
国立研究開発法人産業技術総合研究所・生命工学領域・主任研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６２６

基盤研究(B)（一般）

2018～2015

ケトン食摂取による脳内の糖脂質発現動態に関する研究

Investigation of the effect of low carbohydrate ketogenic diet on tissue 
expression of epilepsy-related glycosphingolipids

２０４４３１７９研究者番号：

奥田　徹哉（Okuda, Tetsuya）

研究期間：

１５Ｈ０２９０７

年 月 日現在  ２   ５ ２５

円    13,500,000

研究成果の概要（和文）：低糖質・高脂肪の組成を特徴とするケトン食は、体内で糖質の代わりに脂肪をエネル
ギー源として優先的に利用するための食餌である。この栄養バランスの変化による細胞応答の誘導は、ケトン食
によるてんかんや肥満の改善作用の分子基盤となるが、その詳細については不明な点が多い。本研究では、遺伝
性てんかんの発症に関わるガングリオシドに着目した研究を実施し、ケトン食の摂取がマウスの肝臓や中枢神経
組織にて代謝関連遺伝子の転写制御を介してガングリオシドの発現増加を誘導することを見出した。主に変化す
る遺伝子としてGm2aとSt3gal2を同定し、血清中のガングリオシドの含量がこの作用の指標となりうることも見
出した。

研究成果の概要（英文）：Molecular targets associated with low-carbohydrate ketogenic diets (LCKDs) 
were explored using gene expression profiling in the liver of mice fed a LCKD. The result showed 
that the LCKD promoted the expression of glycosyltransferase genes involved in ganglioside synthesis
 and suppressed the expression of Gm2a, the gene encoding GM2 ganglioside activator protein, a 
lysosomal protein indispensable for ganglioside degradation. These changes were correlated with 
increased ganglioside content in the liver and serum. As gangliosides are mainly expressed in 
central nervous tissues, we also analyzed LCKD effect on cerebral cortex. Although ganglioside 
levels were unchanged in mice on the LCKD, Gm2a expression was significantly down-regulated. Further
 analyses suggested that the LCKD altered the expression levels of gangliosides in a limited area of
 central nervous system tissues susceptible to Gm2a.

研究分野：糖鎖生物学

キーワード： ケトン食　ガングリオシド　てんかん　GM2A　ST3GAL2　脂肪肝　VLDLR　レプチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
てんかん患者の約３割は治療薬が奏効しないが、ケトン食はこのような難治性てんかんであっても改善できる。
しかし、食べにくい、重度の便秘になるなど課題も多い。本研究によりケトン食の分子作用点が解明され、その
作用を評価するための分子マーカーを開発できれば、その応用により患者に負担の少ないてんかん治療食の開発
や創薬へとつながる点に社会的な意義がある。また、研究対象とするガングリオシドは様々な神経疾患の原因と
なるが、中枢神経組織における機能・役割は明確になっておらず、その解明につながる成果が期待できる点に学
術的な意義がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
高脂肪・低糖質の栄養組成からなるケトン食（LCKD：Low-Carbohydrate Ketogenic Diet）
の摂取は糖質の摂取量を制限し、体内では脂肪が優先的にエネルギー源として利用されるよう
になる。LCKD は難治性てんかんを改善する作用があるため小児てんかんの治療に用いられて
おり、近年では肥満や糖尿病などの生活習慣病の治療への応用も検討されている引用①。LCKDを
摂取すると、肝臓はその脂質成分を分解してケトン体を産生する。ケトン体はグルコースの代わ
りとなる栄養素として組織に供給され、脳組織ではグルコースの代わりとなるエネルギー源の
主体となる。そのため、LCKDの摂取下においては、各組織/細胞にてグルコースの欠乏ストレ
スやケトン体による細胞応答が起こる。これらの細胞応答は、上述の疾患における LCKDの好
適な効果をもたらす分子基盤となることが推察できるが、その詳細なメカニズムは十分に解明
されていなかった。 
ガングリオシドは、シアル酸を含む糖鎖からなるスフィンゴ糖脂質の総称であり、動物細胞は
異なる組織/細胞種において異なる糖鎖構造の多様なガングリオシドの分子種を発現している
（図 1）。特に中枢神経組織には含量、種類ともに多く含まれており、その発現は遺伝子転写レ

ベルで高度に制御されてい
る。哺乳動物のガングリオシ
ドの基幹構造となるモノシ
アロガングリオシド GM3
の合成酵素をコードする
St3gal5 遺伝子に変異を持
つヒトは、遺伝性てんかんを
乳児期に発症する引用②。また、
中枢神経組織に豊富に存在
する複合型ガングリオシド
の合成律速酵素をコードす
るB4galnt1遺伝子の変異は、
遺伝性痙性対麻痺と関連す
る引用③。これらの知見は、中
枢神経系の複合型ガングリ
オシドの欠乏がてんかんな
どの中枢神経疾患の発症に
関わることを示していた。 

