較的均一に、また灰白質周辺の白質 (w) を細かな網目

状に染色した(図14D)。しかし、灰白質 (g)の灰白交述(*)周囲領域、調IIJ.臨休と与えら

れる構造及び後角末端 [Rexed分類の第[層(海綿帯)と第[[/習(修様質)1は染色しなかっ

た(図14D)。この染色結果からは、 GTlbの分布を特定することはできないが、 HE染色

との対比から神経細胞以外であろうと推祭された。

抗 GQlbMAbは、灰白質 (g)の中間灰白質 (Lg)領域を強〈、後角 (p)領械を弱〈染色

したが、灰白質 (g)の前角 (a)領域、 Rexed分類の第 rIG (海綿帯)と第 11/冒(鯵様質)

及び白質 (w)は全〈染色しなかった(図14E)。染色領域における染色パターンは、比政

的均一であ り、抗 GTlbMAbの染色パターン (図14D) と類似した。中間灰白質 (Lg)は、

小型の神経細111胞から成り、中間質の内~1II (中心管制1/) と外~IIJ にそれぞれ核(神経細胞が密に

集合した領域)を構成している。後角 (p)は、小型の神経細胞によって幾つかの固有綴が梢

成される。吏に中間灰白質 (Lg) と後角 (p)領域は、脊髄神経からの入力線維が出入りし、

これらの神経線維と小型神経細胞の細胞体及び樹状突起との聞でシナプスを形成するという

複雑な形態を示す。従ってこの染色から GQlbの分布領域は判明したが、分布の特定はでき

なかった。

表6に中依神経組織における主要ガングリオシドの分布の観察結果をまとめた。

(3 )コレラ トキシン日 サプユニッ トによる免疫組織化学

コレラ トキシンBサプユニットは、 GMlの特異的な検出プロープとして用いられてきた
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市} そこで、抗 GMlMAb染色で観察された神経組織における染色パターンと比較検討する

ため、 FITC綴織コレラトキシン Bサプユニットを用いて同様の免疫染色を行った。図15A 

に小JJ出の染色結果を示した。コレラトキシン日サプユニットは、頼粒層 (g) と白質 (w)を

染色した。この染色パター ンは、 抗 GMlMAbによる染色パターン(図 8A) とは明らかに

異なっていた。コレラトキシン Bサプユニットで染色された領域は、抗 GMlMAbと抗

GDlb MAbの二つの染色領威(図 8AとC)を合わせたものに相当した。この結果は、コレ

ラトキシンBサプユニットの TLC免疫染色の結果(図 6B、レーン 6)と良く 一致していた。

脊髄では、コレラトキシン Bサプユニットは灰白質 (g) と白質 (w) ともに強く染色した

(図15日)。この結果から、脊髄の白質 (w)には、 GMlと GDlb以外のコレラトキシン

日サプユニットに反応する分子の存在が示唆された。同時に、コレラトキシンBサプユニッ

トが記J龍する分子の糖鎖構造は、Gals 1 3GalNAc s 1 4 (NeuAcα23) Galであると#えら

れた。

(4 )組織の酵素処理並びに有機浴媒処裂によ る MAbの染色性の変化

本実験に月]いた MAbが、組織上において各ガングリオシド糖鎖を特異的に認識している

ことを硲也、するため、組織切片を酵素処理並びに有機溶媒処理後、抗ガングリオシド MAb

を用いた IIU媛蛍泥抗体法により染色した。ところで主lJ/:ljングリオシド (GMl、GDla、

GDlb、GTlb及び GQlb)の糖鎖は、シアリダーゼ処理することによって GMlの精鋭構造

へ移行することがJnVlr臼において確認されている。なお GMlのシアル酸残基は、糖jliの内

部に位i位するガラクトースに結合しているために立体障害が働いて、 A.u reafaciensシアリダー

ゼでは切断されない。図16にその糖鎖変換を模式化して示した。このこと は、 組織切片をシ

アリダーゼ処理した後に抗 GMlMAbで染色すると、五つの主要ガングリオシドが分布する

領域全てが染色され、一方抗 GMlMAb以外の四つの MAbでは全〈染色されなくなること

が期待される。そこで、小脳の組織切片をシアリダーゼ処理した後、各 MAbによる染色を

試みた。その結果を図15CとD に示した。予測したように、シアリダーゼ処理後の抗 GMl

MAbの染色パターンは、五つのMAbによって染色された領域全てを染色しており、明らかに

処理]IIJの染色パターン(図 8BとC)とは異なっていた。

一方、問織の組織切片を抗 GDlaMAb、抗 GDlbMAb、抗 GTlbMAb及び抗 GQlb

MAbによって染色したととろ、陽性領域は会〈観察されなかった (notshown)。次に、こ

れらの MAbの糖タンパク質糖鎖に対する交叉反応、の有鈍について検討するために、坦リ片を
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トリフシン処理を行った後、各 MAbで染色した。その紡来、処理前と処理後の各MAbによ

る染色パターンの変化は認められなかった (nolshown)。更に、組織中の糖脂質は、有機溶

媒によって速やかに.lJlJ/llされることが知られている ro>。 そこで、組織切片をクロロホルム:

メタノーlレ (2:1、v/v)混液で処理した後、各 MAbで染色した。その結巣、処理後の組織

切片は、各 MAbによって全く染色きれなかった (nolshown) 。以上の結果から、各 MAb

の組織内における認識抗原は、各ガングリオシド糖鎖に対して特異的であることが強〈示唆

された また、ラット脳より調製したタンパク質画分の Westernblotは、何れの抗ガングリ

オシド MAbとも反応が認められなかった (nolshown)。この結果は、各MAbは組織内のシ

アル椴含有精タンパク質瀦鎖と交叉反応せず、ガングリオシド特異的であることを示す。
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A 

GMl ~ 

GDla ~ 

GDlb ~ 
GTlb ~ .圃-・・-GQlb ~ 

Origin ~ 

2 3 4 

B 

GMl ~ _， 
GDla ~ -・圃・
GDlb ~ 
GTlb ~ -GQlb ~ 

Origin ~ 

2 3 4 5 6 

図6 プfング リオシ ド特典的MAbによるラッ ト臓 1fング リオ シ ドのTLC免疫染色法に

よる解析。 (A) は、 ラット小脳、大脳並びに脊髄から得た各カ'ングリオシド (10nMシ

アル酸/レーン)をクロロホルム .メタノール 0.22% CaC1
2 

(55: 45 : 10、v/v)で展開

し、レゾルシノール 塩酸試薬で染色した。 l、標準牛11出プfングリオシド ;2、ラット小脳 ;

3、ラット大脳;4、ラット脊髄。 (B)は、ラット小脳ガングリオシド (lnM/レーン)

を A と同様に展開後、五種の特異的 MAbで免疫染色を行った。 l、GMB16(抗 GMl

MAb) ; 2、GMR17(抗 GD1aMAb) ; 3、GGR12(抗 GDlbMAb) ; 4、GMR5(抗 GTlb

MAb) ; 5、GMR13(抗 GQ1bMAb) ; 6、パーオキシダーゼ標識コレラトキシン。大脳及

び脊髄ガングリオシドの TLC免疫染色においても、主要ガングリオシド特異的 MAbはそれ

ぞれの抗原に特異的に反応した。
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B 

庄質 .、白闇

，:1ルキ〆エ細胞

2開組倒胞

3平行師鍬 (T型暗錐}

4量上館総

5苦状捕縛

関7 小j脳の組織並びに細胞構築の様式図 (文献 72より一部改変)。

(A)は、ラ ット小脳の矢状断面における組織構築の全体像の様式図を示す。 (B) は、ラッ

ト小脳皮質における細胞及ひ神経線維の構築の様式図を示す。
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lメ18 /lUN!iiJt抗体法による 成熟ラッ ト小脳皮質にお ける主要ガングリオシ ドの分布

