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研究成果の概要（和文）：グルコシルセラミド分解酵素（GBA）は、脳内新規糖化ステロール（SG）群の合成・
分解を担う。GBAの阻害剤ライブラリーを用いた解析より、GBAが同一の活性部位を利用して種々のSG代謝活性を
発揮することが判明した。また、質量分析法を用いてマウス脳切片から回収した1 mm2以内の領域からSG群の検
出に成功した。活性をもつGBAは阻害剤への蛍光修飾により可視化できるため、酵素活性と酵素反応産物の局在
情報の重ね合わせによりGBAのSG代謝活性の組織化学的局在解析が可能になると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The glucosylceramide-degrading enzyme (GBA) is responsible for the synthesis
 and degradation of newly found glycosylated sterols (SGs) in the brain. Using a library of GBA 
inhibitors, I found that GBA exerts various SG metabolic activities using the same active site. I 
succeeded in detecting SGs in a region of less than 1 mm2 recovered from mouse brain sections using 
mass spectrometry. Since active GBA can be visualized by fluorescence modified inhibitor, 
superimposition of the localization of enzyme activity and enzyme reaction products will enable 
histochemical localization analysis of SG metabolic activities of GBA.

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
SG群の代謝を担うGBAは、その機能不全がパーキンソン病や小脳失調などの難治性神経変性疾患の原因となる。
本研究で提案したGBAのSG代謝活性の組織化学的局在解析法を用いることで、SG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るため、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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは、動物では１種類しか存在しないと考えられてきた糖化ステロール（SG）が、脳

において一群を成して存在することを発見した（1,2）。驚いたことに、一群の SG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、既知のグルコース化コレステロール（GlcChol）
に加えて、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が存在していた。さらに申請者らは、
グルコシルセラミド（GlcCer）分解酵素である GBA1 と GBA2 が脳内 SG群の代謝酵素として機能
することを見出し、SGの分子種の違いにより GBA1 と GBA2 が合成活性や分解活性を発揮するこ
とを明らかにした（2-5）。GBA1 と GBA2 はβ-グルコシダーゼとして同定された加水分解酵素で
あるため、これまで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。しかし申請者
らは、GBA1 と GBA2 が GlcCer 分解活性だけでなく、ガラクトシルセラミド（GalCer）分解活性
をもち、GalCer のガラクトースをコレステロールに転移して GalChol を合成する活性を有する
ことを見出した（2）。 
GBA1とGBA2の活性低下はパーキンソン病や小脳失調を引き起こすことが知られており(6,7)、

GBA1 と GBA2 の局在だけでなく、GBA1 と GBA2 が活性を有する状態にあるか否かが病態発症に重
要である。GBA1 と GBA2 は、それぞれ特異的な活性阻害剤が開発されている。それらは GBA1 と
GBA2 の活性部位に結合することで、本来の基質が活性部位に結合できなくなることを利用して
阻害活性を示す。これまでに開発された GBA1 と GBA2 の活性阻害剤は、GlcCer 分解活性を指標
として阻害活性の評価が行われてきた。海外共同研究者であるオランダ・ライデン大学
Johannes M. Aerts 教授は、長年 GlcCer 分解酵素の研究を行っており、GlcCer 分解酵素に特化
した阻害剤ライブラリーを所有している。海外共同研究者は、GBA1 と GBA2 それぞれに対する
阻害剤が GBA1 と GBA2 の活性部位に結合することを利用し、阻害剤を蛍光色素で修飾すること
により、抗体を用いた従来法では困難であった活性を有する GBA1 と GBA2 をそれぞれ別々に組
織・細胞レベルで可視化する方法を開発した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、GBA1 と GBA2 がもつ様々な SG代謝活性について、活性特異的な組織化学的局在

解析システムを構築することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
海外共同研究者が有する GBA1 と GBA2 の阻害剤ライブラリーを利用し、GBA1 と GBA2 による

SG 群の合成・分解活性について、それぞれの活性に阻害効果を示す化合物のスクリーニングを
行った。スクリーニングの結果、GBA1 と GBA2 がそれぞれ既報の活性部位を利用して様々な活
性を発揮している可能性が明らかになり、活性部位に結合する阻害剤を用いると様々な活性を
見分けられないことが判明した。そのため、酵素反応産物である SG群そのものを液体クロマト
グラフィー/質量分析法（LC/MS）によって可視化する技術の開発を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) GBA1 と GBA2 の SG 代謝活性を阻害する化合物のスクリーニング 
GBA1 と GBA2 の阻害剤ライブラリーを利用したスクリーニングの結果、GBA1 と GBA2 が有する

