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研究成果の概要（和文）：ザンドホッフ病(SD)マウスの脳及び血漿中のリゾGM2ガングリオシド（リゾGM2）含量をHPLC
で測定し、ヘキソサミニダーゼA（HexA）活性を持つ改変型ヘキソサミニダーゼB（HexB）の効果を解析した。次に、テ
イ-サックス病(TSD)及びSD患者の血漿中のリゾGM2濃度を測定した。SDマウスの脳及び血漿中のリゾGM2含量は、対照と
比べて増加しており、改変型HexB の脳室内投与により減少した。TSDやSD患者の血漿中リゾGM2レベルは、対照に比べ
て高く、その増加の度合いは、HexA 活性の低下と相関していた。リゾGM2は、GM2ガングリオシドーシスのバイオマー
カーとなり得ると考えられた。

研究成果の概要（英文）：To develop a new biomarker of GM2 gangliosidosis, we focused attention on lyso-GM2
 ganglioside (lyso-GM2). We measured the lyso-GM2 levels in the brain and plasma of Sandhoff mice by means
 of high performance liquid chromatography, and examined the effects of a modified hexosaminidase B (HexB)
 exhibiting hexosaminidase A (HexA)-like activity. Then, the lyso-GM2 concentrations in plasma from patien
ts with Tay-Sachs disease and Sandhoff disease were determined. The lyso-GM2 levels in the brain and plasm
a in Sandhoff mice were apparently increased compared with those in wild-type mice, and they decreased on 
intraventricular administration of the modified HexB. The plasma lyso-GM2 levels in the patients with Tay-
Sachs disease and Sandhoff disease were increased, and their increase in lyso-GM2 was associated with a de
crease in HexA activity. Considering the results, lyso-GM2 is thought to be a potential biomarker of GM2 g
angliosidosis. 
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１．研究開始当初の背景 
GM2 ガングリオシドーシスは、神経系細胞

内に GM2 ガングリオシド（GM2）などの糖脂
質が蓄積して、進行性の脳神経障害を来たす
遺伝病である。GM2 は、リソソーム性糖水解
酵素の一種であるヘキソサミニダーゼ A
（HexA）によって分解される。この HexA は、
HEXAおよび HEXB遺伝子がコードする α-サブ
ユニットと β-サブユニットから構成される
ため、ふたつのサブユニットのいずれが障害
されても HexA 活性が低下して、GM2 が分解
されなくなる。α-サブユニットおよび β-サブ
ユニットの障害に基づくGM2ガングリオシド
－シスは、夫々、テイ-サックス病（TSD）お
よびザンドホッフ病（SD）と呼ばれ、特に前
者は、ユダヤ人において発生頻度が著しく高
いことが知られている。 
これまで、GM2 ガングリオシドーシスに対

する有効な治療法はなかったが、最近、本症
に対する根本的治療を目指して、基質枯渇療
法や酵素補充療法の開発が始まっている。
我々の研究グループも、HexA 活性を持つ改変
型ヘキソサミニダーゼ B（Mod. HexB: 一部の
アミノ酸を置換した改変型 β-サブユニット
の二量体）を遺伝子工学で生産し、酵素補充
治療薬候補となり得ることを報告した（Mol. 
Ther., 19: 1017-1024, 2011）。それに伴い、
GM2 ガングリオシドーシスの診断や治療の評
価に役立つバイオマーカーの開発が緊急に
必要となっている。 
我々は、GM2 の誘導体であるリゾ-GM2 ガン

グリオシド（Lyso-GM2）に注目した。Lyso-GM2
は、プロテインキナーゼ C 阻害作用を持ち、
その過剰蓄積により神経毒性を発揮するな
ど、本症の病態と深く係る可能性がある
（ Biol. Chem. Hoppe-Syeler, 367: 241, 
1986）。また、Lyso-GM2 は、GM2 と比べて疎
水性が低いため、脳組織に蓄積すると髄液、
さらには血液に移行すると思われ、血液など
の臨床試料を用いた測定が可能であると考
えるに至った。               
 
２．研究の目的 
本研究では、まず Lyso-GM2 の測定法を確

立し、SD マウスの脳組織や血漿中の Lyso- 
GM2 の含量を測定する。次に、改変型 HexB を
SD マウスに投与し、血漿中 Lyso-GM2 濃度が
治療の効果を反映するか否かを検討する。最
後に、ヒト TSD および SD 患者の血漿中
Lyso-GM2 濃度を測定することで、Lyso- GM2
が GM2ガングリオシドーシスのバイオマーカ
ーとして有用であることを証明する。        
 
