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ガングリオシドGM3による脂肪細胞の機能制御

学位論文内容の要旨

  ガングリオシドはシアル酸を含むスフインゴ糖脂質の総称であり、様々な生物学的プロセス、例え

ば、細胞問相互作用、接着、細胞分化、増殖抑制など様々な場面で重要な役割を果たしている。また

ガングリオシドはコレステロールやスフインゴミエリンと共に相転移温度が高い細胞膜マイクロドメ

インを形成している。マイクロドメインは特定の膜部分の輸送や種々のシグナル伝達の場として機能

していることが明らかにされつっあり、多くの分野からの注目が高まってきている。また一方で、ガ

ングリオシドは多くの病態に関与することが知られている。これまで当研究室において、3T3-L1脂肪

細胞においてTNF-a刺激によるガングリオシドGM3の増加がインスリンシグナルを抑制することを

見出している。さらに3T3-L1脂肪細胞に同条件のTNF-a刺激を与えると、GM3がマイクロドメイン

において増加すること、そして通常マイクロドメインに局在しているインスリンレセプター(IR)がマイ

クロドメイン外に分散することが明らかとなり、インスリン抵抗性にマイクロドメインの機能異常が

関与している可能性が示唆された。

  本研究では、GM3とインスリンレセプターとの相互作用の検討を行った。また内臓脂肪細胞の培養

系を確立し、内臓脂肪細胞におけるスフィンゴ糖脂質発現量制御にっいて検討した。さらに生活習慣

病と血清GM3含有量との関係について検討した。

（1）型ZZ塑空2ピGM3とイZろ堕ZヒセプタニとQ担亘佳日

  これまでに、GM3の発現増加がインスリンシグナルを抑制することが見出されていたが、その機構

については不明であった。また、IRは、細胞膜上でcaveolinと結合することで、その発現が安定化さ

れることが知られている。そこでIR，caveolin，GM3の相互作用を検討するために3T3-L1脂肪細胞に

おいて免疫沈降法を行った。その結果、インスリンレセプターはcaveolin-lと、そしてGM3と相互作

用し、一方でcaveolin-lとGM3の相互作用はしないことが判明した。

従って、IRにはGM3とcaveolin-lに対して、独立の結合部位の存在が示唆された。次に我々は、GM3

の放射標識光反応性誘導体([11_3H(Neu5Ac)lGM3_N3)を用いた検討により、IRとGM3の直接的な結合

を確認した。IRとcaveolin-lは細胞質側で直接的に結合するため、IRはGM3と細胞膜上で結合して

いることとなる。さらに、FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching)を用いた解析からイン

スリンレセプターとGM3の相互作用にはインスリンレセプターの膜貫通ドメイン直上に存在するり

ジン残基が関与することが判った。

（2）腿閭底a旨肱Q金iヒ誘遵法Q確童

近年、内臓脂肪組織のーっである腸間膜脂肪の過剰蓄積は、生活習慣病を引き起こすことが検証さ
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れてきている。これまでに、（株）プライマリーセルはラット腸間膜脂肪組織から調製した前駆脂肪細

胞(mesenteric-stromal vascular cells: mSVC)を成熟脂肪細胞(mesenteric- visceral adipocytes： mVAC)

