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研究成果の概要（和文）：ニワトリ胎児脳から糖脂質・β-コレステリルグルコシド(β-CG)の精製に成功し、脳
におけるβ-CGの存在を初めて明らかにした。高速液体クロマトグラフィー/質量分析法（LC/MS）を用いてβ-CG
の解析システムを開発し、パーキンソン病モデル動物の脳、およびパーキンソン病患者剖検脳におけるβ-CG発
現量を解析した。パーキンソン病モデル動物の脳ではコントロールと比較してβ-CGが増加し、パーキンソン病
患者剖検脳では大きな差はなかった。

研究成果の概要（英文）：β-Cholesterylglucoside (β-CG), a member of glycolipid, was successfully 
purified from embryonic chicken brains, and the presence of β-CG in vertebrate brain was 
demonstrated for the first time. An analytical system for β-CG was developed using liquid 
chromatography/mass spectrometry (LC/MS), and the expression levels of β-CG in the brains of 
Parkinson's disease (PD) model animals and postmortem PD patients were analyzed. β-CG increased in 
the brains of PD model animals compared to those of controls, and there was no significant 
difference in β-CG expression levels between the brains of postmortem PD patients and those of 
controls.

研究分野： 脂質生化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) パーキンソン病発症・進行に関与する 
α-シヌクレイン(α-Syn)の繊維形成と伝播 
パーキンソン病は、中脳黒質のドーパミン

産生神経細胞の変性を伴う神経変性疾患で
ある。諸説ある疾患発症メカニズムの中で、
中脳黒質におけるドーパミン産生細胞内で
の神経特異的タンパク質α-シヌクレイン
(α-Syn)の繊維形成が主な発症原因である
と考えられている。 
α-Syn は、シナプスでの神経伝達に重要な

タンパク質であり、通常は単量体で機能して
いる。α-Syn は多量体化しやすい性質があり、
多量体化が進み、異常に折りたたまれて繊維
が形成されると神経毒性を示すため、通常は
リソソームで分解される。パーキンソン病患
者では、リソソームでのα-Syn 分解能が低下
し、神経毒性を示すα-Syn の繊維が形成され、
ドーパミン産生神経細胞の変性が引き起こ
される 1)。疾患が進行すると､原発巣である中
脳黒質からα-Syn が伝播され、伝播先でα
-Syn の繊維形成のシードとなり、神経変性が
拡大することが明らかになっており 2,3)、α
-Syn の繊維形成と伝播が疾患発症・進行の重
要なメカニズムであると考えられている。 
 
(2) 酸性グルコシルセラミド分解酵素
(GBA1)の機能不全によるα-Syn の繊維形成 
これまで、リソソームでのα-Syn 分解能の

低下、およびそれに続くα-Syn の繊維形成が
引き起こされる原因は明らかになっていな
かったが、最近、リソソームで働く酸性グル
コシルセラミド分解酵素(GBA1)の機能低下
がそれらの原因となることが明らかになっ
た 4,5)。GBA1 は、リソソームと細胞膜に局在
する膜タンパク質であり、糖脂質グルコシル
セラミドをグルコースとセラミドに分解す
る加水分解酵素である。特筆すべき事柄とし
て、GBA1 遺伝子変異は孤発性パーキンソン病
の最も強力な遺伝的リスクとなることが報
告されている 6)。 
Mazzulli らは、GBA1 欠損神経細胞では、

GBA1 の基質であるグルコシルセラミドが蓄
積し、リソソームにおけるタンパク質分解能
の低下、そしてα-Syn の繊維形成が引き起こ
されることを報告しており 4)、GBA1 によって
本来分解されるべきグルコシルセラミドが
リソソーム内に蓄積することがパーキンソ
ン病発症の原因となるという仮説が提唱さ
れている。しかし、グルコシルセラミドの蓄
積がα-Syn の繊維形成を引き起こすメカニ
ズムの詳細は明らかにされておらず、GBA1 を
介したパーキンソン病発症の制御メカニズ
ムは未だ不明な点が多い。 
 