 
 

図１：動物細胞におけるガングリオシドの生合成・代謝図 
 
我々は糖質欠乏によるストレスを細胞に誘導する 2-deoxyglucoseによる処理が、細胞のガン
グリオシドの発現量へと影響することを見出しており引用④、動物体内にて同様な環境を誘導でき
る LCKDに着目した。上述の背景より、LCKDの摂取がてんかん発症に関わる中枢神経組織の
ガングリオシドの発現へと影響を及ぼすとの仮説を立て、LCKD 摂取モデルマウスを確立して
解析することでこの仮説実証を試みた。 
 
２．研究の目的 
 
  本研究では、LCKD の摂取が組織のガングリオシドの発現量に及ぼす影響を明らかとし、
食餌による LCKDの好適効果を評価できるバイオマーカーとして、ガングリオシドの応用の可
能性を検証することを目的とする。特に、食事によるてんかん改善作用を評価できるマーカーの
確立を目指し、脳内のガングリオシドの発現量への LCKDの効果を中心に研究する。具体的な
研究対象はガングリオシドとその代謝関連遺伝子の発現変化とし、最終的には確立したバイオ
マーカーを用いることで、より効果的かつ患者に負担の少ない抗てんかん食を開発することを
目標とする。 
 
３．研究の方法 
 
過食の表現型により LCKDを効率的に摂取させることができる B6.Cg-Lepob/Jマウスを用い
て、齧歯類用に開発された LCKD（Bio-Serv 社：F3666）を持続的に摂取させたモデルを構築
した。F3666の摂取は７週間実施し、この間、血糖値と血液中のケトン体（3-HB）の産生を測
定することで、LCKD の基本的な作用を経時的にモニタリングした。エンドポイントにて組織
試料を採取し、ガングリオシドと cDNA を調製して各解析に用いた。ガングリオシドはその糖
鎖部分を蛍光標識し、HPLC により分離分析することで、ガングリオシドの各分子種の発現量
の変化を相対定量的に解析した。cDNAは Agilent Expression Microarrayによって網羅的に解
析し、LCKD によって発現量が変化している主要な遺伝子については個体数を増やした Real-



time RT-PCR解析によるバリデーションを実施した。 
 
４．研究成果 
 
 確立したモデルマウスでは、LCKD の摂取によりケトン体が持続的に血液中に産生されるよう
になり、一方で過度な低血糖は起きず血糖値は 100mg/dL 程度に維持されていた。７週間の LCKD
持続的な摂取後もマウスには体重減少などの悪影響はなく、本研究に適したモデルとして実験
に用いた。エンドポイントで回収した組織サンプルのうち、調製が容易で中枢神経組織と同じガ
ングリオシドの分子種が発現している肝臓を用いた検討をまず実施した。 

 
マウスの肝臓のガングリオシドは、NeuGc
型のシアル酸を含む GM2-Gc が主成分であ
り、マイナー成分として NeuGc 型のシアル
酸からなる GM3-Gc と GM1-Gc、NeuAc 型のシ
アル酸からなる GM3、GM1、GD1a が含まれて
いた（図２、上段）。LCKD の摂取群のマウス
では、通常食摂取群と比較してこれらのガ
ングリオシドの発現量が一様に増加してい
ることが HPLC 解析によって明らかとなっ
た（図２、中段）。それぞれ３倍以上の発現
量の増加が見られたが、シアル酸が多く長
い糖鎖構造を有する GD1a のみ増加量が小
さく有意な変化として検出されなかった。
肝臓のガングリオシドは血液中へと放出さ
れることから、GD1a のように極性の高いガ
ングリオシドは、血中に放出され易いため
に有意な変化として検出されにくいと考え
られた。そこで、血清中のガングリオシド
の含量を測定したところ、予想通り GD1a が
有意に増加しており、同様に高極性のガン
グリオシドである GM1-Gc においても有意
な増加が見られた（図２、下段）。これらの
結果から、この確立したモデルでは、LCKD
の摂取により肝臓のガングリオシドの発現
増加が誘導されるており、この変化は血清
中の GD1a や GM1-Gc の含有量へと反映する
ことが明らかとなった。 
 

図２：HPLC による肝臓（上段・中段）および血清（下段）のガングリオシド含量測定 
通常食摂取群：実線/closed bars and circles、LCKD：摂取群破線/open bars and circles. 
 
 
LCKDによるガングリオシドの
発現誘導効果の分子作用点を明
らかにするため、確立したモデ
ルマウスの肝臓より調製した
cDNAを用いて網羅的遺伝子発現
解析を実施した。その結果、LCKD
摂取群では、通常食摂取群と比
較して、ドラスティックな遺伝
子発現変化が起きており、特に
脂質やアミノ酸代謝に関連する
遺伝子発現には強い変化が起き
ていた。加えて、主に発現量が
変化している遺伝子として、予
想通り、糖鎖合成に関わる遺伝
子も含まれていた。 
 
 
 
 

図３：Real-time RT-PCR による肝臓のガングリオシド代謝関連遺伝子の発現解析 
通常食摂取群：closed bars、LCKD 摂取群：open bars. 



