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研究成果の概要（和文）：申請者らが発見した脳内新規糖化ステロール群に特化した分析法を開発し、糖化ステ
ロール群の代謝機構および生理機能を解析した。その結果、糖化ステロール群の代謝がグルコシルセラミド分解
酵素によって行われることが明らかになった。また、グルコシルセラミド分解酵素の機能が低下したパーキンソ
ン病モデルマウスの脳で糖化ステロール群の発現量が変動していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：I developed an analytical method specific to novel glycosylated sterols that
 we discovered in the brain, and analyzed the metabolic pathways and physiological functions of the 
glycosylated sterols. The results showed that the metabolism of the glycosylated sterols is mediated
 by glucosylceramide-degrading enzymes (GBA). In addition, the expression of glycosylated sterols 
was altered in the brains of mouse model of Parkinson's disease with impaired GBA function.

研究分野：脂質生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳内新規糖化ステロール群の代謝を担うことが明らかになったグルコシルセラミド分解酵素は、その機能不全が
パーキンソン病や小脳失調などの神経変性疾患の原因となる。本研究で開発した分析法を用いることで、糖化ス
テロール代謝が難治性神経変性疾患発症の新たな分子基盤となり得る可能性を検証できるようになり、本研究成
果の学術的・社会的意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは、脳に糖脂質・グルコース化コレステロール（1-O-cholesteryl-β-D-
glucopyranoside, GlcChol）が存在することを発見した（1）。GlcChol は、植物や菌類からヒト
まで広く保存された糖化ステロールの一種であるが、これまで脳に存在することは知られてい
なかった。申請者らは、脳から精製した GlcChol の精密な構造決定過程で、GlcChol と構造が類
似した一群の糖化ステロールが脳内に存在することを見出した。驚いたことに、一群の糖化ステ
ロールは、糖部分ならびにステロール部分の両方に多様性があり、これまで脊椎動物では報告が
なかったガラクトース化コレステロール（GalChol）や植物由来ステロールを有するグルコース
化シトステロール（GlcSito）が存在していた。 
脳における糖化ステロール群の局在や生理機能、代謝経路はほとんど不明である。申請者らは
これまでに、脊椎動物では糖脂質・グルコシルセラミドのグルコースがコレステロールに転移さ
れて GlcChol が合成されることを見出し（2）、その反応がリソソームに局在する酸性グルコシル
セラミド分解酵素（GBA1）と、小胞体やゴルジ体に局在する中性グルコシルセラミド分解酵素
（GBA2）により行われることを明らかにしてきた（3,4）。GBA1 または GBA2 の機能不全はパーキ
ンソン病（PD）や小脳失調などの神経変性疾患の原因となることが知られている（5,6）。また申
請者らは、GBA1 と GBA2 が GlcChol 合成活性だけでなく、GlcChol 分解活性ももつことを明らか
にしている（3,4）。 
 
２．研究の目的 
申請者らが発見した脳内新規糖化ステロール群に特化したターゲットリピドミクス解析系を
開発し、糖化ステロール群の代謝機構および生理機能を解析することにより、糖化ステロール代
謝が難治性神経変性疾患発症の新たな分子基盤となり得る可能性を検証する。 
 
３．研究の方法 
高速液体クロマトグラフィー-タンデム質量分析法（LC-MS/MS）と薄層クロマトグラフィー（TLC）
を用いて、糖化ステロール群の定量法ならびにそれらの合成活性測定法の開発を行った。また、
開発した方法を用いて、グルコシルセラミド分解酵素の機能不全が関与する神経変性疾患につ
いて、疾患モデルマウスの脳や患者由来剖検脳における糖化ステロール群の定量を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 糖化ステロール群の定量法の開発 
糖化ステロール群の定量法の開発には LC-MS/MS を用いた。糖異性体の分離に利用されている
親水性相互作用クロマトグラフィーを LC 部分に採用することによって、同一分子量で構造が類
似する糖化ステロール（GlcChol と GalChol）の分離が行えることが判明した。また、試料から
脂質抽出を行う際の糖化ステロール群の抽出効率の補正には、以前に報告済の重水素ラベルさ
れた GlcChol（GlcChol-d7）（1）を用いた。糖化ステロール群の定量には、Multiple reaction 
monitoring (MRM)モードを用い、プリカーサーイオンとしてアンモニウム付加体 [M + NH4]+ を、
プロダクトイオンとしてステロール骨格に由来するイオンを選択した。興味深いことに、同濃度
の GlcChol と GalChol を MRM モードで分析した場合に、GlcChol よりも GalChol のピークエリア
が大きくなることが明らかになった。これは、グルコースとガラクトースは 4位の水酸基の配向
が異なっており、GlcChol よりも GalChol の方がプリカーサーイオンである[M + NH4]+ を形成し
やすいことが原因していると考えられた。GlcChol と GalChol のイオン化効率（すなわち[M + 
NH4]+ の形成しやすさ）が異なることが明らかになったため、両者を定量する際には、GlcChol-
d7 と GalChol を用いてそれぞれ検量線を作成し、GlcChol と GalChol を別々に定量することで
正確性を確保した。 
 

