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研究成果の概要（和文）： グルコセレブロシダーゼはパーキンソン病のリスク遺伝子であるも

のの、その変異が神経変性に及ぼす役割はいまだわかっていない。グルコセレブロシダーゼ変

異型 fibroblast ではグルコセレブロシダーゼ活性が著しく低下していた。さらに、変異型

fibroblast にミトコンドリア複合体 I 阻害薬を暴露するとアポトーシスが誘導され、同時にカ

テプシン B の活性が抑制された。カテプシン B がαシヌクレインの分解に関わっているとすれ

ば神経変性との関わりがあるものと思われたが、αシヌクレインがカテプシン B の基質である

事を証明する事は出来なかった。 

 
研究成果の概要（英文）： Recent report showed glucocerebrosidase (GBA) mutation is a risk 

of PD, however, precise function between GBA mutation and neuronal degeneration. In this 

study, we explored the function of GBA mutation in its pathological process. GBA mutation 

fibroblasts showed apoptotic cell death after addition of mitochondrial toxin or starvation. 

Moreover, lysosomal enzyme, cathepsin B (CTSB) activity was significantly reduced. But 

we could not clearly show thatlpha-synuclein is the substrate of CTSB. 
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１．研究開始当初の背景 

 パーキンソン病は有病率の高い神経変性

疾患であり、ドパミン補充療法が運動機能を

改善はさせるものの根本的治療はいまだ存

在しない。α-シヌクレインが分子病態におい

てもっとも重要な役割を果たしているが、神

経細胞死にはさらに上流のイベントが必要

であると思われる。グルコセレブロシダーゼ

はパーキンソン病のリスク遺伝子であるが、

その変異が神経変性に及ぼす役割は不明で

あった。グルコセレブロシダーゼはタンパク

分解酵素であり、一方α-シヌクレインの蓄積
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は細胞毒性を持つ。これらから、グルコセレ

ブロシダーゼがαシヌクレインの上流で神

経変性に関わっている可能性がある。 

 

２．研究の目的 

 変異型グルコセレブロシダーゼが最終的に神

経細胞死を誘導する経路の解明が目的である。

変異型グルコセレブロシダーゼ変異 fibroblast、

変異型グルコセレブロシダーゼ発現コンストラク

トを用い、ミトコンドリア複合体 I 阻害剤、

starvation 負荷を組み合わせ、変異型により強く

細胞死が生じる事、その時に特定のカテプシン

が活性化される事を明らかとする（グルコセレブ

ロシダーゼ-カテプシン経路）。次いで、同定さ

れた key となるカテプシンとα-シヌクレインを共

発現させ、α-シヌクレインのリン酸化、細胞内凝

集体、さらに細胞死が生じる事を確認する。最

後に、治療の試みとしてカテプシンに対する阻

害剤および siRNAを用い、系が抑制され細胞保

護効果を示す事を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 主にグルコセレブロシダーゼ変異型

fibroblast （ wt/wt 、 R120W/L444P 、

RecNciI/L444P, N370S/N370S, L444P/ 

L444P）を用いて実験を行う。グルコセレブ

ロ シ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性 は

4-methylumbelliferyl-beta-D-glucopyranosi

de (4-MUG)を基質として蛍光プレートリー

ダー (Excitation 355 nm, Emission 460nm)

で測定。これらの fibroblast に、パーキンソ

ン病の細胞・動物モデルで汎用されるミトコ

ンドリア複合体Ⅰ阻害薬(MPP+、rotenone)

を暴露。また、培地からブドウ糖・FBS を除

き starvation 負荷を行い、アポトーシスやオ

ートファジー誘導について検討を行う。また、

このときに活性が誘導または低下するカテ

プシンに関してウェスタンブロットやキッ

トを用い確認する。 

 

４．研究成果 

グルコセレブロシダーゼ変異型 fibroblast

（ wt/wt 、 R120W/L444P 、 RecNciI/L444P, 

N370S/N370S, L444P/L444P ） を 用 い 、

4-methylumbelliferyl-beta-D-glucopyrano

side (4-MUG)を基質として測定し、変異型で

はグルコセレブロシダーゼ活性が著しく低

下している事を確認した。野生型と変異型グ

ルコセレブロシダーゼ fibroblast ではミト

コンドリア複合体Ⅰ阻害薬に対する反応が

異なっており、野生型がオートファジーを生

じるのに対し、変異型では、オートファジー

誘導が野生型ほど強くなく、アポトーシスが

認められた。変異型 fibroblast において、

オートファジー誘導を試みると、rapamycin

では caspase-3 の cleavage が減弱し細胞保

護的に働いた。変異型 fibroblast ではカテ

プシン Bの発現・活性ともに誘導が抑制され

ていた。さらに、免疫沈降法によってグルコ

セレブロシダーゼとカテプシン B との

interactionがみられた。 

 以上の結果より、グルコセレブロシダーゼ

の変異はカテプシン Bの活性を減弱させる事

によって細胞毒性を発揮するものと考えら

れた。カテプシン Bがαシヌクレインの分解

に関わっているとすれば神経変性との関わ



りがあるものと思われたが、αシヌクレイン

がカテプシン Bの基質である事を証明する事

は出来なかった。 
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