にまで分化誘導する新規な培養法を確立していた。

  しかしながら、本分化系におけるインスリン濃度に関しては、従来の初代培養細胞の分化系と同様

に非生理的な高濃度である10，000 ng/mlに設定していたため、今回mVACへの分化誘導に対するイン

スリン濃度にっいて検討した。その結果、生理的濃度のインスリンおよぴIG F-1でmVACを得ること

に成功した。さらにインスリンとIG F-1の各々が内臓脂肪細胞の分化・成熟過程にどのように関与し

ているかを網羅的reai-timePCAにより検討した。その発現がインスリン／IG F-1シグナルに依存し、

且っインスリンシグナルとIGF-1シグナルが相乗的に作用しているものであるものが存在することが

判明した。従って、生理的濃度のインスリンとIGF-1の両者は協調的に内臓脂肪細胞の分化・成熟を

達成していることを初めて示すことができた。このように生理的な腸間膜脂肪細胞の分化誘導系の確

立に成功したことは、生活習慣病の病態生理解明への必須なツールとして、また肥満や2型糖尿病な

どの生活習慣病の治療に有効な薬剤スクリーニングや診断薬の開発への貢献が期待される。

（3）ヱ2里77ニ2！三よ歪丕ZゴZ三糖脂質登盈制御機撞a)f明

  我々はこれまで肥満糖尿病モデルの脂肪組織において、GM3発現量の著しい上昇が認められること

を報告している。しかしながら、どのような機構により肥満または糖尿病により脂肪組織においてガ

ングリオシドが増加する機構は不明である。そこで、内臓脂肪細胞の糖脂質発現量に対するマクロフ

アージの影響について検討した。上記のように我々は、ラット腸問膜内臓脂肪組織から調整した前駆

脂肪細胞を成脂肪細胞へ分化誘導できる培養法を確立しているおり、この前駆脂肪細胞の約3割がマ

クロファージ特異的マーカーを発現していることを確認している。最初にマクロファージを特異的に

死滅させるクロドロネートを添加したところ、グルコシルセラミド、ラクトシルセラミド、およびGM3

の発現量が減少し、それぞれの合成酵素のmRNA発現量も減少していることが確認された。さらにマ

イクロアレイを用いた解析から、グルコシルセラミド合成酵素の阻害剤を作用させると、生活習慣病

の増悪に関与する遺伝子の発現上昇が抑制された。以上より、GM3は炎症性サイトカインにより発現

が上昇し、インスリン抵抗性を誘導するぱかりでなく、GM3の発現抑制は、マクロファージの活性化

を 制 御 し、 積 極 的に 生 活習 慣 病 の病 態 を 改善 す る可 能 性 が示 さ れた こ と にな る 。

（4）生活習慣痘！三担辻歪血漬GM量Q測定意義

  血中のガングリオシドは、リポタンパクと結合して運搬され、高脂血症患者の血液中の総ガングリ

オシド量が高い傾向にあることが報告されている。また糖尿病に関しては、総ガングリオシド量と相

関が無いという報告があるが、血清GM3と糖尿病との関係にっいては、検討がなされていなかった。

また、最近注目されている内臓肥満との関係については、報告が無い。そこで、本研究ではGM3と生

活習慣病との関連性を調べるために、糖尿病患者およぴ高脂血症患者の血清GM3濃度を検討した。加

えて内臓脂肪面積と血清GM3濃度を検討した。その結果、2型糖尿病が進行した患者および高脂血症

患者において血清GM3濃度が上昇する傾向にあることが判った。またに高度な内臓脂肪型肥満を呈す

る2型糖尿病患者において血清GM3濃度が上昇し、ー方でGM3の基質であるラクトシルセラミドの

血清中濃度は内臓脂肪型肥満により減少することが判った。

  今後は、クランプ法によルインスリン抵抗性を評価した患者の血清GM3の測定を行う予定である。

インスリン抵抗性を正確の評価することが可能なクランプ法は病院側、患者側共に対しての負担が大
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きく、将来的にインスリン抵抗性にっいて血清中のガングリオシドGM3を用いて評価することが可能

であれば、大変有益であると考えられる。
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ガングリオシドGM3による脂肪細胞の機能制御