の観然。 欠状断而での組織像を示す。 (A)は GMB16 (抗 GM1 MAb )、 (日)は

GM R 17 (抗 GDlaMAb )、 (c) は GGR12 (抗 GD1bMAb )、 (D)は GMll5 (抗

GTlb MAb)、 (E) は GMR13(抗 GQlbMAb )、 (r) は K-B染色で染色した組織像を

示す。スケールパーは 500μmを示す。KB染色 (r)によ って成熟ラッ ト小脳は、四層に

区別される 。 長層から分子層 (m) 、プルキン4細胞I~ (p)、穎粒層 (g)及び白質 (w) を

表わす。抗 GMlMAb (A)は白質 (w)を線維状に、また頼粒層 (g)を点状 (小矢印)に

染色する。分子層 (m)では、線状構造 (大矢印)が染色される。プJレキンエ細胞層 (p)は

染色されない 抗 GD1aMAb (B) は、分子層 (叫 を強くしかも均一に染色する。穎粒層

(g) も線維状に弱〈染色する 。プルキンエ細胞層 (p) と白質 (w) は染色されない。抗

GDlb MAb (C) は、穎粒層全体を染色する。分子府 (m) も点状に一部染色する。プルキン

エ細胞廓 (p) と白質 (w) は染色されない。抗 GTlb MAb (D) は、プルキン4細胞府

(p)以外の各層を強〈染色する。分子層 (m)と白質 (w)は比較的均一な染色であるが、

頼粒胞 (g)は網目状を示す。抗 GQlbMAb (E) は、知粒層 (g)を染色する。特に、強〈

点状に染色した領域は、プルキンエ細胞層 (p) 直下で頼粒層 (g)の上部に位世する小11出糸
球と与えられる。分子府(川、プルキンエ細胞層 (p)及び由貿 (w)は染色されない。
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A 

B Golgi染色

髄 眉 (1置)1
外開粒層 {日置}l

Nissl染色 Weigert染色

外線休膚 (田膚)

褒在性大錐体圏

内開粒膚 (N置)1

内側眉 (V膚)1

健館館総

紙踊上空後

外パイヤルジェ揖

一円バイヤルジヱ躍

置wn 
眉胞師型多

放鶴間主総 (匝放揖)

自賀 (w)

区19 大脳皮質の全体像とその細胞並びに線維構築の様式図。

(A) は、ラ ット大脳の冠状面での組織構築の全体像を示す(文献 72 より 一部改変)。

(8) は、ヒト大脳皮質の冠状面における細胞構築を Golgi鍍銀染色と Nissl染色による絞式

図で、線1%1針悼集を Weigerl染色による様式図で示す(73)。
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~I IO 11日桜並t光抗体法に よる成熟ラッ ト大脱皮質における主要ガン グリオ シドの分布

の観祭。 環状而での組織像を示す。 (A) は GMB16 (抗 GMl MAb )、 (B)は

GM R 17 (抗 GDlaMAb )、 (c) は GGR12(抗 GDlbMAb )、 (D) は GMR5(抗

GTlb MAb)、 (E) は GMR13(抗 GQlbMAb)、 (r) は KB染色で染色した組織像を

示す。スケーJレバーは 500μmを示す。成熟ラット大脳皮質は、 KB染色によって五J(gに区

別され、それは女層から分子層 {1層)、外頼粒・外錐体細胞層 {1l/111層)、内頼粒l冒 (IV

~)、内錐体細胞附 {V 層)及び多型細胞胞 (Vl 層)から成る 。 更に皮質に続いて、白質
(w)が観察される。 抗 GMlMAb (A)は、白質 (w)を強〈染色する。抗 GDla MAb 
(8) は、佑一状の三層を染色する。表層の 11冒と 11/1[[1留が一つの婦として比較的強く染色さ

れている。他の二層は V層の上部と V[層の上部であり、その染色は弱い。抗 GDlbMAb 
(C) は、 1[[層以下を強く染色し、 i層、 111冒と111胞の一部を染色しない。また、 II'I't
(w)も染色しない。抗 GTlbMAb (D)は、 [111111脅からV[層を染色し、[1習はほとんど染

色しない。111111府とV層は比較的強い染色を示す。vll脅から [11[[[層にかけて放射状の染色

が見られる。白質 (w) も強〈染色する。抗 GQlbMAb (E) は、 [V層、 V層の下部及び Vl
府の下部領域を情状に染色する。しかし、染色は何れの府も弱い。
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i ト | 分子膚

紳嶋醐 L開四

;';) .. ~ I 多型岨胞膚

分子膚

l語111 海応の組織構築とその細胞構築の様式図。

(A)は、ラ ット大脳における海馬及び歯状回の存伝位世を示す (文献 72より一部改変)。

海馬の錐体調IIJ泡!国は、 CA1、CA2、CA3及び CA4に区別して示す。 (8) は、ヒト海馬

及び歯状回の細胞構築を示す (文献 73より一部改変)。
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|詞12 IIU援蛍光抗体f去 によ る 成熟 ラッ ト海I!~に おける主袈 1J ン グリオ シ ドの分布の鋭
祭。 高t状而での組織像を示す。 (A)は GMs16(抗 GMlMAb )、 (s)は GMR17 

(抗 GDLaMAb )、 (C) は GGR12(抗 GDlbMAb )、 (D)は GMR5 (抗 GTlbMAb 

)、 (8)はGMR13(抗GQlbMAb)、 (r)はKs染色で染色した組織{設を示す。スケー

ルパーは 500μmを示す。KB染色によって成熟ラット海馬は困層に、歯状回は三階に区別

される 。 海馬は、表層から海馬白板 (a) 、上昇 I~ (0) 、錐体細胞層 (p) 、 放射I~ (r)及

び網状 ・分子層 (1)の四層が見られる。歯状回は、分子庖 (m)、穎粒層 (g)及び多型細胞

層 (p・1)の三倍が見られる。抗 GMlMAb (A)は、海馬白板 (a) と網状 分子庖 (1)を

染色する。抗 GDlaMAb (B)は、海馬の上昇層 (0) と政射層 (r)並びに歯状回の分子層

(m) と多型細胞層 (p ・ !)を染色する 。 しかし、海馬の錐体細胞層 (p) 並びに的状回の思~!
粒層 (g) は染色しない。抗 GDlb MAb (C) は、海馬の錐体細胞層 (p) と網状分T府

(1)の一部並びに歯状回の頼粒層 (g) を染色する。他の各層は染色しない。抗 GD1aMAb 

と抗GDlbMAbの染色パターンは、互いに裏表の関係を示している。抗GTlbMAb(D) は、

海馬の海馬内板 (a) を強く染色する 。上昇層 (0) と放射層 (r) を弱く染色するが、錐体調11

胞府 (p)は染色しない。l場状回では、分子層 (m)だけを比較的強〈染色する。抗 GQlb

MAb (8) は、海馬向板 (a)、上昇府 (0)及び錐体制)泡層 (p)の一部の領域を染色する。

錐体細胞での染色領域は、 CAlであろうと推察する。海馬の他の各局及び幽状Mの各府は染

色しない。
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れ帯(桂外側路) 桂正中中隔

，吾綿帯

A主抹貨

法角(i主柱〉

〔側角(明')柱))

中間質外側部

灰自主連(中間質中じ部)

小脳

頚筒

仙筒

1主霊

前正中製

|究113 脊髄の全体の組織像 と ~j部脊髄の組織構築の絞式区1 (73)。

寄髄

(縞崎拝〕

側 索

(A)は、ヒト脊倣組織全体の背側からの様式凶を示す。 (日)は、ヒト;Jl部分節の績断而

での組織構築の紋式図を示す。一般名称以外の[から Xの表示は、 Rexedの分類を表わす。
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l主114 IIlI接蛍免抗体法による成熟ラッ ト脊髄における主要ガング リオ シドの分布の観

察。 頚部分節の環状面での組織像を示す。 (A) は GMB16(抗 GM1MAb )、 (B) は

GM R 17 (抗 GD1aMAb )、 (c)は GGR12(抗 GD1bMAb )、 (D) は GMR5(抗

GTlb MAb)、 (E) は GMR13(抗 GQlbMAb)、 (1")はIlE染色で染色した組J紘像を

示す。スケールパーは 500μmを示す。H-E染色によって成熟ラット預部脊髄は H型の灰白

質 (g) とそれを取り囲む白質 (w)が観察される。頚部脊髄の特徴として、前角 (a)の発

注が乏しく、逆に後角 (p) の発達、特にH塁線質(1)並びに海綿帝(1I)の発達が顕著に示さ

れる。抗 GM1MAb (A) は、 灰白質 (g) を散在性の点状に、白質 (w)を放射状に染色す

る。 しかし、何れの染色も弱い。抗 GD1aMAb (B) は、後角 (p)の末端領域をIYJ僚に染色

する。この領成は、信113Bの Rexed分類に照らし合わせると第 I層(海南il'市)と第 I1府
(1隈検質)と考えられる。他の領域は全く染色しない。抗 GDlbMAb (C) は、 灰l勺質 (g)