GlcCer 分解、GalCer 分解、SG 合成・分解などの様々な活性を同時に阻害する阻害剤を複数見
つけたが、それぞれの活性を別々に阻害することができる阻害剤を見つけるには至らなかった。
GBA1 と GBA2 の活性部位はそれぞれ１つであることが報告されており、阻害剤ライブラリーに
登録されている化合物の多くは既報の活性部位に結合する。今回得られた結果より、GBA1 と
GBA2 がそれぞれ既報の活性部位を利用して様々な活性を発揮している可能性が明らかになっ
た。 
 
(2) SG 群のイメージング技術の開発 
SG 群の構成分子を特異的に認識するプローブや抗体は存在しない。そのため、SG 群の組織・

細胞内での定量的局在解析は不可能である。本研究では、質量分析計を用いた SGのイメージン
グ技術の開発に取り組んだ。 
従来法のマトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析計（MALDI-TOF-MS）を

用いたイメージング質量分析法では、脳組織中に多量に存在する GalCer によって微量脂質は埋
もれてしまい、SG 群の可視化は困難を極めた。また、SG 群の中には、同一分子量で構造が類似
する異性体（GlcChol と GalChol） が含まれるが、クロマトグラフィーを用いない従来法では
異性体の識別が困難であった。申請者は、LC/MS の LC 部分に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（HILIC）を採用することで、GlcChol と GalChol の分離・
分析に成功した（2）。そこで、HILIC を用いた分析系を用いて、脳組織切片上の各区画から抽
出した脂質を分析することにした。 



LC/MS を用いた SGのイメージング技術の開発には、指定した微小領域由来の脂質抽出物をロ
スなく分析に供する方法と、分析方法の高感度化が必要不可欠である。前者については、溶媒
抽出表面分析法の検討と従来の液液抽出法の改良を行った。溶媒抽出表面分析法では、脳切片
から有機溶媒を用いて抽出した脂質溶液を直接 LCに導入する。脂質抽出効率が高い溶媒を用い
た場合、LC で用いたカラムからの SG 群の溶出力が高くなり、異性体の分離を達成できないこ
とが判明した。抽出効率を保持しつつ異性体分離を達成できる溶媒の組み合わせを今後検討し
ていく必要がある。従来の液液抽出法の改良では、抽出のスケールを最小限にし、低吸着性の
容器を用いることで、マウス脳からレーザーマイクロダイセクションで回収した領域より 1 mm2

以内 (約 1000 細胞)の空間分解能で SG 群の検出に成功した。SG 群の発現パターンは、中脳、
海馬、小脳、延髄でそれぞれ異なることが明らかになり、その発現パターンは、SG 群合成の基
質である GlcCer や GalCer の発現パターンに一致することが明らかになった。 
後者の分析方法の高感度化については、セミミクロ流量からナノ流量へのスケールダウンを

試みた。ナノ流量では、配管の体積やサンプル注入量をセミミクロ流量の場合と同一になるよ
うにスケールダウンできないことが原因し、GlcChol と GalChol の分離が難しい可能性が浮上
した。しかしながら、SG群以外の糖脂質異性体の中でナノ流量においても分離が可能であるも
のがあったため、GlcChol と GalChol については、今後スケールダウンの検討をさらに詳細に
進めることで分離が可能になるかもしれない。 
 
上記の結果より、活性をもつ GBA1 と GBA2 については海外共同研究者が開発済の蛍光標識さ

れた阻害剤を用いて可視化し、酵素反応産物である SG群については LC/MS を用いて可視化する
ことにより、酵素活性と酵素反応産物の局在情報を重ね合わせることが可能になると考えられ
る。この手法を用いて、GBA1 と GBA2 がもつ様々な SG代謝活性について、活性特異的な組織化
学的局在解析が実現できれば、GBA1 や GBA2 の機能不全によって引き起こされる難治性神経変
性疾患への SG群の関連を明らかにすることができると期待している。 
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