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研究成果の概要（和文）：クラッベ病（グロボイド細胞白質ジストロフィー）はガラクトシルセラミド 
(GalCer)のリゾ体であり細胞毒性の高い脂質であるサイコシンが、オリゴデンドロサイトやシュワン細胞に蓄積
し脱髄を引き起こす“サイコシン仮説”によって長い間説明されてきた。我々は、サイコシンはGalCerが酸性セ
ラミダーゼとその活性化タンパク質であるサポシンDによって分解され産生されること、サポシンDを欠損するこ
とでサイコシンが蓄積しなくなったクラッベ病モデルマウスにおいても、特に末梢神経の脱髄や神経炎症、寿命
が回復しなかった。従って、クラッベ病の悪化にはサイコシンだけでない別のメカニズムが存在することを明ら
かとした。

研究成果の概要（英文）：Krabbe disease, also known as globoid cell leukodystrophy, is caused by the 
genetic deficiency of lysosomal enzyme galactosylceramide (GalCer) β-galactosidase (GALC). The 
pathogenesis of Krabbe disease has long been explained by the 'psychosine hypothesis', in which 
death of oligodendrocyte and Schwann cell due to psychosine accumulation causes demyelination and 
neuroinflammation in both the CNS and PNS.
We clarified that psychosine is produced by the deacylated of GalCer by ACDase with the assistance 
of saposin-D and the despite of little accumulation of psychosine in the mouse model of Krabbe 
disease, demyelination was not significantly improved especially in the PNS. These findings indicate
 that the pathophysiology of Krabbe disease cannot be explained by the 'psychosine hypothesis' 
alone.

研究分野：ライソゾーム病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
クラッベ病はGalCer β-ガラクトシダーゼ (GALC)の遺伝的変異による先天性の脱髄疾患であるが、そのメカニ
ズムは未だ不明な点が多い。本研究において、サイコシンを蓄積しないTwi/Sap-D KOマウスにおいて、特に末梢
神経の脱髄病変が改善しなかったことから、クラッベ病の神経病態はサイコシンの蓄積だけでは説明できず、
GalCerによるGALC欠損マクロファージ/ミクログリアの活性化に起因する神経炎症が重要な役割を果たしている
可能性が示唆される。このように、クラッベ病の病態理解は今後の治療法開発において重要な意義がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
クラッベ病は、リソソーム酵素であるガラクトシルセラミド (GalCer) β-ガラクトシダーゼ 

(GALC) の遺伝的欠損による遺伝性脱髄疾患である。クラッベ病の神経病態は、GALC の主な
基質でミエリンの構成脂質である GalCerの蓄積ではなく、そのリゾ体であるガラクトシルスフ
ィンゴシン(別名 サイコシン)の蓄積によって、オリゴデンドロサイトやシュワン細胞といった
髄鞘を形成する細胞の細胞死が惹起さ
れることを原因とする「サイコシン仮
説」によって長く説明されてきた。一
方、サイコシンの生成経路には、スフ
ィンゴシンにガラクトースが転移する
合成説と、GalCerが酸性セラミダーゼ 
によって脱アシル化される分解説の 2
つが提唱されている。酸性セラミダー
ゼは主な基質であるセラミドを分解す
る際に活性化タンパク質としてサポシ
ン D (Sap-D)が必要なことは知られて
いる（図１）。 
 
 
２．研究の目的 
 我々は、まず、サイコシンの産生経路を明らかにするために、酸性セラミダーゼと Sap-D の
組換えタンパク質を用いてサイコシン生成経路の解明を目指した。次に、クラッベ病モデルマウ
スと Sap-D 欠損マウスを交配して作製したサイコシンを産生しないクラッベ病モデルマウスを
用いて「サイコシン仮説」の検証に取り組んだ。本研究は、クラッベ病の病態メカニズム解明へ
の発展が期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) 酸性セラミダーゼと Sap-Dの組換えタンパク質 
 HEK293T細胞で発現させた酸性セラミダーゼ(ASAH1)と大腸菌で発現させた Sap-Dを組換
えタンパク質として用いて、14C 標識されたセラミド、グルコシルセラミド (GlcCer)、GalCer
を基質として酸性セラミダーゼ活性を測定した。 
 