を小型の穎粒状に染色する。これは、灰白質 (g) を構成している小塑神経細胞を染色してい

ると推察される。また、灰白質 (g)から白質 (w)の上部にかけて見られる泌靴状の染色は、

小型神経細胞の軸索とJ監察する。白質 (w)の周辺部と Rexed分類の第 1I冒(海綿結)と考

えられる領域は、染色しない。抗 GTlbMAb (D) は、灰白質 (g)を比較的均一に染色する

が、灰白交連(中 rlU質中心部 ;*)周凶、細胞体と思われる構造及び後角 (p)末端 [Rexed

分茸iの第 II習(海綿帯)と第 II層(jm株主t)1は染色しない。抗 GQ1bMAb (E) は、灰白

質の中|部灰白質 (Lg)領域を強く、また後角 (p)を弱〈染色する。しかし、灰白質の前角

(a)領域、Rexed分類の第 I層(海綿'市)と考えられる領域及び白質 (w)は染色しない。
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ぷ6成熟ラッ トlド権神経組織における主要ljングリオ シ ドの免疫組織化学的分布・。

Ganglioside 

Rat region GMI GDla GDlb GTlb GQlb 

Cerebellar cortex 

Molecular layer +h +++ + ++ 
Purkinje cell layer 
Granular layer + + +++ +++ ++ 
White matter +++ー + 

Cerebra/ co月ex

Molecular layer (1) + +++ー + 
External granular layer (II) + +++ + 
External pyramidal layer (IIJ) + +++ ++ ++ 
Internal granular layer (IV) + +++ + + 
[nternal pyramidal layer (Va) + + +++ ++ 

(Vb) + +++ ++ + 
Polymorphic cell layer (VI) + + +++ + + 
White matter ++ + +++ー

Hippocampa/ Jormation 

Hippocampus 
Alveus ++ ++ ++ +++ 
Stratum oriens ++ ++ + + 
Stratum pyramidale + ++ 
Stratum radiatum ++ + 
Stratum lacunosum-moleculare ++ ++ + 

Dentate gyrus 
Polymorphic layer + ++ + + 
Granular layer ++ 
Molecular layer + ++ ++ 

Spina/ cord 

Grey matter 
Anterior horn + +++ +++ ++ 

Posterior horn + +++ +++ +++ ++ 

明Ihitematter 
Anterior funiculus + + ++ 

Lateral funiculus + + ++ 

Posterior funiculus + + ++ 

E主要ガングリオシド (GMl、GDla、GDlb、GTlb及びGQlb)の分布は、 特異的なMAbをJfJ
いた11日接t首Jt抗体法により 観察したob+++、強 ;++、中 ;+、弱 ; 、陰性。
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I~司 15 コレラトキシンによるガングリオシ ドの分布の観察と シアリダーゼ処理切片の

GM!の分布。 (A) と (8)は小脳皮質(矢状断面)と鎖髄(横断面)を、 F口、C標識コ

レラトキシンBサプユニットによる染色を示す。 (C) と (D) は大脳皮質(環状面)と海

馬(環状I師)をシアリダーゼ処理後、抗GM1MAbによる染色を示す。スケールパーは 500

μmを示す。

小JJili皮質(1¥) においてコレラトキシン B1J フ・ユニットは主に穎粒層 (g) と白質 (w) を ~Aì

く染色する。この染色領域は、抗 GM1MAb (図 8A)と抗 GD1bMAb (図 8c)によって

染色された両者の染色領成を重ね合わせたものに鎖似する。鋲髄 (8) では、灰白質 (g)を

頼粒状に、白質 (w) を比較的均一に、強く染色した。灰白質 (g) における染色パターンは

抗 GD1bMAb (図14C)に類似する。白質における染色パターンは、王要ガングリオシド特

典的 MAbでは観察されない(図14A E)。大脳皮質 (C)では、抗 GM1MAbは第 U!胞か

ら第 V!J留までを強〈、吏に第 !J冒及び第日層を点状に弱〈染色した。この染色パターンは、

処理lIIlの抗 GM1MAbでの染色パターン(図10A)と明らかに異なることを示す。この染色

の変化は、シアリダーゼ処理によって GM1以外の主婆ガングリオシド (GDla、GDlb、

GTlb及び GQ1b)の糖鎖が GM1へ変換したことを示す。海馬 (D)においても、処理前の

抗 GM1MAbでの染色パターン(図12A)とは明らかに異なることを示す。処斑後は、各府

によって染色の濃淡が見られたが、全層[海馬の海馬白板 (a)、上昇層 (0)、錐体制}j包府

(p)、欣射府 (r) と網状・分子層(I)並びに歯状1mの分子層 (m)、頼粒層 (g) と多型細

胞府 (pJ)]が染色される。
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Major Ganglioside Sialidase Product 

GM1 0-ロ 0-・-c
ム

GD1a 0 ロー0ー掴ーC
A A 

GD1b 0一口一0-・-c ¥、GM1

今A 

GT1b 0A 口 0・-c
A a‘ 

GQ1b 0 ロ O…圃ーC

4‘ 
今4‘ A 

|主116 シア リダー ゼ処理によ る主~ 1J ング リオ シ ドの精鋭構造の変化。

CMlのシアル敵残基は、糖鎖の内部に位世するガラクトースに結合するために立体障害が働

き、 A.ureafaciensでは切断されない。Aは、 A.ureafaciensによって酵素切断されるシアル

般を示す。

.、Clc;0、Cal;口、CalNAc;ム、 NeuAc; Cer、ceramide。
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第 4節 考察

これまで GMl以外の主要ガングリオシドの神経組織における免疫組織学的分布に関する

報特は見られない。その主な理由は、 GMl以外の主要プfングリオシドに対する特異的なMAb

が作製されていなかったからである。従って、神経組織におけるガングリオシドの免疫組織

化学的解析は、十分に行われていないのが現状であった。第 11;1:で作製した a経路ガングリ

オシドに対する MAbとOzawaら刷によって作製された b経路ガングリオシドに対する MAb

は、特異性が緩めて高〈、更に未固定の細胞の細胞膜上に発現している各ガングリオシドを

認識できることから、免疫学的プロープとして極めて有用性の商いことが予測された その

内、少なくとも本実験に用いた MAbは、更に免疫組織化学においても有用であることが確

認された。

本実験において、成熟ラット中枢神経組織に存在する主要ガングリオシドが、細胞及び!日

構築に特典的に分布していることを各ガングリオシド特央的 MAbによる免疫組織化学によ っ

て初めて明らかにした。それは、特に小脳で191際であった。ラット中枢神経系の主1tIflfング

リオシドは、 JJ出ブfングリオシド量の 95%以上を占めている (76)ことから、本研究で脳内ガング

リオシド分布の大部分を観察したことになる。

小脳において、 GMlは神経路細胞、特に分子層のパーグマングリアと白質及び頼粒陪のア

ストロサイトに分布していることが観察された。これまで、附乳類の脳組織におけるガング

リオシドの免疫組織化学的観察に関しては、 GMl特異的 MAbを用いた報告がある {円閣が、

GMlの脳内分布については、必ずしも一致した結論は得られていない。 DeBaecqueらは、ラッ

ト小JJ出の GMlは頼粒層に認められると報告した(77)が、 Laevらは頼粒層のみならず白質にも

認められると報告した(78，79)。ただGMlは、村絞細胞に分布するということでは一致していた。

GMl特異的 MAbを用いた本実験の結来は、これまで報告された何れの結果とも異なってい

た。このような相違が得られた主な要閃としては、川いた抗体の特異性の差、抗体の抗原に

対する親和性の差、使用した固定液の違い等が考えられる。組織染色における回定液の選択

は、重要な点であることは言うまでもないことである酬。 著者は、アセトン以外に中性ホjレ

マリン並ひ、にパラホルムアルデヒドによる閲定も試みたいotshownl。その結果、ラット中

枢神経系におけるガングリオシドの検出には、段も固定操作が簡便であるアセトン問定が最

適であることが判明した。一方小脳におけるGMl分布に関しては、コレラトキシンをj日いた

免疫組織化学的研究があり、 GMlは主に白質と穎粒胞に分布すると報告されている 向。コ レ

ラトキシンは、 GMlに対する特異的検出プロープと考えられてきたが、 GMl以外のガング
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リオシドとも反応することが報告されている刷。 本実験においても、コレラトキシンは、