→ 開発した糖化ステロール群の定量法を用いて得られた結果： 
野生型マウスの脳の各部位における糖化ステロール群の発現量を解析した結果、脳の部位
ごとに糖化ステロール群の発現量が異なることが明らかになった。GlcChol と GalChol の合成
の基質となる糖脂質（グルコシルセラミドとガラクトシルセラミド）は、脳の部位ごとに発現
量が異なるため（7）、基質となる糖脂質の量に依存して GlcChol と GalChol の発現量が異な
る可能性が考えられた。 
続いて、GBA1 の機能が低下した PDモデルマウスの脳の各部位における糖化ステロール群の
発現量を解析した。GlcChol 発現量は、野生型マウスと PD モデルマウスとで有意な差はなか
った。GalChol ならびに GlcSito の発現量は、野生型マウスと比較して PD モデルマウスの大
脳皮質で有意に減少し、嗅球では変化がなかった。PD モデルマウスにおける糖化ステロール
群の発現変動が、PD モデルマウスで観察される神経変性と関連しているか否かを今後検証し
ていく必要がある。また、PD モデルマウスにおいて、脳の部位ごとに糖化ステロール群の発
現変動のパターンが異なっていたことから、糖化ステロール群の生理機能を明らかにするた
めには、部位ごとに発現量を解析していく必要性が示唆された。 
さらに、PD 患者由来剖検脳における糖化ステロール群の発現量を解析した。GlcChol、
GalChol、GlcSito の発現量は、コントロール群と PD患者群とで有意な差はなかった。有意な
差が得られなかった原因として、糖化ステロール群の発現量の個体間でのばらつきが大きか



ったこと、また分析した検体数が少なかったことが挙げられる。今後、検体数を増やして分析
を進めていく必要がある。 
 
(2) 糖化ステロール群の合成活性測定法の開発 
① LC-MS/MS を用いた糖化ステロール群の合成活性測定法 
糖のドナーとなる化合物（糖脂質など）とステロールを基質として用い、組換えヒト GBA1（セ
レザイムⓇ）またはヒト GBA2 を過剰発現させたヒト胎児腎細胞（HEK293T）を酵素源として 37℃
で 2時間酵素反応を行い、酵素反応液から抽出した脂質を LC-MS/MS で解析することを試みた。
酵素反応液に添加したステロールが多量に残存していること、同じく酵素反応液に添加した界
面活性剤が脂質抽出物に混入することなどが原因し、LC-MS/MS で糖化ステロールのシグナルを
とらえることが難しいことが判明した。そこで、TLC を用いて酵素反応液の脂質抽出物からステ
ロールならびに界面活性剤を除去し、糖化ステロールを精製したところ、LC-MS/MS で糖化ステ
ロールを検出することができるようになり、糖化ステロ―ル群の合成活性測定ができるように
なった。 
 
② TLC を用いた糖化ステロール群の合成活性測定法 
①と同様の酵素反応を蛍光ラベルされたコレステロール（25-NBD-コレステロール）を用いて
行い、酵素反応液から抽出した脂質を TLC で分離し、蛍光ラベルされた糖化ステロールの合成量
を解析することを試みた。TLC に用いる展開溶媒を検討した結果、クロロホルム：メタノール
（85:15, v/v）を用いると蛍光ラベルされた GlcChol と GalChol を分離できることが明らかに
なり、糖化ステロ―ル群の合成活性測定ができるようになった。 
 
→ 開発した糖化ステロール群の合成活性測定法を用いて得られた結果： 
GBA1 と GBA2 はガラクトシルセラミド分解活性をもち、ガラクトシルセラミドのガラクト
ースをコレステロールに転移して GalChol を合成することがわかった。ガラクトシルスフィ
ンゴシンならびに UDP-ガラクトースは GalChol 産生のガラクトースドナーとしては利用さ
れないことがわかった。 
GBA1 と GBA2 はグルコシルセラミドの加水分解を担うβ-グルコシダーゼとして同定され
たタンパク質である。これまでに GBA1 と GBA2 がガラクトース代謝に関与することは報告さ
れていなかった。上記の結果より、GBA1 と GBA2 がグルコシルセラミド分解酵素としてだけ
でなく、β-ガラクトシダーゼとしてガラクトシルセラミド分解活性をもち、GalChol 合成酵
素としても機能することが明らかになった。GalChol 合成という GBA1 と GBA2 の新しい機能
に着目することにより、GBA1 または GBA2 の機能不全が神経変性疾患を引き起こすメカニズ
ムを明らかにすることができると期待している。 
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