３．研究の方法 
(1)高速液体クロマトグラフィー（HPLC）に
よる脳組織および血漿中の Lyso-GM2 測定法
の開発   
野生型および SD マウスの脳ホモジネート

と血漿を試料として、クロロホルム/メタノ
ール法で脂質画分を抽出した。抽出した脂質

画分を乾固し、水を加えて超音波処理した後、
順次、ブタノール抽出とメタノール抽出を行
った。次に、この抽出液に o-フタルアルデヒ
ド溶液を加えて反応させ、Lyso-GM2 の蛍光誘
導体化を行い、UK-C18 カラムを用いた HPLC
法で、蛍光誘導体化された Lyso-GM2 を定量
した。その際、野生型マウス脳ホモジネート
または血漿に対して、調整した精製 Lyso-GM2
を加えたものを標準として、その測定を行い、
標準曲線を作製して、測定試料中の Lyso-GM2
定量に用いた。  
 

(2)マトリックス支援レーザー脱離イオン化
質量分析（MALDI-TOF-MS）による Lyso-GM2
の同定 
上記と同じ方法で脂質を抽出した後に、そ

の画分をメタノールに溶解し、薄層クロマト
グラフィーで展開・分離した後、Lyso-GM2 画
分を分取した。この Lyso-GM2 画分をブタノ
ールで抽出し、乾固した後、DHB マトリック
ス溶液に溶解して、MALDI-TOF-MS 法で解析し
た。 
 
(3)マウス脳組織中の GM2 含量の測定 
野生型および SD マウスの脳ホモジネート

を試料として、クロロホルム/メタノール/水
（4/8/3, v/v/v）処理で糖脂質画分を抽出し
た。この画分を乾固した後、クロロホルム/
メタノール/水（60/30/4.5, v/v/v）に溶解
した。次に、この溶解液を試料として、HPTLC-
シリカゲルプレートを用いて、溶媒（クロロ
ホルム/メタノール/水、65/25/4, v/v/v）で
展開し、オルシノール試薬で発色した。さら
に、抗 GM2 モノクローナル抗体を用いた
HPTLC-免疫染色により、試料中の GM2 を同定
し、デンシトメトリーで定量した。   
  
(4)SD マウスの脳組織および血漿中の
Lyso-GM2 に対する Mod. HexB の影響  
HexA 活 性 を 持 つ Mod. HexB (20 

μmol/h/25μl )を生後 10 週齢の SD マウスの
脳室内に注入し、1 週間後に脳と血漿を採取
した。これらを試料として、脳組織中の GM2
とLyso-GM2 および血漿中のLyso-GM2を測定
した。 
 
(5)TSDおよびSD患者血漿中のLyso-GM2濃度
の測定 
 TSD 患者 5 名および SD 患者 2 名（乳児型

および成人型 SD各 1名）から血漿を採取し、
上記のマウス血漿を試料とした HPLC による
Lyso-GM2 測定と同じ方法で、Lyso-GM2 を定
量した。  
 
(6)酵素活性測定 
TSDおよびSD患者血漿中の全ヘキソサミニ

ダーゼ（Hex, HexA と HexB とを合わせたも
の）活性および HexA 活性は、夫々、4-メチ
ルウムベリフェリル-N-アセチル-β- D-グル
コサミニド（MUG）および 4-メチルウムベリ



フェリル-6-スルホ-β -D-グルコサミニド
（MUGS）を基質とする蛍光法で測定した。    
 
(7)液体クロマトグラフィー-タンデム型質
量分析（LC-MS/MS）を用いた Lyso-GM2 の測
定法の開発 
ヒト血漿を試料として、メタノール除タン

パク処理を行い、COSMOSIL HILIC ガードカラ
ムを用いた LC-MS/MS 法で、試料中の Lyso- 
GM2 を測定した。 
 
(8)統計学的解析 
対象 2グループ間に統計学的有意差がある

か否かを Student の t 検定で解析した。P< 
0.05 を有意差ありと判定した。  
   
４．研究成果 
(1)HPLCによるマウス脳組織のLyso-GM2測定
結果 
HPLC 法による野生型マウス、SD マウスお

よび Mod. HexB を投与された SD マウス由来
の脳組織中の Lyso-GM2 測定結果を、図 1 に
示した。SD マウス脳の Lyso-GM2 含量は、5.6 
± 0.8 nmol/g [n=5]（平均±標準偏差 [試
料数]）であり、野生型マウス（< 0.02 nmol/g）
に比べて、著明に増加していたが、Mod. HexB 
投与により 0.9 ± 0.4 nmol/g [n=3]にまで低
下した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
 
