
研究要旨 
ゴーシェ病のバイオマーカー候補として、グルコシルスフィンゴシン(Lyso-GlcCer) とグ
ルコシルセラミド(GlcCer)を考慮し、それらの血漿中濃度の測定法を確立した。前者は、
血中糖脂質を抽出して、それに含まれる Lyso-GlcCer をフタルアルデヒド誘導体化した
後、高速液体クロマトグラフィー(HPLC)で測定した。後者は、血中糖脂質に含まれる GlcCer
を酵素で脱アシル化した後に、フタルアルデヒド誘導体化して、HPLC で測定した。どちら
の場合も、HPLC クロマトグラム上、目的物質に該当する特異的なピークが検出された。本
法で、Ⅰ型、Ⅱ型およびⅢ型のゴーシェ病患者の血漿中 Lyso-GlcCer および GlcCer 濃度
を測定した所、いずれの症例においても、その濃度は対照に比べて高値を示した。特に
Lyso-GlcCer に関しては、対照の値が検出限界以下であるのに対して、ゴーシェ病患者で
は、明らかな高値を示すことから、本症のバイオマーカーとして有用と考えられた。 
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Ａ．研究目的 

ゴーシェ病（Gaucher disease）は、グルコセレ

ブロシダーゼ（glucocerebrosidase）の活性低

下 に よ り 、 グ ル コ セ レ ブ ロ シ ド （

glucocerebroside､ GlcCer)などの糖脂質が細

胞内のライソゾームに蓄積し、肝脾腫、貧血、

血小板減少や骨障害などの症状を来たす常染色

体劣性遺伝病である。本症は、臨床的に、神経

症状の有無や発症年齢の違いにより、Ⅰ型（成

人型、慢性非神経型）、Ⅱ型（乳児型、急性神

経型）およびⅢ型（若年型、亜急性神経型）に

分類される。本症に対しては、哺乳類由来の培

養細胞で生産した組換えグルコセレブロシダー

ゼを用いた酵素補充療法が有効である。そのた

め、本症の早期診断や治療評価に役立つバイオ

マーカーが求められている。これまで、ゴーシ

ェ病のバイオマーカー候補として、酸性ホスフ

ァターゼ、アンギオテンシン変換酵素やキトト

リオシダーゼなどが知られているが、最近、本

症の病態形成に関係すると考えられるGlcCerや

そのリゾ体であるグルコシルスフィンゴシン（

glucosylsphingosine, Lyso-GlcCer）が注目さ

れ て い る 。 本 研 究 で は 、 GlcCer お よ び

Lyso-GlcCer測定法を確立し、ゴーシェ病患者由

来の血漿を試料として、その濃度を測定し、こ

れらがゴーシェ病のバイオマーカーとなり得る

か否かを検討した。 

 