GM1のみならずGD1bや他の幾つかのガングリオシドをも認識することが、 TLC免疫染色に

よって示され(図 7)、更に免疫組織化学においても問機の結果が得られた(図15)。従っ

てコレラトキシンによる染色結柴は、 GML特異的な組織分布を示すものではないと結論され

た。 GTl b は、プルキンエ細胞層以外の各局に分布していた。 これまでの組織学的~l見から

与えて、 GTlbは苔状繊維(白質を経由して矧粒細胞の樹状突起にシナプスを形成する)と

管上総維(白質を経由してプルキンエ細胞の樹状突起ににシナプスを形成する )に分布して

いるものと推察される。一方自質には GTlb結合タンパク質が発現しているとの報告がある

l聞 このことから白質における GTlbは、 GTlb結合タンパク質との細胞線上で相互作用し

ている可能性が示唆される 。この相互作用は、白質形成及びその安定化に関与している可能

性が怨像される。GD1aは、小脳において分子層の平行線維に分布していると推祭された。

この書~fIは、 i唄粒細胞の軸索であり、プルキンエ細胞の樹状突起とシナプスを形成すると与

えられている。従って、 GD1aは分子層におけるシナプス領域に発現し、 GTlbと同株な機能

を4干している可能性を示唆する 。 GD1bは、 ~J'i粒細胞に特異的に分布していると考え られた。

これまで穎粒細胞の特異的マーカーとしては、 NFl60側、MAP1"4)及び NSE(85)のような細

胞質内タンパク質分下がよく知られている。GDlbは、新たな頼粒細胞の特異的分 Fマーカー

として有効な分子になりえるものと思われる。今後、その発現が細胞表面上であるかどうか

検討しなければならない。GQlbは、小JJ出糸球という極めて限られた領域に分布していた。こ

のことは、 GQlbの分布は細胞体ではなく、神経繊維によって密に形成されるシナプス領域

であることを強〈示唆している。GQ1bのシナプス領域での機能を考察する際に、その分布が

前シナプス股なのか後シナプス朕であるのか躯めて重要な問題であり、吏に免疫電子顕微鏡

により IYJ併[にする必姿があるものと思われる。

海馬において、 GQlbの分布は極めて特徴的であった。 その分布は、童|主体細胞層の CAl

領域とその領域の上好層及び海馬白板であった。これまで、 CA1領峻に局在している分子に

関する報告は少ない。その一つの分子として calbindin0 28Kが報告されている削問。 この

分fは、抑制性の神経伝達物質の一つである i' 7ミノ飴酸 (GABA)含有細胞の細胞質内に

存在しているビタミン D依存性カルシユウム結合タンハク質である。 しかし calbindin0 

28Kは、 CAlだけでなく歯状回にも分布している。GQlbを含めた主要ガングリオシドが、

}j出内において免疫J!/l市Ij的に作用しうると報告された (3~ことから、大脳において GQ1b は、

CAl錐体細胞から海馬台(上昇層と海馬白板)を経て峡内野への投射領域までの!l!!脊性村!経
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回路闘に分布するとも考えられる 。一定期間、神経細胞にJ!J脅性の刺激が加わると、その後

は回路系の恒常性維持のために興奮抑制がかかることはよく知られている。上記の輿脅性神

経凶路網に発していると考えられるGQlbは、この抑制メカニズムに関与する機能分子の一つ

である可能性を示唆させる。

脊髄では、 GDlaが特徴的な分布を示した。その分布は、 Rexect分類 (74)の IT詩と日層に認

められた。1fI"i (海綿惰)と[J (勝様質)には、痛覚やilu1:iZを視床へと伝える求心性神経細

胞が存在している。この神経路の第!神経元は、後根神経節の偽単極神経細胞であり、この

神経細胞の中枢端がl惨機質に入りこみ、その中の小型神経細I1J泡とシナプスを形成し、更に上

部の祝床へと刺激を伝述する問。すなわち、 1!吉・と日照は、小型神経細胞とシナプス形成の

場であるといえる 従って小脳における GQlbと問機に、 GDlaはシナフス形成領域に分布

していることが強〈示唆された。

成熟ラット中継神経組織において、主要ガングリオシドは極めて特徴的な分布を示したこ

とから、それぞれの分布領域おいて何らかの生物学的機能を有する可能性を示唆させた。
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第 3章 Tay-Sac hs病並びに正常ヒト皮膚由

来繊維芽細胞における GM2の細胞
内分布

第 1WJ 序論

スフインゴ糖j脂質は、疎水性のセラミドと税水性の糖鎖から構成され、主に細胞膜に存住

する酬。 その存在線式は、セラミドを脂質二重朕に埋め込み、糖鎖部位を細胞質外に向けた

状態であると与えられている。このことから、スフインコ澗脂質の生物学的機能を発拘iする

場は、主に細胞膜上であると考えられてきた。事実、細胞膜上のスフインコ可制旨質は、情報

伝達系へのl児う{時間や、分化誘導及び神経突起伸展の促進因子としての機能(20，90.91)や、また

ある種のIJiIl協調111胞やリンパ球サブセットを同定するための表而マーカーとして有用であるこ

とが報告されている問。ところが近年、細胞膜表I図上の分布に加えて、粉1I旨質が剤IIJJ包質1)，小

椋'o'・にも分布していることが報告された。例えば、グロボシドがヒト肥満細胞の分泌瀬粒聞

に、ラクトシルセラミドがヒト好中球のリソソーム!IlJi粒(94)に、フォ Jレスマン抗原がMDCK細

胞の核朕{刊に、 M5ガングリオシドがウニ卵の小胞体附に分布していることがそれぞれ特央一

抗体を用いた免疫組織化学によって観察された。一方、カルシュウム依存性ガングリオシド

結合タンパク質が、マウス脳から単離された。そのタンパク質分子は、細胞質内に分布して

いるカルシュウム依存性の情報伝達分子のーつであるカルモジュリンであると同定された

(叫}。 更に、カルモジユリン依存性酵素の一つである環状ヌクレオチド ・フォスフォジエステ

ラーゼの前性は、プfングリオシドによって制御されうることが示された問。これらの紡呆は、

ガングリオシドを介した新たな細胞質内情報伝達経路の存在を予測させるとともに、細胞膜

上だけではなく細胞質内において未同定のタンパク質分子にアンカーした状態のガングリオ

シドの存住を示唆するものである。事実、幾つかの結脂質は、細胞骨格タンパク質と会合し

てイf1Eしていることが免疫細胞化学によって観祭されている日間。 しかしその分子閉会合の

詳細11益びにその生理的機能については、全く不明である。

Tay Sachs病は、体細胞及び組織内に過剰hlの GM2が蓄積するヒト遺伝病の一つである

倒。 それ故この忠者の皮膚由来繊維芽細胞は、細胞質内におけるGM2の分布を明らかにし、

更にその分布と発症との関連を解析するための緩めて良いモデルのーワであると考えられる。

本立では、正常皮膚由来繊維芽細胞と Tay.Sachs病患者皮膚由来繊維芽細胞におけるGM2の

細胞内分布を、特異的 MAbによる間接蛍光抗体1去により明らかした。これら二つの細胞で
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は、明らかに GM2の分布が異なっていたが、 一方両細胞に共通する分布も観察された。そ

