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研究成果の概要（和文）：グルコセレブロシダーゼ(GBA)の病的変異はGaucher病にの原因であるが，同時にパーキンソ
ン病(PD)の発症にも関係があると報告されている．この酵素はグルコシルセレブロシドをセラミドに変換するが，我々
の検討から病的変異型GBAの局在が変化し膜脂質組成に影響を与え、リソソームの機能障害を引き起こしている可能性
が示唆された。これらの知見よりGBAをはじめとしたのリソソーム関連脂質代謝酵素の異常は膜輸送に関与し、PD発症
に関わる可能性を考えた。リソソーム関連脂質代謝酵素に直接作用するタンパクをコードする遺伝子について検討し、
遺伝子Xの病的変異が常染色体優性遺伝性PDに関連することを見出した。

研究成果の概要（英文）：It is well known that the impairment of glucocerebrosidase is associated with not 
only Gaucher disease, but also Parkinson's disease. This enzyme catalyzes the hydrolysis of 
glucosylceramide to form cderamide and glucose. Therefor, the impairment of GBA might induce the 
alteration of membrane composition. I revealed that GBA inhibition might induce the alteration of 
membrane trafficking and lysosome.
I investigated whether other lysosomal proteins might be associated with PD and found that one of 
lysosomal associated proteins also causes autosomal dominant familial PD. The impairment of the protein 
might induce the membrane trafficking perturbation and induce lysosomal dysfunction.

研究分野：神経学

キーワード： Parkinson's disease　Glucocerebrosidase　Lipid enzymes
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１．研究開始当初の背景 
 
ゴーシェ病は Glucocerebrosidase が原因遺
伝子として知られているが、家系内にパーキ
ンソン病の罹患率が高い事から関連遺伝子
である可能性が報告された。さらに GWAS
解析により glucocerebrosidaseは孤発性パー
キンソン病の発症に強く関わる遺伝的危険
因子として注目されている。 
Glucocerebrosidase はリソソームに局在す
る糖脂質代謝酵素であるが、興味深いことに、
その他の糖脂質代謝酵素に異常を持つ疾患
においても、病理学的にパーキンソン病の
hallmark とされている Lewy 小体が出現し
たり、家族内にパーキンソン病を発症する家
系が報告されたりしている。つまり、
glucocerebrosidase を中心とした糖脂質代謝
酵素の機能不全はパーキンソン病発症メカ
ニズムに直接関与する可能性が考えられる。 
糖脂質代謝酵素の多くはリソソームの機能
に関連していることが知られている。これら
の酵素は小胞体からリソソームへ膜輸送に
より運ばれるが、病的変異体はリソソームか
ら初期エンドソームやゴルジ装置、小胞体に
局在を変化することで、膜輸送に影響を与え、
それによりパーキンソン病が発症する可能
性があると考えた。実際に病的変異型
glucocerebrosidase は局在が変化することで
細胞機能に影響を与えていることが報告さ
れている。Glucocerebrosidase のみならず、
リソソーム関連脂質代謝酵素の異常は膜輸
送に影響し、パーキンソン病発症に関連する
可能性が示唆される。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は glucocerebrosidaseをはじめとした
リソソーム関連脂質代謝酵素の異常がパー
キンソン病発症にどのように関与するかを
明らかにすることを目標として着手した。 
こ の 目 的 を 達 成 す る た め に
glucocereborosidase の病的変異体の局在が
変化するかどうかを検討し、この酵素の局在
変化は Lewy小体のおもな構成タンパクであ
り、家族性パーキンソン病の原因としても知
られているα-synucleinの局在に影響を与え
るか検討する。さらに glucocerebrosidaseの
酵素活性を阻害することで、①膜脂質に異常
をきたしドパミン輸送に影響を及ぼすかど
うか、②α-synucleinの細胞内局在に影響を
与えるかどうか、について検討する。さらに、
リソソーム関連脂質代謝酵素の輸送や活性
に影響を与えるタンパクがパーキンソン病
の原因となるかについて検討する。これらの
検討を行うことでパーキンソン病の発症に
リソソーム関連脂質代謝酵素がどのように
関与するかを解明することができると考え
られる。 
 