(3) GBA1 の新機能の発見 
GBA1 はこれまでにグルコシルセラミド分

解酵素として研究されてきたが、申請者は
GBA1 の新機能として、グルコシルセラミドの
グルコースをコレステロールへ転移する活

性を見出し、GBA1 が糖脂質・β-コレステリ
ルグルコシド(β-CG)を合成することを発見
した 7,8)。β-CG は、コレステロールにグルコ
ースが β-グリコシド結合した糖脂質である。
β-CG がどのような組織で発現しているかは
これまで明らかになっていない。申請者が
β-CG合成を担うことを明らかにしたGBA1は、
脳ではその発現量が高く、パーキンソン病と
の関与が疑われることから、申請者は β-CG
が脳において発現しているのではないかと
考えた。 
 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、GBA1 を介したパーキンソ

ン病発症の制御メカニズムを明らかにする
ことである。 
近年、GBA1 の機能破綻がパーキンソン病発

症を引き起こすことが明らかになりつつあ
る。申請者は最近、GBA1 がグルコシルセラミ
ド分解活性だけではなく、β-CG 合成活性を
有することを明らかにした。これまでに GBA1
がコレステロールにグルコースを転移する
機能をもつことは知られておらず、申請者の
発見は、GBA1 が関与するパーキンソン病につ
いて、これまで考えられていなかった β-CG
合成という新たな視点から疾患発症の分子
基盤を明らかにできる可能性を示唆する。
GBA1 の機能低下に伴い、本来分解されるべき
グルコシルセラミドが蓄積することが疾患
発症の原因となるという仮説が数多く提唱
されているが、申請者は、GBA1 の機能低下に
よってβ-CG合成不全になることも疾患発症
の一因となるのではないかと予想している。 
本研究では、GBA1 によるβ-CG 合成という

新しい視点からパーキンソン病発症の制御
メカニズムの解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
GBA1 を介したパーキンソン病発症の制御

メカニズムへのβ-CGの関与の可能性を明ら
かにするため、以下の４つのステップで研究
を進めた。 
 

(1)β-CG 解析システムの開発 
高速液体クロマトグラフィー/質量分析法

（LC/MS）を用いて β-CG の解析システムの
開発を試みた。LC 分離モードには、従来の順
相および逆相では困難であった糖構造の異
なる脂質間の分離が可能な親水性相互作用
クロマトグラフィーの採用を試みた。 
 
(2) 脳からのβ-CG の精製および構造決定 
β-CG はヒト線維芽細胞に存在することが

以前に報告されているが、完全に構造決定が
なされた例はない。また、脳でのβ-CG の存
在は未報告である。本研究では、ニワトリ胎
児の脳を出発材料とし、多段階のクロマトグ
ラフィーを駆使してβ-CG の精製を行った。



精製品について、質量分析および核磁気共鳴
(NMR)分析を行い、構造を解析した。 
 
(3) 疾患モデルにおけるβ-CG の発現解析 
疾患モデルとして、GBA1 欠損または機能不

全動物の脳、パーキンソン病患者剖検脳   
を利用し、(1)で開発したβ-CG 解析システム
によってβ-CG 発現量をコントロールと比較
した。 
 
(4) 疾患発症の制御メカニズムへのβ-CGの
関与の検証 

パーキンソン病におけるα-Syn 伝播に関
して、オリゴマー化したα-Syn が、脂質ラ
フト構成成分から成るエクソソームと呼ば
れる膜小胞を介して細胞間を輸送されるこ
とが明らかにされている 9)。エクソソームは、
後期エンドソーム内腔に存在する直径約 70
～150 nm の膜小胞であり、その膜上および
小胞内に様々なタンパク質、核酸、脂質を含
み、近年、細胞間のコミュニケーションツー
ルとして注目されている。 
エクソソームを介したα-Syn 伝播に関し