れは、フィラメント検の GM2の分布であった。そこで、吏に正常ヒト繊維芽細胞とマウス

肥満細胞より取離・精製したピメンチン中閥系フィラメント (w)を用いて、細胞質内 GM2

はピメンチン IFに結合した状態で存在することを生化学的に明らかにし、その生理的意義に

ついて考祭した。
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第 2節 材料及び方法

立~: GM3、GM2及び GMlに対する MAbの作製及びそれらの特異性については、第 2章

で述べた。各 MAb (全てIgM) は、マウス腹水中に回収した。MAbの精製は、セフアロース

CL 6B (Pharmacia LKB社)を用いたゲルろ過により行った。抗ピメンチンMAb (lgG) は、

Oncogenescience社より購入した。GM3、GM2及び GMlは、 Momoiら (1976)(開の方法に

従って、マウス赤血球、 Tay~Sachs ヒト脳及び正常ヒト脳より各々精製した

型盟主主主主・ 正'前ヒト皮膚由来繊維芽細胞と Tay~Sachs 病忠者皮j首由来酬l排細胞の培養

は、 10%FCS、 20mMグルタミン、 10mMピルピン被ナトリウム、 10mMHEPES、100μg/

mlストレプトマイシン並びに100U/mlベニシリンを含むRPMI1640培地 (pH7.2) で行っ

た。TaySachs病の臨床診断は、 βヘキソサミニダーゼ Aの欠損と生体組織中での GM2蓄

般の伺L認により行った。

蛍Jt抗体法 ラプテック チャンパースライド (Nunc社)上で培養した細胞を 2.5%ハラホ

ルムアJレデヒドを含む PBS(pH 7.4)で 15分間固定した後、 5% BSAを含む PBSを加えて

室温で l時1mプロッキングした。1jiー染色の場合、上記細胞に各 MAbを加えて、室温で l

H寺1首j反応させた。 1%BSAを含む PBSで洗浄後、プロッキング液で100倍希釈した FITC標

識抗マウス IgMF(ab.)，及び IgGF(ab.)， (Cappel社)を各々加えて、室温で l時 Il~反応させ

た。1% BSAを含む PBSで洗浄後、封入し検鏡した。二重染色の場合、上記細胞に抗 GM2

MAb (10μg/ml) と抗ピメンチン MAb(1μg/ml) を加えて、室温で 11時間反応させた。1%

BSAを含む PBSで洗浄後、ブロッキング液で100倍希釈した FITC標識抗マウス IgMF(ab )， 

とIgGF(ab.)， (Cappel社) を同時に加えて、室温で l時間反応させた。1%BSAを含む PBS

で洗t争後、封入し検鋭した。細胞からの脂質抽出は、固定した細胞をメタノールに10分間浸

し、続いてクロロホyレム .メタノール:水 (4:8:3、v/v) (70)に 11時間浸し、最後にメタノー

ルに 10分間浸すことによって行った。処理した細胞のMAbによる免疫染色は、上述した染

色法と問機に行った。細胞の観察は、 MRC600共焦点レーザー顕微鏡装置 (BioRact社)を

装着した Axi叩 holoII (Zei自社)で観察した。

ピメンチンの単調t:ピメンチンの単離は、 G日 sler と Weber (1981) (100) の)Ji去に従って

行った。細胞ベレット (500μg) に 1弛トリトンX100、1%2 ME、2mM PMSF、0005%
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ロイペフチン、 0.6M塩化カリウム、 10mM t量化マグネシウム、 2mM EGTAと 10mMリン

般 (pIl7.5) を合む緩衝液 3m1を加えて氷中で 2分間ホモジナイズした後、 4'C30分間

13000 gで遠心した。その沈食に1%2 ME、2mM PMSr、0.001%ロイベプチン、 2mM 

EGTAと 10mM リン般 (pH7.5)の緩衝液 2m1に懸濁し、 4'C15分間 6000gで遠心した。

沈査l剖分を惟離ピメンチンとして回収した。待られた単離ピメンチンは、最終漣度100μgl

m1になるように 50mM 2.ME、1mM PMSF， 2 mM EGTA、7M尿素と 25mMトリス猛酸

(pll 8.8) (A液)に溶解し、用時まで '80'Cで保存した。マウス肥満細胞からのピメンチ

ンの精製は、 lnagakiら (1987) (101)の方法により行った。

Enzyme 1inked immunosorbent assay (ELISA) : 96穴タンパク質国相周 ELlSA7レー

トは、 SUMILON11タイプ(住友ベークライト社)を芹jいた。各種i農度に調整した月1雛ピメン

チンを各大に力11え、 4 'cで 1I挽静置した。 1% BSAを含む PBSで洗浄後、更に 5% BSA 

を合む PsSを加えて、室泌で 1時間プロッキングした。1% BSAを含む PBSで洗I争後、 一

次抗体として抗 GM2MAb (10μ g/m1)、抗 GM3MAb (10μ g/m1)、抗 GM1MAb (10 

μg/m1)及び抗ピメンチンMAb(1μg/m1)をそれぞれ 100μl加えて、室温で 1U寺/lll反応

させた。1% BSAを含む PBSで洗浄後、パーオキシダーゼ標識抗マウス [gMF(ab')， (Cappe1 

社) (10μg/m1)及びパーオキシダーゼ標識抗マウス[gGF(ab')2 (Cappe1社) (10μg/m1) 

を加えて、室温 11時間反応させた。1% BSAを合む PBSで洗浄後、基質溶液を加えて15分

間i反応させた後、 405nmに設定じた ELlSAリーダー (BioRad社)にて測定した。基質栴

液は、費~2 :r;i:の第2節と同様のものを用いた。

単調Iピメンチンからのl脂質抽出とその TLC免疫染色:蒸留水に対して十分に透析した

ピメンチン (100μg) にクロロホルム ・メタノール 水 (4:8:3、v/v)0.5 m1を加えて撹作

し、 ーl免抽出した。3000rpmで15分間違心後、上清を回収した。 との操作を更に 2 回繰

り返した。 この上清を脂質画分とし、 E包~気流下にて溶媒を留去させた後、 一定量のクロロ

ホルム :メタノール (2:1、v/v) に溶解した。クロロホルム メタノール:0.2 % J孟化カル

シウム (60:40:9、v/v)の展開溶媒系を用いた TLCで展開後、第2章第 2節に述べた}II:去に

従って抗 GM2MAbによる免疫染色を行った。

Weslern b10l解析単離ピメンチン (10μg/12.5f' I A液)に GM2 (15μg/12.5μl 
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PBS) を加え、室温で l時間静置した試料と、 PBSのみと混合した試料を 2倍波度の Laemmli

の試料緩衝液(102)に等五tになるように加えた。このように調整した泳動用試料をボイルせずに

4 20 %の SDS ポリアクリルアミドグラジエントグルを f~いたSDS PAGE(l00(に供した。泳動

後、分縦タンパク質を PVDF膜 (Millipore社)に転写ーした(山)。 その膜を各レーンごとにカッ

トし、 1%スキムミルクを含む PBSで 1I時間プロッキングした。プロッキング終了後、 lit

GM2 MAb (10μg/ml) 、抗ピメンチン MAb(1μg/ml) もしくはマウス Ig(10μg/ml) 

(Sigma社)を加えて、室温で1時間反応させた。1%スキムミルクを含む PBSで十分に洗

浄した後、ベクタステイン ABCキット (Veclor社)を用いて酵素染色を行った。基質浴液

は、 10 mlの 4クロロ lナフトール (03mg/ml冷メタノール)液に 50mlのトリス緩衝液

生理的食塩ぷ (137mM塩化ナトリウム、 20mMトリス塩酸、 pH76) と5μIill~量化水ぷ

を混合したものを用いた。
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第 3節 結果

( 1 ) Tay Sach s1lIl!1¥者皮膚由来繊維芽細胞 と正常ヒ ト皮膚由来繊維芽細胞における

GM2の剣j胞内分布

図17Aに示すように、抗 GM2MAbによる染色で、ほとんど全ての ray-Sachs病患者皮膚

由来繊維芽細胞の細胞質内に大きな頼粒様構造が観察された。ヒト正常皮膚由来繊維芽細胞

の細胞質内には、そのような頼粒核構造はほとんど認められなかった (図178)ことから、

この穎粒は GM2を苔桜したリソゾームであると考えられた。

それに加えて GM2MAbは、両細胞の細胞質内のフィラメント様構造を染色した(凶17A 

とB)。ヒト正'm繊維芽細胞における主要ガングリオシドは GM3であると報告されている

山}が、このフィラメント様構造は抗 GM3MAbや抗 GM1MAbでは染色されなかった (not 

shown)。

J11 GM2 MAbの糖タンパク質糖jllとの交叉反応性の有無を篠認するために、調11胞を有機溶

媒で処理した後、抗体で染色を行った。図17Eに示すように、 抗 GM2MAbによる染色性

は、完全に失われた。この結果は、抗 GM2MAbは両細胞の糖脂質と特異的に反応し、糖タ

ンパク質糖鎖とは交叉反応していないことを示している。この処理による細胞の形態に及ぼ

す影響は、位相差i家並びに抗ピメンチンMAb染色で観察する限りにおいて、ほとんど問題に

ならなかった (図17FとG)。

阿繊維芽細胞において、抗 GM2MAbで染色された細胞質内のフィラメント機榊逃は、そ

の形態的な特徴からピメンチン IFと推祭された。このことを確認するために、 Tay-Sachs病

息者由来繊維芽細胞を抗 GM2MAbと抗ピメンチン MAbによる二重染色を行った。図17C

とDに示すように、抗 GM2MAbの染色パターン(図17C)は、抗ピメンチン MAbによる

染色ノ〈ターン(図17D)と緩めてよく類似していた。このことから、抗 GM2MAbによって

染色されたフィラメン ト線偽造は、ピメンチン IFであることが強く示唆された。

(2 )単離ピメ ンチンの抗 GM2MAbに対する反応性

ピメンチンをヒト正常皮膚由来繊維芽細胞とマウス肥満細胞より単離した。ピメンチンは、

その分子f置が 5558kDaであることが知られている{山}。 本;¥f!験で単離したタンパク質分子が

ピメンチンであることは、その分子量並びに抗ピメンチンMAbとの反応性から確認した (函

18A)。 次に抗 GM2MAbが単雛ピメンチンに反応するか否かについて、 ELlSAにより検

討した。図18に示すように、 ELISAプレートに閏棺されたピメンチンは、抗ピメンチン

MAb並びに抗 GM2MAbと量依存的に反応するが、抗 GM3MAbや抗 GM1MAbとは全く

反応しなかった。 本笑i撲で用いたピメンチンは、 1%トリトンX100存在下で単縦し、用時

まで 7M尿ぷ存在下で保存した。従って単離ピメンチン両分からは、水溶性タンパク質並び
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にIJfi質は除去されていると考えられる この結果は、それにもかかわらずピメンチンに GM2