具体的に本研究期間中では以下の項目を明

らかにすることを目的とした。 
 
1） 内在性にα-synuclein を豊富に持つ培養
細胞を用いて、パーキンソン病関連病的
変異型 glucocerebrosidaseの局在変化を
検討し、α-synuclein の局在変化に影響
を与えるか明らかにする。 
 

2） 薬剤により glucocerebrosidaseの活性を
低下させることでα-synuclein の細胞内
局在が変化する可能性について検討する。
また、ドパミンを含有し放出する培養細
胞を用いて、glucocerebrosidase の活性
低下がドパミン輸送に影響を与えるかを
明らかにする。 
 

3） Glucocerebrosidaseのみならず、その他
のリソソーム関連脂質代謝酵素の機能不
全もパーキンソン病発症に関わる可能性
が あ る と 考 え た 。 そ こ で 、
glucocerebrosidase をはじめとしたリソ
ソーム関連脂質代謝酵素の輸送や活性な
どに関与するタンパク Xに注目し、この
タンパクをコードする遺伝子変異が家族
性パーキンソン病の原因となる事を明ら
かにする。 

 
３．研究の方法 
 
1） メラノーマ細胞である SK-MEL28 細胞
はα-synuclein を豊富に含むが、この細
胞に glucocerebrosidaseを強制発現させ、
細胞内局在、免疫組織学的検討により局
在の変化を検討した。また、内在性のα
-synuclein と共局在するかどうかを検討
した。 
 

2） SK—MEL28 細胞に glucocerebrosidase
の酵素活性を阻害する薬物である
conduritol b epoxide (CBE)を投与し、α
-synuclein の局在の変化を検討した。さ
らに、SH-SY5Y細胞はドパミンを含有し
ており、glucocerebrosidase の活性阻害
がドパミン代謝にどのように影響を及ぼ
すかを検討した。SH-SY5Y細胞はレチノ
イン酸を投与して培養することで分化誘
導される。分化誘導された SH-SY5Y 細
胞はドパミン神経細胞に類似した特性を
持ち、ドパミンを分泌する。この状態で
CBEを投与し、HPLC法を用いて、培養
液中のドパミン、DOPAC、5-HIAA、HVA
を測定し、glucocerebrosidase の活性阻
害がドパミン放出に影響を与える可能性
について検討する。 
 

3） Glucocerebrosidaseをはじめとしたリソ
ソーム関連脂質代謝酵素の輸送などに関
わるタンパクXをコードする遺伝子Xに
ついて、274 症例の常染色体優性遺伝性
パーキンソン病、92症例の常染色体劣性



遺伝性パーキンソン病、92症例の孤発性
パーキンソン病および、111 症例のコン
トロール症例についてスクリーニングを
行った。 

 
４．研究成果 
 
1） 病的変異型 glucocerebrosidaseは局在を
変化させ、α-synucleinと共局在する 
 
SK-MEL28 細 胞 に お い て 変 異 型
glucocerebrosidase を過剰発現し、局在
を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 正 常 型
glucocerebrosidase はリソソームに局在
し、α-synucleinとは共局在しなかった。
一方で L444Pおよび N370Sは小胞体や
Golgi 装置に局在が変わり、一部がα
-synuclein と局在することが示された。
こ の 結 果 よ り 、 病 的 変 異 型
glucocerebrosidase の局在が変化し、リ
ソソームにおける酵素活性が低下するこ
とでα-synuclein は局在が変化する可能
性が考えられた（図１）。 

 