て、これまでに GBA1 やβ-CG の関与の報告
はない。神経細胞の培養上清から浮遊細胞や
死細胞を除去後、超遠心による沈殿画分とし
てエクソソームを調製し、(1)で開発したβ
-CG解析システムによってエクソソームにお
ける β-CG 発現量をエクソソーム放出元の
神経細胞と比較した。 
 
 
４．研究成果 
(1) LC/MS によるβ-CG 解析システムの開発 
親水性相互作用クロマトグラフィーを用

いた新たな脂質分析系を構築した結果、マウ
ス脳においてβ-CG の存在を見出した。β-CG
の組織分布はこれまでほとんど明らかにな
っておらず、脳におけるβ-CG の存在は本研
究によって初めて明らかになった。これまで、
脳に存在する糖脂質は詳細に研究されてき
たにも関わらず、β-CG の存在が明らかにな
っていなかった原因は、β-CG が脳に多量に
存在するガラクトシルセラミドに埋もれて
いたことが考えられる。LC/MS による詳細な
分析によって、ガラクトシルセラミドはβ
-CG の約 100 倍存在することが明らかになっ
た。 
 
(2) 脳からのβ-CG の精製および構造決定 
順相クロマトグラフィー、および２段階の

逆相クロマトグラフィーを駆使してニワト
リ胎児脳に多量に存在するガラクトシルセ
ラミドを除去し、β-CG が濃縮された画分を
得た。β-CG のステロール部分の構造決定、
特に環構造内の二重結合の位置を決定する
ことは、エレクトロスプレーイオン化法を用
いた質量分析、および一次元 NMR 分析では困
難を極めた。そこで今回は、二次元 NMR、お
よびスパイラル型の工学系を搭載したマト

リクス支援レーザー脱離イオン化飛行時間
型 質 量 分 析 計 （ 日 本 電 子株 式 会 社 製
JMS-S3000）を用いてステロール部分の構造
決定を行い、精製した脂質がβ-CG であるこ
とを確認した発表論文①。また、精製品を脱糖鎖
処理し、得られたアグリコンについてガスク
ロマトグラフィー質量分析を行い、精製品の
アグリコンがコレステロールであることを
確認した発表論文①。 
 
(3) 疾患モデルにおけるβ-CG の発現解析 
GBA1 欠損または機能不全動物の脳では、コ

ントロールと比較して予想外にもβ-CG が増
加していた。パーキンソン病患者剖検脳では、
コントロールと比較してβ-CG 発現量に大き
な差はなかった。剖検脳についてはサンプル
数が少なかったため、今後サンプル数を増や
して解析を行う必要がある。 
申請者らは、最近β-CG が GBA1 だけではな

く中性グルコシルセラミド分解酵素 GBA2 に
よっても合成され、生体内では GBA2 が主に
β-CG 合成を担い、GBA1 はβ-グルコシダー
ゼとしてβ-CG 分解を担っている可能性を明
らかにした発表論文④。興味深いことに、コレス
テロール・スフィンゴ脂質の代謝異常症であ
るニーマン・ピック病 C型や、リソソームの
コレステロール濃度が高い条件では、GBA1
はβ-CG の分解ではなく合成を担い、β-CG
が増加する発表論文④。 
今回、GBA1 欠損または機能不全動物の脳に

おいてβ-CG の増加が見られたことは、GBA1
によるβ-CG 分解が低下したことによると考
えられた。今後、GBA1 機能不全によって引き
起こされるα-Synの繊維形成にβ-CGの増加
が関与するか否かを解析していきたい。 
 
(4) 疾患発症の制御メカニズムへのβ-CGの
関与の検証 
神経細胞由来エクソソームでは、エクソソ

ーム放出元の神経細胞と比べてβ-CG発現量
が高く、β-CGがエクソソームに濃縮されてい
る傾向が見られた。今後、エクソソームを介
したα-Synの伝播にβ-CGが関与するか否か
を解析していきたい。 
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