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研究成果の概要（和文）：  本研究では、ケトン食の摂取が脳内のスフィンゴ糖脂質の生合成へと及ぼす影響を
明らかにするため、ケトン食を持続的に摂取させたマウスの脳組織における関連遺伝子の発現量やプロダクトで
あるスフィンゴ糖脂質の含有量を解析した。その結果、ケトン食の摂取により関連遺伝子の発現量の変化を作用
点として、肝臓、脳、血清に含まれる酸性スフィンゴ糖脂質（ガングリオシド）の特定の分子種が増加すること
を明らかにした。特に血清中にて有意に増加するガングリオシドの分子種については、イムノアッセイによる実
用的な評価方法を構築するために、モノクローナル抗体の作製など基盤技術の整備を進めた。

研究成果の概要（英文）：  To clarify the effects of a low-carbohydrate ketogenic diet (KD) on the 
biosynthesis of glycosphingolipids (GSLs) in mouse tissues, we analyzed the expression levels of GSL
 metabolism-related genes and their products in the tissues of mice fed a ketogenic diet. We found 
that certain molecular species of acidic GSLs (gangliosides) in liver, cerebellum, and serum were 
increased in KD-fed mice, which correlated with altered expression levels of GSL metabolism-related 
genes in tissues. Regarding the gangliosides in serum, we attempted to develop monoclonal antibodies
 to establish an immunoassay to evaluate the effects of KD on tissues.

研究分野：生化学、糖鎖生物学

キーワード： ケトン食　スフィンゴ糖脂質　ガングリオシド　抗糖鎖抗体　抗体精製

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
  低炭水化物/高脂肪の栄養食であるケトン食には痙攣発作を抑える作用があり、薬が効かない難治性てんかん
の症状を改善できる。肥満治療への応用のために改変されたケトン食（アトキンス食/糖質制限食）も社会的に
注目されている。しかし、その作用メカニズムについては不明な点が多く、適切に利用するための科学研究が必
要とされている。本研究では、てんかんや肥満の治療への適切なケトン食の利用を目的として、ケトン食の脳や
肝臓への作用を評価するための指標となる生体分子をマウスを用いた実験系により探索し、ガングリオシドを候
補分子として見出した。本成果は、患者に負担の少ないてんかん治療食の開発などへの応用が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
低炭水化物/高脂肪の栄養食であるケトン食には痙攣発作を抑える作用があり、薬が効かない
難治性てんかんであっても症状を改善できることから 2016年より保険適応となっていた。肥満
治療への応用のために改変されたケトン食（アトキンス食/糖質制限食）も社会的に注目されて
いた。一方で、その作用メカニズムについては不明な点が多く、安全かつ効果的に活用するため
の科学研究が必要とされていた。研究代表者らは、新たなケトン食の作用点となる生体分子を探
索するため、実験モデルとしてケトン食を持続的に摂取させたマウス文献①の解析を進めていた。
その結果、肝臓においてスフィンゴ糖脂質の代謝に関連する遺伝子群の発現量が、ケトン食の摂
取により強く影響を受けていることを見出した。これらの遺伝子群の中には、遺伝性のてんかん
症候群にて原因遺伝子として報告されたもの文献②もあったため、スフィンゴ糖脂質の生合成の変
化がケトン食の作用点の一つであると仮説を立て、本研究を計画した。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ケトン食の摂取が脳内のスフィンゴ糖脂質の生合成へと及ぼす影響を、ケトン食
を持続的に摂取させたマウスの脳組織における関連遺伝子の発現量やプロダクトであるスフィ
ンゴ糖脂質の含有量の解析により明らかにすることを目的とした。さらに、ケトン食の生体内へ
の作用を定量的に評価する方法を確立するために、実用的なマーカーとなりうるスフィンゴ糖
脂質の分子種を特定し、その測定方法を確立することも目的とした。よって将来的に、神経保護
効果を有する食品成分の探索や、患者に負担の少ないてんかん治療食の開発への応用展開が可
能となるようなスフィンゴ糖脂質マーカーの開発を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
実験に用いた組織試料（脳、肝臓、血清）は、通常食またはケトン食（F3666, Bio-Serv, 