 
図１；病的変異型 glucocerebrosidaseは小胞
体や Golgi装置に局在が移りα-synucleinと
共局在する 
 
2） Glucocerebrosidase の活性低下はα

-synucleinの局在を変化させる 
 
SK-MEL28細胞に CBEを 25μmol,、50
μmol、100μmol、200μmol 投与する
と、用量依存性に glucocerebrosidaseの
活性が低下することを確認した (図 2)。
一方、SH-SY5Y 細胞では 50μmol 投与
で十分に活性を低下させることができた。
また、脂質の変化について薄層クロマト
グ ラ フ ィ ー で 確 認 し た と こ ろ 、
glucocerebrosideが増加し、ceramideが
低下した。Glucocerebrosideと ceramide
の比率は、CBE投与群で有意に上昇して

いた (図 3)。 
ド パ ミ ン 放 出 に 関 す る
glucocerebrosidase の役割について検討
する目的で、レチノイン酸で分化誘導し
た SH-SY5Y細胞に CBEを投与した。分
化した SH-SY5Y 細胞のドパミンの放出
について、培養液内のドパミン、DOPAC、
5-HIAA、HVA、について HPLCで確認
したところ、CBEを投与することで、ド
パミンが減少し DOPACの濃度が増加し
て い た 。 こ の 結 果 よ り 、
glucocerebrosidase の活性低下による膜
輸送障害が生じ、ドパミン放出が減少し、
細胞内に残されたドパミンが DOPACに
代謝され細胞外に漏出している可能性が
示唆された。また、SH-SY5Y 細胞は
5-HIAA を産生することが知られている
が、コントロールと比較して変化はなか
っ た 。 そ の た め 、 CBE に よ る
glucocerebrosidase 活性の低下はドパミ
ン放出に特異的に影響を与えることが示
唆された（図 4）。さらに、CBE による
glucocerebrosidase の活性低下は病的変
位の過剰発現と同様にα-synuclein の局
在を変化させることを確認した（図 5）。
上記の結果から glucocerebrosidaseの活
性低下はドパミン放出障害及びα
-synuclein の局在変化をきたしドパミン
神経細胞が脱落する可能性が考えられた。
上 記 ま で の 結 果 を ま と め る と 、
glucocerebrosidase の活性低下および病
的変異型 glucocerebrosidaseによる細胞
内局在の変化はα-synculein の局在を変
え る 可 能 性 が あ る 。 ま た 、
glucocerebrosidase の活性はドパミン放
出に影響を与え、この酵素の活性が低下
するとドパミン放出が低下する可能性が
ある。局在を変えたα-synculein は凝集
体を形成し、細胞毒性に関わる可能性が
考えられる。凝集に、glucocerebroside
や ceramide がどのように関与するか、
今後、α-synuclein の凝集と細胞膜の脂
質異常に着目し、検討を進める必要があ
る。 
 

 
図2 SK-MEL28細胞およびSH-SY5Y細胞を
conduritol b epoxide (CBE)で処理すると
glucocerebrosidase の活性が低下する。
SK-MEL28 細胞では用量依存性に活性低下
を認めるが、SH-SY5Y 細胞では CBE 50μ
molで十分に活性が低下した。 
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図3 SK-MEL28細胞およびSH-SY5Y細胞を
conduritol b epoxide (CBE)で処理すると
glucocerebrosideが蓄積し、ceramideが減少
する。 
 

 

 
 

図 4 SH-SY5Y細胞を conduritol b epoxide
で処理をすると細胞外へのドパミンの放出
が低下する。 
 
 

	
	