が極めてまー定な状態で紡合していることを示唆するものである ELISAフレートへのピメン

チン問柑宅は、約 3032%であった。また、 GM2の国相化本は、約 21%であることが報告

されている問。これらデーターを悲にしてピメンチンと GM2の会合モル比をn出したとこ

ろ、約 201 (GM2 ピメンチン)であった。

(3) 1世離ピメンチンからの脂質品IIt1Iと その TLC免疫染色による解析

ピメンチンに直接 GM2が結合していることを証明するために、単珂tピメンチンからH旨質

tIlllJ:lを行い、その担.11出物を TLCで展開し、 ifLGM2 MAbをmいた TLC免疫染色を試みた。

巾離ピメンチンから品II出した胎質試料中には、確かに抗 GM2MAbと反応する脂質成分が一

本のバンドとして検出された(図19)。このバンドの TLC上での Rl値は、標準 GM2の値

とよく一致するものであった。検出された脂質成分は、抗体の特異性並びにRl1白からGM2で

あると同定された。スタンダード GM2の Rl値との若干の必異は、おそらくセラミド部分の

脂肪酸組成の迷いに起因していると考えられた川町。これらの結果は、ピメンチンには確かに

GM2が結合した状態で存在していることを強〈示唆する。

(4 )抗 GM2M̂ bによ る単厳 ピメンチンの Weslernblol解析

史に、 GM2が也按ピメンチンに結合した状態で存在していることを証明するために、抗

GM2 MAbを用いて Westernb lot解析を行った。その結果を図20に示した。単縦ピメンチン

をLaemmliの試料緩衝液と混ぜ、ボイルせずに SDSPAGEを行い、抗 GM2MAbで Western

blolしたところ、 57kDaに l本のバンドが検出された(図20A)。このバンドは、抗ピメン

チンMAb並びにクーマジープリリアントブルー (CCB)染色によって検出されたバンドと全

く阿じ移動度を示すことから(図20A)、抗 GM2MAbで検出された分子はピメンチンであ

ることが明らかになった。一方、上記試料をボイルし、同検の解析を行ったが、抗 GM2

MAbと反応する分子は全く検出されなかった (nolshown)。

吏に上記試料に過剰量のGM2を加えて、ボイルしないで SDSPAGE後、同級の解析を行っ

た(図20B)。抗 GM2MAbは、 GM2を加えた時の方が、GM2を加えないl侍に比べて明ら

かに強く 57kDaのバンドを染色した。また、脂質抽出した後のピメンチンを問機に解析し

たが、抗 GM2MAbと反応する分子は検出されなかった (nolshown)。

一連の結果は、ピメンチンに GM2が非共有結合的に直接結合して存在していることを示

すとともに、その結合は GM2特異的糖鎖構造とセラミド部位を介してピメンチンに結合し

ているものと与えられた。
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図17 Tay Sachs病}.!!，者皮膚由来繊維芽細胞並びに正常ヒト皮!留El:1来繊維芽細胞の抗

GM2 MAbによる免疫蛍光染色。

Tay Sachs病，tJ.'，者皮膚由来繊維芽細胞 (A) には、 GM2が蓄積したリソソーム線穎粒が細

胞質内に多数観察されたが、正常ヒト皮膚由来繊維芽細胞 (8) ではそのような願粒はほと

んど観察されなかった。両細胞は、抗 GM2MAbによって細胞骨格株構造が染色された。

Tay Sachs病繊維芽細胞を用いて、抗 GM2MAbと抗ピメンチン MAbによる二重染色を行

うと、抗 GM2MAb (C; 8励起光)の染色パターンは、抗ピメンチン MAb(D ; G励起

光)のパターンに極めて類似していた。TayS配 hs病繊劇務細胞をクロロホルム メタノール .

水 (4 : 8 : 3、v/v)で処理後、抗GM2MAbと抗ピメンチン MAbでそれぞれ染色すると、

抗 GM2MAb (E) では全く染色されないが、抗ピメンチン MAb (G) は処理前と同様にピ

メンチンIFを染色した。Fは、 E と C の位相差像を示す。スケールパーは、 15μmを示

す。
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図18 ELrSAによるピメンチン結合 GM2の検出。

正常ヒト皮膚由来繊維芽細胞 (a)及びマウス肥満細胞 (b)から調整した精製ピメンチンを

タンパク質国相周マイクロプレートに国相させ、 抗 GM2MAb (0)及び抗ピメンチン

MAb (・)と反応させた。両抗体は、精製ピメンチンと量依存的に反応した。一万、抗GM1

MAb (ム)及び抗 GM3MAb (口)は、全く反応しなかった。
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図19 ~哨製ピメ ンチンから抽出したI胞質画分のTLC 免疫染色による解析。

レーン lは、線準ガングリオシド (GM3、GM2並びに GM1)を各々 lμgずつ展開した。

GM3は犬赤血球由来、 GM2はTay'Sachs脳出来、 GM1はヒト脳由来のものを用いた。レー

ン2は標準ガングリオシド (GM3、GM2並びに GM1)を各 0.1pgずつ、レーン 3は正常

ヒト皮膚山来繊維芽細胞から単離したピメンチン 100μgの脂質抽出画分、レーン 4はマウ

ス肥満細胞から単離したピメンチン 200μzの脂質抽出蘭分を展開した。展開溶媒は、クロ

ロホルム メタノール :0.2% CaCl， (60・40・9、v/v)。レーン lはオルシノール発色、

レーン 2から 4は抗 GM2MAbによる免疫染色を示す。
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!量120 抗 GM2MAbによ る単離ピメンチンのWeslernblol解析。

(A) 正常ヒト皮膚由来繊維芽細胞の単縦ピメンチン (10μg/レーン)とマウス肥満細胞の

精製ピメンチン (10μg/レーン)を SDSPAGEにより分離後、 PVDF股に転写した。レーン

lから 3は正常ヒト皮J曹由来繊維芽細胞の単離ピメンチンを、レーン 4から 6はマウス肥満

細胞の精製ピメンチンを示す。各紙写試料をCBB (レーン lと4)、抗 ピメンチンMAb

(レーン 2と5)及び抗 GM2MAb (レーン 3と6)により染色した。抗 GM2MAbは、ピメ

ンチンと特異的に反応した。 (s)正常ヒト皮膚由来繊維芽細胞の単離ピメンチンに過剰量

のGM2を添加lした試料(+)と、添加しなかった試料 (ー)をSDSPAGE後、 抗 GM2MAb 

を用いて W由 民rnblolを行った。GM2を添加した試料(+)は、に抗 GM2MAbによってよ

り強く染色された。矢印は、染色バンドの位置を示す。
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第 4節 考察