 

 
 
(2) MALDI-TOF-MS による SD マウス脳の
Lyso-GM2 の同定  
SD マウス脳を試料として、MALDI-TOF-MS

法でスペクトラム分析を行った。その結果、
SD マウスの脳内で検出された蓄積物質が
Lyso-GM2 であることを確認した。   
 
(3) HPLC によるマウス血漿中の Lyso-GM2 測
定結果 
HPLC 法による野生型マウス、SD マウスお

よび Mod. HexB を投与された SD マウス由来
の血漿中の Lyso-GM2 測定結果を、図 2 に示
した。野生型マウスの血漿中 lyso-GM2 濃度
は 1.0 nmol/L 未満であるのに対して、SD マ
ウスのそれは 9.4 ± 2.1 nmol/L [n=5]と高く、
Mod. HexB投与により、5.2 ± 3.5 nmol/L [n=3]
に減少した。血漿中 Lyso- GM2 濃度は、脳組
織の Lyso- GM2 含量と相関しており、治療に

よる効果が反映されると考えられた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      
 
 
(4) HPTLC-免疫染色によるマウス脳組織の
GM2 測定結果 
HPTLC-免疫染色法による野生型マウス、SD

マウスおよび Mod. HexB を投与された SD マ
ウス由来の脳組織中の GM2測定結果を図 3に
示した。野生型マウス脳における GM2 含量は
10 ng/mg 未満であったが、SDマウス脳では、
312 ± 42 ng/mg [n=5]と高く、Mod. HexB 投
与により 109 ± 45 ng/mg [n=3]まで低下した。
脳組織中の GM2 含量は、Lyso-GM2 含量と相関
したが、治療による改善傾向は、後者の方が
より顕著に表われた。 
 

 
 
(5) HPLC によるヒト血漿中の全 Hex活性、Hex 
A 活性および Lyso-GM2 濃度の測定結果 
TSD 患者では、血漿中の HexA 活性が著明に

低下し、Lyso-GM2 濃度が増加していた。また、
SD 患者では、全 Hex 活性と HexA 活性の低下
がみられ、乳児型および成人型患者の双方で
Lyso-GM2 濃度の増加が認められたが、その増
加の程度は、臨床的に重症である乳児型患者
の方が強かった（表）。    
 
 
 
 
 
 

野生型マウス（W)、SD マウス（S）および Mod. HexB
を投与された SD マウス（S+E）を表わす。*P< 0.05 

野生型マウス（W)、SD マウス（S）および Mod. HexB
を投与された SD マウス（S+E）を表わす。*P< 0.05 

野生型マウス（W)、SD マウス（S）および Mod. HexB
を投与された SD マウス（S+E）を表わす。*P< 0.05 



表. ヒト血漿中の全 Hex 活性、HexA 活性および
Lyso-GM2 濃度  

SD (Ⅰ): 乳児 SD、SD (A): 成人型 SD. 
*平均 ± 標準偏差.  

 
(6) LC-MS/MS によるヒト血漿中 Lyso-GM2 測
定法の開発 
本法では、MS/MS の多重反応モニタリング

を適用することで、夫々のプリカーサーイオ
ンを選択し、衝突解離したプロダクトイオン
の中のシアル酸を測定した。本法により、高
い選択性で Lyso-GM2 を測定することが可能
になり、血漿試料の前処理についても、メタ
ノール除タンパク操作のみで測定に供する
ことが出来るため、測定に必要な時間が短縮
した。本法を用いて、予備的に TS および SD
患者や対照由来の血漿中 Lyso-GM2 を測定し
た所、HPLC による測定値とほぼ同じ値を示し
た。     
 
(7) まとめ 
マウスを用いた動物実験の結果、GM2 ガン

グリオシドーシスにおける主要な障害臓器
である脳で Lyso-GM2 の増量がみられ、その
治療による変化は、血漿中 Lyso-GM2 濃度に
反映することが明らかになった。また、ヒト
TSD および SD 患者における血漿中 Lyso-GM2
濃度は、対照に比べて明らかに高かった。こ
れらの研究結果から、Lyso-GM2 は、GM2 ガン
グリオシドーシスのバイオマーカーになる
と考えられた。今後、HPLC 法に加えて、 
LC-MS/MS など高感度で特異的な測定法が確
立されれば、GM2 ガングリオシドーシスの診
断や治療評価などに役立つと期待される。 
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