Frenchtown, NJ)を７週間に渡り持続的に摂取させたマウスより調製した。標的遺伝子の発現量
は、組織試料より抽出した Total RNAより合成した cDNAを用いて、Real-Time qPCRにて解
析した。スフィンゴ糖脂質の含有量は HPLC を用いて測定した。本測定では、各組織試料より
抽出したスフィンゴ糖脂質を EGCase I (New England Biolabs, Ipswich, MA)にて酵素消化す
ることで糖鎖部分のみを遊離して蛍光分子で標識し、これらを HPLC にて分析して検出される
ピークの蛍光強度よりスフィンゴ糖脂質の分子種の含量を算出した。モノクローナル抗体の作
製には、目的のスフィンゴ糖脂質を含むリポソームを調製し、これを免疫したマウスより採取し
た脾臓細胞を用いてハイブリドーマを作製して調製した。このハイブリドーマの培養液に含ま
れるモノクローナル抗体を抗体精製用のジルコニアカラムを用いたクロマトグラフィーにより
精製して実験に用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）ケトン食の摂取による肝臓や脳組織のスフィンゴ糖脂質の含有量への影響 
マウスでは肝臓に脳組織と同種のスフィンゴ糖脂質が含まれているため、扱いやすい肝臓を
用いた予備検討をまず実施した。スフィンゴ糖脂質の生合成に関連する遺伝子の発現量を解析
したところ、ケトン食の持続的な摂取により、酸性スフィンゴ糖脂質（ガングリオシド）の生合
成に関わる St3gal2 の遺伝子発現量が増加しており、一方で分解に関わる Gm2a 遺伝子の発現量
が低下していた。Gm2a 遺伝子は大脳皮質（海馬を含む）においても有意に発現量が低下してい
た。これらの遺伝子がコードしているタンパク質の機能より、各組織におけるガングリオシドの
含有量がケトン食摂取後に増加していることが予想されたため、次に肝臓や脳組織に含まれる
スフィンゴ糖脂質の含有量を調べた。その結果、肝臓と小脳において、St3gal2 がコードする糖
転移酵素より合成される GM3 や、Gm2a がコードするタンパク質により分解が促進される複合型
ガングリオシドの含有量が増加していた。以上の結果から、ケトン食の摂取により、関連遺伝子
の発現量の変化を作用点として、組織中のガングリオシドの含有量が増加していると結論付け
た文献③。 
 
（２）ケトン食の摂取による血清中のガングリオシドの含有量への影響 
ケトン食の摂取による組織への作用を実用的な手法で評価するために、臨床検査で用いられ
る血清を材料とした解析手法の確立を試みた。血液中の主なスフィンゴ糖脂質は肝臓にて産生



されたものに由来することから、肝臓でのガングリオシドの含有量の増加が血清中のガングリ
オシドに反映すると考え、ケトン食の摂取による血清中のガングリオシドの変化について解析
した。その結果、用いたマウスの血清中には、肝臓に含まれるものと同種のガングリオシドが検
出され、特に糖鎖が長く親水性の性質が強い GM1 や GD1a が、ケトン食の摂取後に有意に血清中
に増加していることがわかった文献③。 
 
（３）ケトン食の摂取による肝臓の糖タンパク質への影響 
肝臓ではケトン食の摂取による糖タンパク質の糖鎖合成に関与する遺伝子の発現量への影響
も見られたため、レクチンや抗糖鎖抗体を用いて肝臓の糖タンパク質の糖鎖を解析した。その結
果、ケトン食の摂取により未成熟型の短い糖鎖を有する糖タンパク質が増加していることがわ
かった文献④。このような糖タンパク質の糖鎖構造変化も、ガングリオシドの量的変化とともに、
ケトン食の組織への作用を評価するためのバイオマーカーとして応用できると考えている。 
 