図 5	SK-MEL28細胞を conduritol b epoxide
で処理をするとα-synuclein (LB509)の局在
が変化する。	
	

3） 糖脂質代謝酵素全般に関連するタンパク
Xをコードする遺伝子 Xは家族性パーキ
ンソン病に関連する 

 
リソソーム関連脂質代謝酵素障害を持つ
患者の病理所見では Lewy 小体の出現が
報告されている。また、家系内にパーキ
ンソン病を発症するとの報告もある。そ
のため、glucocerebrosidase 以外にもリ
ソソーム関連脂質代謝酵素の機能障害は
パーキンソン病の発症に関わる可能性が
ある。そこで、リソソーム関連脂質代謝
酵素の輸送や活性機能に関与するタンパ
ク Xの障害はパーキンソン病の原因にな
る可能性を考えた。 
そこで、274 症例の常染色体優性遺伝性
パーキンソン病、92症例の常染色体劣性
遺伝性パーキンソン病、92症例の孤発性
パーキンソン病および、111 症例のコン
トロール症例についてタンパク Xをコー
ドする遺伝子 Xについてスクリーニング
したところ、常染色体優性家族性パーキ
ンソン病の二家系についてそれぞれ独立
した変異を認めた。 
一つの変異はタンパク Xの機能において
重要な部位に位置するアミノ酸が変化し
た。このアミノ酸変異が及ぼす影響につ
いて in silicoで見る PolyPhen2や SIFT
では病的変異と算出された。そのため、
この変異によりタンパク Xの機能が低下
する可能性があり病的変異と判断した
（図 6）。また、もう一つの変異では
exon12が skipしていることを示した（図
6）。Exon12 はこのタンパクの活性につ
いて重要な部位をコードしており、タン
パク Xの機能が低下していることが予想
され、この変異も病的であると判断した。 
さらに、これらの遺伝子変異はタンパク
Xの C末端に近いところに位置する。既
報ではタンパク Xは C末で cargoタンパ
クと結合しリソソームへ輸送されること
が知られている。つまり、これらの病的
変位型は野生型と比較して局在を変化さ
せる可能性がある。タンパク Xの遺伝子
改変マウスモデルはすでに作成されてい
る。興味深いことに、このマウスモデル
は加齢とともに海馬の神経細胞内にタン
パク X の凝集体を認め変性する。また、
小脳神経細胞の変性により加齢とともに
運動障害を認めることが報告されている。 
 
遺伝子 Xに変異を認める症例は緩徐進行
性の経過で高齢発症のパーキンソニズム
であり、123I-MIBG 心筋シンチグラフィ
ーで心筋へのMIBGの取り込み低下を認
めている。症状は極めて孤発性パーキン
ソン病に類似しており、L ドパへの反応
は良好である。一部の症例は Lドパ誘発
性ジスキネジアを認める。タンパク Xの
機能障害は Lewy 小体に関連し、孤発性

Dopamine	release	is	reduced	in	CBE-Treated	SK-MEL28	Cells

B

The release of DA, its metabolites, and other transmitters were determined by measuring DA content in cell culture medium using high-
pressure liquid chromatography (HPLC). Cell culture medium was lysed with 0.1 M perchloride acid (2:1). Homogenates centrifuged at
15,000 rpm for 20 min at 4 �. The resulted supernatants were subjected to HPLC assay. The DA content was The experiments were
performed by triplicates.
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パーキンソン病への病態に関連すること
が予想される。 

 
 
家系 1 

 
家系 2 

 
図 6 リソソーム関連糖脂質代謝酵素の
輸送、活性などに関わるタンパク Xをコ
ードする遺伝子変異で常染色体優性遺伝
性パーキンソン病に関わる。家系１に認
められた点変異はタンパク Xの活性中心
に関わる部位に局在しており、タンパク
X の機能が低下する可能性がある。家系
2 に関連している病的変異の影響で
exon12がスキップされる。Exon12はタ
ンパク Xの活性及び局在に重要な部位を
コードしていることが報告されている。 

	
	
	
今後の展開	

タンパクXの病的変異に伴うパーキンソン病
の発症機序を解明するため、病的変異型タン
パク Xの局在変化に関する詳細な検討、患者
由来の線維芽細胞を用いた検討、ノックアウ
トマウスの黒質ドパミン神経細胞に注目し
た解析を行う。	
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