Tay Sachs病は、戸ヘキソサミニダーゼ Aあるいは GM2活性化タンバク質の遺伝的欠損

によって、細胞質内に過剰長の GM2が蓄積し、脳神経に異常をきたすヒト遺伝性疾患であ

る{明。本実験で用いた Tay.Sachs病息者皮膚由来繊維芽細胞は、戸ヘキソサミニダーゼ A

欠損であることが臨床診断により明らかにされている。 これまで、 Tay.Sachs病息者皮膚由

来の細胞において、細胞質内に軍事秘した GM2の分布を免疫細胞化学的に解析した報告は少

ない 106.107)。その一つの原因は、 GM2を特異的に検出可能な免疫学的プロープがなかったこ

とがあげられる。 これまでの TaySachs病に関する基礎データ (叫から、 GM2特奨的な MAb

をmいて TaySachs病患者皮膚由来繊維芽細胞の細胞質内を染色すれば、その細胞質内に

GM2が過剰に訴積したリソソーム穎粒が観察されることが予智、された。本実験において、

Tay.Sachs病患者皮膚由来繊維芽細胞の細胞質内には、 f確かに抗 GM2MAbによって染色さ

れる大きなリソソーム本問主粒が観察され、 MAbの特異性から考えてリソソーム内に過剰に苔

般した GM2を検出しているものと与えられた(図17Aとc)。正常ヒト皮膚i到来繊維芽細

胞には、ほとんどこのような懸戦線構造は検出されなかったことも、上記の結論を支持する。

この観祭結果は、抗 GM2MAbを汗lいた免疫細胞化学は、 Tay.Sachs病の臨床診断のための

一つの有用な検査法の一つになりうることを示唆する。

それに加えて抗 GM2MAbは、両細胞の細胞質内のフィラメント様構造を明瞭に染色した

(図17)。これまで、細胞骨絡タンパク質と糖脂質との会合に関して幾つの報告がある削 97

108.109)。例えば、グロボシドはヒト及びマウス繊維芽細胞のピメンチンに、平滑iJ7i細胞のデス

ミンに、ヒトケラチノサイトーマ及び肝服務細胞のケラチンに、更にグリア細胞のグリア繊

維性酸性タンパク質に、それぞれ会合して分布していることが免疫細胞化学的に観察されて

いる。本研究においても、 GM2がヒト皮膚由来繊維芽細胞のフィラメント椴構造に会合して

いることを縦若手し、そのフィラメント機構造はピメンチンlFであることを確認した。 Gillard

ら (1990)は、グロポシトとピメンチンとの会合を観察し、それらの分子会合について二つ

の仮説を提示しいる G7'O ①ピメンチンに直接結合している。②ピメンチンあるいはピメンチ

ン会合タンパク質に、グロボシドを含む微小胞を介して|間接的に会合している。 これまでの

ところ、細胞'行絡タンパク質と糖脂質がどのような会合をしているかについては、全く不明

であった。

本実験では、単離ピメンチンを生化学的に解析することによって、ピメンチンと GM2と

の会合の笑体を明らかにすることを試みた。ピメンチンの単離は、 1%トリトンX100と 7

M尿素の存在下で行った。この単離過程によって、プレクチン{ll旬、シネミン (108)及び他のピ

メンチン (108)会合分子は除去され、ピメンチンのみを純粋に得ることができる。従ってこの

ような条件下で惟離されたピメンチンに GM2が検出される場合、 GM2はピメンチンに直接
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結合していると解釈されうる。

正常ヒト皮膚由来繊維芽細胞とマウス肥満細胞から惟離したピメンチンは、 SDSPAGEに

おいて 57kDaの l本のバンドとして検出され(図20A) 、以前にマウスの問機の細胞で報

侍された分子祉と一致していた(101)。この試料を Weslernblol解析したところ、抗 GM2MAb 

により 57kDaの分子量をもっ l本のバンドが検出された(図20A とB)が、抗 GM3MAb 

及び抗 GM1MAbでは検出されなかった (notshown)。一方、 Westεrnblol解析の際、試料

をボイルすると抗GM2MAbとの反応性は失われた。吏に、ピメンチンより脂質抽出を行い、

得られたJj旨質問分を抗 GM2MAbを用いた TLC免疫染色を行ったところ、その画分にGM2

が存雀していることが明らかになった(図19)。 これらの実験事実は、 GM2がピメンチン

に直接結合していることを示している。そして、その結合線式は非共有結合であろうと扱測

された。これまでピメンチンは、その DNA並びにアミノ酸配列から“単純タンパク質"で

あると与えられていた{山}。 しかし、本笑験においてピメンチンには、 GM2が非共有紡合的

に紡令していることが強〈示唆されたことから、ピメンチンは“単純タンパク質"ではなく、

“偽糖タンパク質"とでも呼ばれるべきであろう 。

ピメンチン lFは、生物種間において高度に保存されていることが、 cDNA~tびにアミノ限

配列の宵付rrにより明らかにされている (112)。 細胞内分布についても類似性が高い口市。 このこ

とは、 ピメンチンと糖脂質の会合は、脊椴動物だけでなく無脊椎動物の細胞においても同級

のことが観察される可能性を示唆する。その一つの例として、ウニ卵にはrFとしてピメンチ

ンが存復することが知られている(112)。ところが、ウニ卵には、これまでのところ GM2は見

い出されていない川。 51!:にガングリオシドの糖鎖構造も、脊椎動物とは異なっていることが

報告されている(11)。ウニ卵のピメンチンには、どのような糖脂質が結合しているか極めて興

味のある問題点の一つである。もし、細胞のピメンチンに糖脂質が結合していることがー般

化できるならば、その糖脂質はピメンチンの機能発現及び調節に重要な関わりを有すると考

えられる。

ところで、ピメンチン IFの機能については、微小管やアクチンなどの他の細胞骨絡タンパ

ク質に比べて、あまり理解されていない。しかしその機能としては、細胞の運動性や細胞内

小総宮の分布の保持にあるものと考えられている (114.11九 本実験におけるGM2添加笑験にお

いて、ピメンチンへの GM2結合能には、五t依存牲が認められた(図20B)。このことは、

ピメンチンへの GM2の結合査がピメンチン機能の発現調宣告に関与している可能性を舵測さ

せる。
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第4章 総括

MAbの作製技術は、 1975年に KohlerとMilstein(116)によって権立され、医学 生物学分

野を合めた多くの自然科学分野に導入されている。MAbは、従来のポリクローナル抗体に比

べて緩めて特異性の高いことがこれまでの数多くの報告から実証され、それに伴って分チの

機能解析のために MAbは解析プロープとして必須なものとなってきた。特異性の高い MAb

を得ることによって、 MAb認識分子の細胞及び組織における分布、 invitro及び1flVIVOにお

ける免疫''j主的手法を用いた機能解析、 MAbを用いた遺伝子クローニング等、多くの解析が可

能となる。

プfングリオシドを含む糖脂質に対する特異的な MAbの作製は、糖鎖の免疫原性が低いこ

とからタンパク質に比べて困難とされていた。しかし、本研究で示した精製ガングリオシド

を免疫J);(とする MAbの作製法(第 l章)によって、効率よくガングリオシドに対する特異

的な MAb の作製が可飽であることを示した。 この方法は、多くの微量なガングリオシドA~

ぴに化学合成された粕脂質等に対する MAb作製のために応用されていくものと考えられる。

既に、この MAb作製法を用いて b経路プfングリオシド (GD3、GD2、GD1b、GTlb並びに

GQlb) 並びにシア jレ酸として NeuGc を含むガングリオ系ガングリオシド (GM3 、 GM2~び

に GD3) に対する特異的な MAbが作製されている {61.1向。 免疫学的プロープとしての MAb

が得られたことによって、免疫学的手法を用いてガングリオシドの機能について探究するこ

とカ可T能となった。

これまでガングリオシドは、細胞の分化、形態形成及び組織構築に関与することが予想さ

れてきた仏国。こうした多くの研究は、脳神経系由来の神経細胞株を用いて昨仰「されてきた。

しかし、いずれの研究も現象を捕えたのみの報告が多〈、その作用のメカニズムについては

ftt論の域を出るに至っていないのが現状である。一般的に機能的に未知な分子については、

特異的 MAbを用いて細胞及び組織における発現及ひ冴布を形態学的に解析することによっ

て、これまでに蓄積された形態学的及び解r;~学的知見のパラメーターと組み合わせることに

より機能を推祭していく 。このような観点から、脳 ・神経系組織及び繊維芽細胞をモデルと

して、これらの組織及び細胞におけるガングリオシドの分布を特異的 MAbを用いて明硲に

し、プfングリオシドの各分布領域における機能的役割について考察を加えた(第2車と第3

草)。

結Jl旨質は、糖脂質合成の中間体としてゴルジ体や糖脂質の輸送に関わる細胞質内駅粒に若

干存在するとしても、その多くは細胞膜に輸送され股上に発現されると考え られ、細胞質内

に糖llrr質の明瞭な分布が観察されるとは考えられなかった。ところが免疫電子顕微鏡や免疫

細胞化学による観祭によって、細胞質内小器官や細胞骨格にも糖脂質古滞在していることが
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相次いで報告された(47.97. 108.109)。本研究では、 TaySachs病患者皮膚由来繊維芽細胞 (GM2