(2) サイコシンを蓄積しないクラッベ病モデルマウスの作製 
クラッベ病のモデルマウスとして用いられている自然発生の GALC 欠損マウス (Twitcher、

Twi) と、Sap-D 欠損マウス (Sap-D KO) の交配により、GALC と Sap-D の両方が欠損した
Sap-D欠損 Twitcherマウス (Twi/Sap-D KO)を作製した。これらのマウスを用いて、体重や寿
命を測定した。また、脳（中枢神経）、坐骨神経（末梢神経）を用いてサイコシンやセラミド量、
酵素活性、病理組織学的解析、遺伝子発現を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 組換えタンパク質を用いた酸性セラミダーゼ活性測定 
 界面活性剤存在下で組換え酸性セラミダーゼは、GlcCer (0.403 ± 0.045 nmol/min/mg protein)
と GalCer  (0.240 ± 0.050 nmol/min/mg protein) を分解した。しかし、セラミド(653 ± 68 
nmol/min/mg protein)の 1000 分の 1 程度の分解活性であった。また、界面活性剤非存在下で
Sap-Dは酸性セラミダーゼ活性を有意に増加させた。 
 
(2) Twi/Sap-D KOの酸性セラミダーゼ活性測定 
 野生型、Sap-D KO、Twi、Twi/Sap-D KOマウス脳ホモジネートを用いて 14Cラベルされたセ
ラミドを基質として酸性セラミダーゼ活性を測定した結果、Sap-D KO マウス(14.6±0.3 
pmol/min/mg protein)と Twi/Sap-D KOマウス(16.7 ± 0.1 pmol/min/mg protein)は、野生型マ
ウス(81.1 ± 6.4 pmol/min/mg protein)や Twiマウス(89.8 ± 8.0 pmol/min/mg protein)と比べて
有意に活性が低下していた。 
 
(3) Twi/Sap-D KOのサイコシン定量 
 HPLC を用いて脳と坐骨神経のサイコシンを定量した結果、Twi マウスのサイコシンは有意
に蓄積していたが、Twi/Sap-D KOマウスでは、野生型マウスとほぼ同程度まで減少した（図 2）。
従って、サイコシン産生に Sap-D が必要であることを明らかにした。また、サイコシンが蓄積
しないクラッベ病モデルマウス（Twi /Sap-D KO）を作製できた。 
 



 
(4) Twi/Sap-D KOの体重および生存曲線 
 野生型、Sap-D KO、Twi、Twi /Sap-D KOマウスの生存曲線を作製した。その結果、Twiマ
ウスの寿命の中央値は 44日であったが、Twi/Sap-D KOマウスの寿命の中央値は 33日であり、
Twiマウスよりも短命であった。生後 35日の Twi/Sap-D KOマウスの体重 (male: 9.85 ± 1.69 
g, female: 8.44 ± 2.15 g) は、Twiマウス (male: 10.35 ± 1.65 g, female: 9.53 ± 1.64 g) と同程
度に減少していた。野生型マウス (male: 19.23 ± 1.90 g, female: 15.98 ± 1.41 g) と Sap-D KO
マウス (male: 20.07 ± 1.37 g, female: 17.00 ± 1.29 g) の間に差はなかった。 
 
(5) Twi/Sap-D KOの病理組織学的解析 
 中枢神経及び末梢神経の脱髄を LFB-PAS染色で比較した結果、Twi/Sap-D KOの末梢神経に
おける脱髄は Twi と同程度であり、サイコシンの蓄積がないにも関わらず脱髄の回復は見られ
なかった。一方、Twi/Sap-D KOの中枢神経における脱髄はやや回復していた。末梢神経の透過
型電子顕微鏡観察の結果、Twi/Sap-D KO は Twi と同等で、その脱髄領域にミエリン様構造物
や針様封入体を含む多核化マクロファージ/ミクログリア（グロボイド細胞）が浸潤していた。 
 
(6) Twi/Sap-D KOの神経炎症 
 Twiマウスと Twi/Sap-D KOマウスの神経炎症を比較するために、ミクログリアを抗 Iba1抗
体で、アストロサイトを抗 GFAP抗体で染色した。その結果、脱髄が軽減していた Twi/Sap-D 
KO マウスの小脳白質では Twi に比べてミクログリアとアストロサイトの染色性が軽減してい
た。一方の末梢神経では、ミクログリア・マクロファージはわずかに減少していた。 
 
(7) Twi/Sap-D KOの骨髄由来マクロファージ 
野生型、Sap-D KO、Twiおよび Twi/Sap-D KOマウスの骨髄から誘導した骨髄由来マクロフ
ァージに C12-GalCer を添加した結果、Twi/Sap-D KO マウスは野生型マウスよりも多核化し
た、TNF-αを産生が増加した。 

 
以上のように、クラッベ病の神経病態はサイコシンの蓄積だけでは説明できず、GalCerによ
るGALC欠損マクロファージ/ミクログリアの活性化を原因とする神経炎症が重要な役割を果た
している可能性が考えられる。 
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