Ｂ．研究方法 

1)試料 

 Ⅰ型、Ⅱ型およびⅢ型のゴーシェ病患者と健常

者（対照）から採取した血漿を測定試料とした。 

（倫理面への配慮） 

本研究は、明治薬科大学倫理委員会の承認を得て

、その規則を遵守して行われた。 

2)血漿中 Lyso-GlcCer の測定 

 試験管に、血漿 50μl と 150μl の 1% Triton 

X-100/CH3CN 液とを加えて振盪した後、14,000×g

で 5分間の遠心分離を行った。遠心分離により得

られた上清画分に 25μl の o-フタルアルデヒド

試薬（pH 9.5）を加えて 15 分間反応させた後、



フタルアルデヒド誘導体化された Lyso-GlcCer

を高速液体クロマトグラフィー（HPLC, Union 

UK-C18 カラム, 75mm×46mm）で分離し、測定し

た。血漿中の Lyso-GlcCer の定量に際しては、健

常者由来の血漿に一定量の Lyso-GlcCer を添加

したものを標準として用いた。 

3)血漿中 GlcCer の測定 

 試験管に、CHCl3/MeOH(v/v, 1:2)液 450μl と

水 55μlとを加えた後に、血漿 20μlを加えて激

しく振盪し、14,000×g で 10 分間の遠心分離を

行った。遠心分離により得られた上清画分を別の

試験管に移し、CHCl3  150μl と水 225μlとを加

えて 40 回激しく振盪した後、2,000×gで 5分間

の遠心分離を行った。分離後に上層画分を除き、

下層画分に MeOH/水(v/v, 1:1)600μl を加えて、

40 回激しく振盪した後、9,000×g で 5 分間の遠

心分離を行った。分離後に下層画分を分取し、ス

フィンゴ脂質セラミド N-デアシラーゼ（

Sphingolipid ceramide N-deacylase）を加えて

脱アシル化反応を行った。反応終了後に、当該反

応液を乾固し、NaOH 200μl を加えて超音波で溶

解させた。そのうちの 50μlを別の試験管に移し

、25μlの o-フタルアルデヒド試薬（pH 9.5）を

加えて 15 分間反応させた後、HPLC で解析した。

定量に際しては、健常者由来の血漿に一定量の

GlcCer を添加したものを標準として用いた。 

 

Ｃ．研究結果  

1)血漿中 Lyso-GlcCer の HPLC クロマトグラム 

 健常対照者およびゴーシェ病患者由来の血漿

中Lyso-GlcCer を解析したHPLCクロマトグラム

を、それぞれ図 1a および図 1b に示した。対照に

おいては、Lyso-GlcCer を示すピークが見られな

かったが、ゴーシェ病患者では明瞭なピークが認

められた。 

 

 

 

 

図 1a健常対照者の血漿中 
     Lyso-GlcCerの HPLC クロマトグラム 

 

 

 

 

 

 

図 1b ゴーシェ病患者の血漿中 
     Lyso-GlcCerの HPLC クロマトグラム 

 

 

 

 

 

 

2)血漿中 GlcCer の HPLC クロマトグラム 

 健常対照者およびゴーシェ病患者由来の血漿

中 GlcCer を解析した HPLC クロマトグラムを、

それぞれ図 2a および図 2b に示した。対照および

ゴーシェ病患者ともに、GlcCer を示すピークが

認められたが、そのピーク面積は明らかに後者で

大きかった。 
 

図 2a健常対照者の血漿中 
GlcCerの HPLC クロマトグラム 

 

 

 

 

 
 

 
図 2b ゴーシェ病患者の血漿中 
    GlcCerの HPLC クロマトグラム 

 

 

 

 

 

 

 



3)ゴーシェ病患者の血漿中 Lyso-GlcCer および

GlcCer 濃度 

 Ⅰ型、Ⅱ型およびⅢ型のゴーシェ病患者由来の

血漿中 Lyso-GlcCer および GlcCer 濃度の測定結

果を表にまとめた。いずれの臨床型を持つゴーシ

ェ病患者においても、対照に比べて、Lyso-GlcCer 

および GlcCer 濃度の増加が認められた。 
 
表 ゴーシェ病患者の血漿中 Lyso-GlcCer  
   および GlcCer 濃度 

 

Ｄ．考察               

 本法を用いた解析では、HPLC クロマトグラム

で血漿中 Lyso-GlcCer および GlcCer を示す明

瞭なピークが観察され、本法は、両者の特異的定

量法として有用であると考えられた。ゴーシェ病

患者においては、その全ての症例で血漿中

Lyso-GlcCer および GlcCer 濃度が対照に比べて

高値を示した。血漿中 Lyso-GlcCer 濃度は、

GlcCer のそれに比べて低いが、本法で測定した

健常者の Lyso-GlcCer 測定値が、すべて測定限界

以下(0.01 μmol/l 未満)であるのに対して、ゴ

ーシェ病患者では、その年齢や臨床表現型の違い

に拘わらず、明らかな増加を示しており、バイオ

マーカーとして有用であると考えられた。 

 

Ｅ．結論             

 Lyso-GlcCer および GlcCer はゴーシェ病のバ

イオマーカーとして有望であり、特に前者は対照

との差が明らかなことから有用と思われる。 
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