  ガングリオシドはシアル酸を含むスフインゴ糖脂質の総称であり、細胞間相互作用、接着、

細胞分化、増殖抑制などで重要な役割を果たしている。またガングリオシドはコレステロール

やスフインゴミエリンと共に細胞膜マイクロドメインを形成し、タンパク質輸送や種々のシグ

ナル伝達の場として機能し、多くの病態に関与することが知られている。これまで申請者の研

究室では、3T3-L1脂肪細胞においてTNF-a刺激によるガングリオシドGM3の増加がインスリ

ンシグナルを抑制することを見出している。また3T3-L1脂肪細胞に同条件のTNF-a刺激を与

えると、GM3がマイクロドメインにおいて増加すること、そして通常マイクロドメインに局在

しているインスリンレセプター(IR)がマイクロドメイン外に分散することを明らかとし、インス

リ ン抵 抗 性 にマイク ロドメイ ンの機能 異常が関与 している 可能性を 示唆した 。

  上記のように、GM3の発現増加がインスリンレセプターの膜上での局在変化を引き起こすこ

とが見出されたが、その機構については不明であった。そこで申請者はまず、GM3、IRそして

caveolin-l間の相互作用にっいて検討した。申請者は、IRはcaveolin．1およびGM3と直接的に

結合するが、IRとcaveolin-lの結合が観察されないことからIRはcaveolin-lおよぴGM3とそ

れぞれ独立した複合体を形成することを明らかにした。さらに、TNF-a処理および未処理の

3T3-L1脂肪細胞を用いて、GM3発現増加はインスリンレセプターとcaveolin-lの複合体を解離

させ、インスリン抵抗性を誘導することを明らかにした。

  株化された脂肪細胞を用いた検証でGM3とインスリンシグナルとの関係について一定の見解

が得られてきたが、最近生活習慣病の引き金として着目されている内臓脂肪細胞との関係につ

いては、未だ検証されていなかった。そこで申請者は、次に腸間膜内臓脂肪細胞の生理的分化

誘導法の確立を試みた。その結果、生理的濃度のインスリンおよぴIG F-1で腸問膜内臓脂肪細
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胞を得ることに成功し、生理的濃度のインスリンと IG F-1の両者は協調的に内臓脂肪細胞の分

化・成熟を達成していることを示した。このように生理的な腸間膜脂肪細胞の分化誘導系の確

立に成功したことは、生活習慣病の病態生理解明への必須なツールとして、また肥満や2型糖

尿病などの生活習慣病の治療に有効な薬剤スクリーニングや診断薬の開発への貢献が期待され

る。

  次に、申請者は内臓脂肪細胞の糖脂質発現量に対するマクロファージの影響について検討し

た。申請者の研究室では、肥満糖尿病モデルの脂肪組織において、GM3発現量の著しい上昇が

認められることを見出しているが、どのような機構で肥満または糖尿病により脂肪組織におい

てガングリオシドが増加する機構は不明であった。そこで、申請者は、本研究で確立した腸間

膜内臓脂肪細胞を用いた検討を行い、前駆脂肪細胞中に含まれているマクロファージが液性因

子を介して、腸問膜内臓脂肪細胞のスフインゴ糖脂質の発現量を支配していることを明らかに

した。また、腸間膜内臓脂肪細胞に対して複数の炎症性サイトカインを作用させると、ガング

リオシド合成経路の上流に位置するグルコシルセラミドおよびラクトシルセラミドの合成酵素

の遺伝子発現には変化が認められず、GM3合成酵素の遺伝子発現のみが上昇することを示した。

  最後に申請者は、血中GM3と生活習慣病との関連性を調べるために、糖尿病患者および高脂

血症患者の血清GM3濃度を検討した。加えて内臓脂肪面積と血清GM3濃度を検討した。その

結果、2型糖尿病が進行した患者および高脂血症患者において血清GM3濃度が上昇する傾向に

あることを明らかにした。また高度な内臓脂肪型肥満を呈する2型糖尿病患者において血清

GM3濃度が上昇した。さらに、内臓型肥満により血中ラクトシルセラミド濃度は減少し、この

ため内臓脂肪肥満の進行によりGM3濃度／ラクトシルセラミド濃度は顕著に上昇することを見

出した。内臓脂肪面積とインスリン感受性には、相関関係があることが知られており、将来的

にインスリン抵抗性にっいて血清中のガングリオシドGM37ラクトシルセラミド比を用いて評

価することが可能であれば、大変有益であると考えられる。

  以上、本論文は生活習慣病がガングリオシドGM3の発現量増加を引き起こす要因となるとい

う現象から、脂肪組織中でのマクロファージによるスフインゴ糖脂質の発現制御機構、そして、

GM3の発現増加がインスリン抵抗性を引き起こす分子メカニズムまで、よく考察している。よ

って、申請者は博士（薬学）の学位を受領するのに十分な資質を有するものであることを認め

た。
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