ガングリオシドの代謝関連遺伝子については、生合成に関わる糖転移酵素遺伝子群の発現量
が一様に増加していた。また、ユニークな知見として、ガングリオシドの分解に必要なライソゾ
ーム活性化タンパク質をコードする Gm2a が低下していた。Real-time RT-PCR によるバリデーシ
ョンにより、主に LCKD に影響を受ける遺伝子変化として、St3gal2 の発現量増加と、Gm2a の発
現量低下を同定した。その他、遺伝性てんかんの原因遺伝子である GM3 合成酵素をコードする
St3gal5 についても有意な増加が見られた。これらの変化は、LCKD の摂取が、ガングリオシドの
代謝関連遺伝子の遺伝子転写へと作用して、プロダクトであるガングリオシドの発現量を増加
させることを示す。 
 
次に、LCKD の中枢神経組織への影響について調べるため、モデルマウスよりてんかん焦点と
なる大脳皮質を採取し、Agilent Expression Microarrayによる網羅的遺伝子発現解析を実施し
たところ、大脳皮質は肝臓と比較して遺伝子の発現変化が小さく、有意に変化する遺伝子の中に
ガングリオシドの代謝関連遺伝子は検出されなかった。一方で、Real-time RT-PCR による解析
では、肝臓で同定した Gm2a の遺伝子発現量の低下に有意差が見られた。しかし、その変化量が
小さいためか、大脳皮質のガングリオシドの HPLC 解析では通常食摂取群と比較して発現量が変
化しているガングリオシドは検出されなかった。そこで我々は、Gm2a の欠損マウスでは、小脳
や大脳辺縁系においてガングリオシドが蓄積するという報告引用⑤に着目し、モデルマウスより採
取した小脳のガングリオシドの HPLC 解析を実施した（図４）。その結果、血清中での有意な増加
が見られたで GD1a およびその派生産物であるシアル酸を多く含む複合型ガングリオシドの総量
（図４、GD1a+）が、LCKD 摂取にて有意に増加していることを見出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４：HPLC による小脳のガングリオシド含量測定 
通常食摂取群：実線/closed bars、LCKD 摂取群：破線/open bars. 

 
  これらの増加するガングリオシドが St3gal2 により生合成される分子種であることからも、
LCKD には小脳にてガングリオシドの代謝関連遺伝子の転写制御を介してプロダクトであるガン
グリオシドの発現量増加を誘導する作用があることが示唆された。一方で、HPLC 解析では GD2
の低下など、Gm2a の発現低下とは相関しない変化も検出されており、中枢神経組織のガングリ
オシドの発現へのLCKD摂取の影響については、さらなる慎重な解析を要する。また用いたB6.Cg-
Lepob/J マウスはレプチンを欠損しており、このマウスは肝臓のガングリオシドの基本発現量が
野生型マウスに比べて低い引用⑥。この表現型のためガングリオシドの誘導作用を明瞭に解析でき
るが、レプチン欠損による影響の考慮も視野に野生型マウスにおいても LCKD に同様な作用があ
ることを検証する必要がある。 
 
他方、肝臓では、LCKD の摂取により糖タンパク質の糖鎖合成も影響を受けていることがわか
った。肝臓は血清中の糖タンパク質を合成する主要組織であり、血清中の糖タンパク質の糖鎖構
造に反映するものと推察される。このような血清中の糖タンパク質やガングリオシドの量的変
化・糖鎖構造変化は、LCKD の中枢神経組織への作用を間接的に評価できるバイオマーカーの候
補である。これらを用いた評価法の確立に向けて、必要な材料となる抗糖鎖抗体の開発について
も研究を進めている。また、今回確立したモデルマウスでは LCKD の摂取により脂肪肝が発症し
ており、その原因の一つとして、中性脂肪の放出に異常があることがわかった。この病態には、
通常、肝臓には発現していない VLDL 受容体が LCKD により肝臓に発現誘導されることと、肝臓へ
のレプチンの作用が関与することも明らかとした。 
 



以上の研究成果により、LCKD には Gm2a や St3gal2 などの関連遺伝子の転写制御を介して組織
のガングリオシドの発現量を調節する作用があることが明らかとなった。ガングリオシドは、
LCKD の中枢神経組織への作用を評価できるマーカーとしてのポテンシャルを有しており、血清
中のガングリオシドの測定によりこの作用を間接的に評価できる可能性がある。より慎重な解
析を経ることで、ガングリオシドを指標としたてんかん治療のための適切な食餌療法や、ガング
リオシドを有効成分として含む栄養機能食品/保健機能食品の開発への展開が期待できる。 
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