(ltl員症)をモデルとして、細胞質内における GM2の分布を抗 GM2MAbを用いた免疫細胞

化学により明らかにした(第 3 章) 。 その結果、 GM2 は Tay ~ Sachs 病患者皮膚由来繊維芽細

胞の細胞質内において GM2が蓄積したと考えられるリソソーム様穎粒と繊維様構造に存在

し、 一方正常ヒト皮膚由来繊維芽細胞には繊維機構造のみに GM2が分布していた。この繊

維機締造は中|削系フィラメントの一つであるピメンチンであり、更に GM2が直接ピメンチ

ンに非共有結合的に存在していることが判明した。マウス肥満細胞から得た精製ピメンチン

においても問機の結果を得た。今回の笑験において附乳動物細胞における GM2は、細胞質

内においてピメンチンと非共有結合によって比較的安定に存在していると結論される。ピメ

ンチンは、動物の進化の過程において極めてよく保存された機能タンパク質であり、種を越

えたピメンチン IFの機能、特にピメンチン IFの重合 ・脱重合への GM2の作用に興味がも

たれた。それは、外部から過剰量の GM2を単離ピメンチンに添加することによって、明ら

かにピメンチンへの GM2結合誌に変化が見られたからである(第3章、図20)。この事実

は、 GM2結合i誌のillIJ的変化によってピメンチン IFの重合 ー脱重合を調節している可能性を

予測させる。既にピメンチン IFの脱重合は、ヘッド領域 (N末端側)のある特異的な領域が

タンパク質キナーゼC及びタンパク質キナーゼAによるリン酸化により、また重合はj悦リン般

化されることによって生じることが Invltroの笑験系で示されている(101)。一方、幾つかのガ

ングリオシドは、タンパク質キナーゼCやキナーゼAの活性化に対して抑制的に、また促進的

に作用することが報告されている問1問。これらの事実を跨まえて、今後ピメンチン IFにお

ける GM2の局在を免疫電子顕微鏡により同定すると同時に、 lnagaki ら (1987)(101)の/1)

viLroの実験系を用いた型例庁を行うことによって、上記した GM2の機能的役割が明らかになっ

てくるものと考えている。

-)J、ガングリオシドは 、脳 ・神経系における存在意義、存在領域並びに生物学的機能に

ついては全んど不明であった。そこで、ガングリオシドの脳 ・神経系における機能的役割を

探究して行くための一つのアプローチとして、まず主要ガングリオシドに焦点を当て、これ

らの組織分布を免疫組織化学の一つである間接蛍光抗体法により解析した(第 2i;1:)。成熟

ラットにおける中枢神経組織(大脳、小脳及び脊髄)の各組織における主要ガングリオシド

は、 GMl、GDla、GDlb、GTlb並びに GQlbであることを確認した。この結果は Yuらの

報告附とよく 一致していた。 しかし、脊髄においては GDlaの含量が他の神経組織に比べて

少ない傾向を示していた。主要ガングリオシドの組織分布は、組織構築の明瞭な小jJ面、大脳

皮質、海馬並びに脊髄を選択した。その結来、主要ガングリオシドは四つの中権神経組織に

おいて、細胞及び層構造に特異的に発現していることを初めて明らかにした。免疫組織化学

による解析の有用性は、組織形態学を基礎とした特定分子の分布観察が生理的条件下に極め
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て近い状態で捉えられる点にある。従って、この万法によって得られた知見を基に組織機造

学上との関連から分子の機能的役割を推察することが可能となる 。本実験において、各ガン

グリオシドが細胞及び層に特異的な分布を示した事実は、その発現領域において何らかの機

能的役割を担っていることを強く示唆する。成熟ラット小}j出において、 GMlはパーグマング

リアにも分布していた。 この観察は、本実験が~Jめてである 。 生後から成熟に至る過程にお

ける小脳の形態形成において、パーグマングリアは外頼粒層の穎粒細胞が内頼粒層へと移動

する際のガイド細胞としての役割をしていると考えられている 120山}。 事笑、これまでにパー

グマングリアを移動すると考えられている穎粒縦胞の膜表面上から、その移動に関与する分

子が幾っか報告されているt悶刷。しかし、これまでに報告された細胞移動及び細胞接必に関

わる分子は、イムノグロプリンスーパーファミリーに属する糖タンパク質であり、ホモフィ

リックな結合並びに接着を示すものである。ところが、細胞移動や細胞接着のようなダイナ

ミックな現象は、複数の分子の機能的集合によって遂行されることが予1fJ，されることから、

パーグマングリアの GMlは、頼粒細胞の移動に附与している一つのリガンド分子である可

能性を示唆する。著者は、早IT!粒細胞の移動期J(生後 1日から 20日の|聞の小}j出)における

GMlの分布について検討し、細胞移動期のパーグマングリアには成熟小脳のパーグマングリ

アよりも GMlが強〈分布していることを確認している(未発表)。今後は、 GMlが穎粒細

胞の移動に関わる分子である証明として、まず GMl結合朕タンパク質の検索を行う予定で

ある。-}j、GDla、GTlb及び GQlbは、シナプス形成領域に発現していたことから、その

形成及び機能との相関に興味が持たれた。最近、シナフ.ス小胞膜を構成しているタンパク質

の一つであるシナプトタグミンは、ガングリオシドと複合体を形成することによってポツリ

ヌスB ll~得点の受容体となることが報告された(1 25 )。 すなわち、ボツリヌスB型毒素のシナフ

トタグミンへの結合には、シナプトタグミンと GTlb/GDlaが複合体を形成することが必須

であり、各々単独では全く結合しない。この分子は、コリン作動性神経細胞によって形成さ

れるプレシナプス領域のシナプス小胞膜上に分布し、この神経細胞が外部刺激を受けてシナ

フ・ス小胞内の各種機能タンパク質並びにペプチド(神経伝達物質)を細胞外へ放出する際に、

シナプス小胞膜とプレシナプス肢の融合に関与している。GDlaとGTlbは、プレシナフス

領域に分布している機能タンパク質の機能発現を制御するための複合体として存在している

可能性が示唆される。GQlbは、 GDlaや GTlbとは異なり、極めて限られたシナフス領域

(小}j出糸球)に分布していたことから、その機能においても異なる可能性が示唆される。

GMl と|百jt~に小脳の発達過程における GQlb の分布変化を観察し、 GQlb の小脳糸球への分

布は生後 30日目になって初めて観察されるが、それ以前では全く観察されないことを確認

している(未発表)。この観察と本笑験による結糸から、 GQlbの小脳糸球への発現は小脳

の形態形成に伴っていることを明確に示すものである。従って、 GQlbは小脳糸球シナプス
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の機能発現のために、安定的なシナプス形成維持に闘うしていると考えられた。 今後、電子

顕微鏡によるぷ細な分布の解析が必要であると考えている。

ー~主の組織分布の鋭祭から、ガングリオシドは各分布領域において各々異なった機能的な

役者~を但っていることが推察された。 特に、小/1出については本実験における解析とともに発

達過程におけるガングリオシドの分布変化の解析(未発表)と併せて興味ある知見を待つつ

ある。プfングリオシドを機能分子として捉える場合、タンパク質及び糖タンパク質との分子

的な繁がりを予怨していかなければならないと考えている。これまで、細胞膜上での糖鎖と

タンパク質との繋がり を示すものとして、細胞接着現象が上げられる。この現象を解析する

なかで、糖鎖をリガンドとする細胞接着タンパク質が発見された位向。 それは、セレクチン77

ミリーと呼ばれ、これまでに三つの分子 (Eセレクチン、 Pセレクチン、 Lセレクチン)が

報告されている(127.128)。これらは、何れも分子 N末端に Cタイプレクチン様のドメインを有

しており、このドメインを介して別の細胞表面に存在する特定の糖鎖と ciH
存伝性に結合

する。しかし、リガンド糖鎖としてガングリオシドは、認識されない。これまでに、ガング

リオシド結合朕タンパク質の存在を示唆する報告がある(129.130)が、未だ明確にした報告はな

い。本実験において、プfングリオシドの機能のーっとして、細胞移動及び細胞認識における

リガンドとしての役割が考えられた。現在、幾つかのガング 1)オシドに対する結合牒タンハ

ク質の検索を行うための新たな検出システムの開発を行っており、良好な結果を待つつある。

今後は、更にその分子の性状について詳細な生化学的、免疫学的及び造伝子工学的な解析を

行う予定である。ガングリオシド結合娘タンパク質の存在とその分子の性状を明らかにして

行くことによって、ガングリオシドの生体における機能的役割が浮かび上がってくるものと

与えている。
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