（４）ケトン食の摂取による脂肪肝改善効果 
  本研究では、ケトン食の作用を評価するために、過食による肥満の表現型を呈する ob/ob マウ
スを野生型マウスと共に用いて実験を行った。本検討にて、ob/ob マウスに見られる脂肪肝の表
現型が、ケトン食の持続摂取後に改善していることを見出した。この脂肪肝の改善効果について
詳細に解析したところ、ケトン食摂取後のマウスでは、脂肪酸代謝の活発な筋肉や脂肪組織に発
現する VLDL 受容体が、通常は存在しない肝臓に発現していることを見出した文献⑤（図１）。特に
野生型マウスでは VLDL 受容体の発現が強く誘導されており、同時に VLDL による肝臓から肝外
組織へのトリグリセリドの放出が抑制されていることを示す結果が血清リポタンパク質の脂質
解析より得られた。一方、ob/ob マウスでは VLDL 受容体は検出されるが野生型マウスと比較す
ると発現レベルは低く、トリグリセリドの肝臓からの放出は抑制されていないことを示す結果
を得た。以上の結果は、ケトン食を摂取したマウスの肝臓では、脂肪燃焼を促進するために中性
脂肪の放出を VLDL 受容体の発現などにより抑制しているが、ob/ob マウスではこの抑制機構が

うまく働いていないことを示している。よって脂
肪燃焼と中性脂肪の放出が同時に起こり、肝臓の
脂肪が失われやすくなり、脂肪肝が改善したと考
えられる。ob/ob マウスでは、食欲抑制ホルモン
であるレプチンが機能していないため、レプチン
に肝臓からの中性脂肪の放出を抑える作用があ
ると考えられる。本研究成果を踏まえ、レプチン
の肝臓への作用を抑制できる薬剤を開発し、ケト
ン食など低糖質ダイエットによる脂肪燃焼の促
進と併用して用いることで、脂肪肝を効果的に改
善できるようになると考察している。 
 
図１：VLDL 受容体のイムノブロット解析 
通常食とケトン食摂取後の ob/ob（a）と野生型
マウス（b）各６個体（1〜6）から採取した肝臓の
組織ライセートを調製し, VLDL 受容体（VLDLR）
を抗体で検出した. 内部標準として, 同試料中
の actin を検出した結果を下部に示した. （c）
イムノブロットにより検出されたシグナルの強
度をイメージアナライザーで数値化し, 比較し
たグラフ. 内部標準の actin のシグナル強度の
比として標準化してある. Black squares and 
bars, 通常食摂取マウス; gray squares and 
bars, ケトン食摂取マウス.  Mean ±SD, 
**p<0.01, ***p<0.001. 略語：chow, 通常食； 
LCKD, ケトン食; wild 野生型マウス. 

 
 
 
（５）実用的な評価系構築に向けたモノクローナル抗体の作製 
ここまでの検討にて、血清中のガングリオシドの含有量の変化を測定することで、ケトン食の
生体内への作用を間接的に評価できる可能性が示された。そこで、血清中のガングリオシドを実
用的に評価する方法の確立を目指し、臨床現場の常法であるイムノアッセイによる評価法に必
要なモノクローナル抗体の作製を試みた。対象となるガングリオシドは、GM3 や GD1a などの非
還元末端がα2,3 シアリルガラクトース構造であることを特徴する。そこで、この構造からなる
免疫用の糖脂質抗原を調製し、これをリポソーム法によりマウスに免疫することで、抗体の作製
を試みた。この過程にて、免疫に用いるリポソーム脂質構造や粒径を制御することで、糖鎖抗原
に対して効率よく免疫を誘導できる条件を見出した文献⑥,⑦。その結果、GM3 に強く反応するモノ



クローナル抗体など、シアリル化糖鎖をエピトープ認識する数種のモノクローナル抗体の作製
に成功した。これらの抗体は IgM クラスの抗体として産生されやすいため、その濃縮・純化に適
したジルコニアカラムによる精製方法も確立した（図２）文献⑧,⑨。本方法により、血液サンプル
や抗体産生細胞の培養上清から、IgM を変性させることなく容易な操作で高濃度・純度に調製で
きるようになった。 
また、これらの IgM の可変領域遺伝子の配列解析を実施したところ、シアリル化糖鎖を認識す
る抗体に共通に用いられる軽鎖遺伝子があることを発見した文献⑩。この軽鎖遺伝子の配列情報は、
目的のシアリル化糖鎖を認識する実用的な組換え抗体の開発に応用できる。また、この遺伝子の
発現を生体試料から検出することで、ケトン食の生体への作用を評価できる可能性もある。 
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