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本論文で用いた省略語 

略語 正式名称 

4-MU 4-Methylumbelliferone 

AMPK AMP-activated protein kinase 

AUTAC Autophagy-targeting chimera 

BSA Bovine serum albumin 

CALM Clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia protein 

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

EGF Epidermal Growth Factor 

EGFR EGF receptor 

ESCRT Endosomal sorting complex required for transport 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

iPS Induced pluripotent stem cells 

LAMP1 Lysosomal-associated membrane protein 1 

LAMP2 Lysosomal-associated membrane protein 2 

LC3 Microtubule-associated protein light chain 3 

LIR LC3 interacting region 

MAM Mitochondria-associated ER membrane 

mTOR Mechanistic target of rapamycin 

NDP52 Nuclear dot protein 52 

PBS Phosphate-buffered saline 

PROTAC Proteolysis Targeting Chimera 

SNAP29 Synaptosomal-associated protein 29 

SNARE 
Soluble N-ethylmaleimide–sensitive factor attachment protein 

receptor 

SNIPER Specific and Nongenetic IAP-dependent Protein Eraser 

TBS Tris-buffered saline 

UBA Ubiquitin-associated (domain) 

VAMP8 Vesicle associated membrane protein 8 
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第 1 章 緒論 

 

 

リソソームは、細胞内外の様々な物質の異化に関わる細胞内小器官(オルガネラ)である

[De Duve C. and Wattiaux R. 1966]。その内腔側は酸性に保たれており、酸性 pHに至適

をもつ多様な加水分解酵素(リソソーム酵素)を内包している。元来、リソソームは単に物質

の分解を行うのみのオルガネラであると考えられてきたが、実は様々な機構により細胞内

のエネルギー状態を感知し、Mechanistic target of rapamycin complex1(以下、mTORC1)等

の活性を調節することで、ある種の代謝センサーのように機能することもわかってきた

[Settembre C. et al. 2013, Ballabio A. and Bonifacino JS. 2020]。リソソームによる

分解は、エンドサイトーシスなどによって細胞外の物質を取り込み分解するヘテロファジ

ー経路と、細胞内成分を分解するオートファジー経路に大別される。また、近年の研究から、

オートファジーには飢餓応答やオルガネラの品質管理、易凝集性物質の恒常的な分解、発

生・分化など様々な生理的意義があることが多数報告され、高い注目を集めている

[Mizushima N. 2007]。 

 

 

 

 

マクロオートファジー(以下、オートファジー)は、オートファゴソームと呼ばれるユニー

クなオルガネラによって細胞内成分を取り囲み、これがリソソームと融合することで内容

物の分解を行う(図 1)。オートファジーの活性は mTORC1 や AMP-activated protein 

kinase(以下、AMPK)などのリン酸化酵素によって制御されている[Kim J. et al. 2011]。

オートファジーが誘導されると各オートファジー関連タンパク質が複合体を形成し、隔離

膜(または、ファゴフォアとも呼ばれる。)の形成が起こる。このとき、小胞体とミトコンド

図 1 オートファジーの略図 
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リアの膜接触部(Mitochondria-associated ER membrane；MAM)が主な複合体形成の場とな

ることが報告されている[Hamasaki M. et al. 2013]。隔離膜は、その後、末端同士が融合

してオートファゴソームとなる(隔離膜は、扁平な構造をとってはいるが、実際には脂質二

重膜を有する小胞であり、オートファゴソームはその末端同士が閉じた小胞であるため、脂

質二重膜の二重膜構造をとっている。したがって、ここでは便宜上“融合”と記載したが、

隔離膜からオートファゴソームへ変化するステップは、厳密には、膜融合ではなく膜の“解

離”である。)。分解基質を内包したオートファゴソームとリソソームとの融合にあたって

は、膜融合関連因子である Soluble N-ethylmaleimide–sensitive factor attachment 

protein receptor (以下、SNARE)タンパク質が介在する。SNAREタンパク質は小胞輸送にお

ける膜融合に必須の因子であるが、オートファジーにおいては特に VAMP8、Syntaxin7、

Syntaxin17、YKT6、SNAP29 が二対の複合体を形成する(図 2)。これら SNAREタンパク質の欠

損はリソソーム-オートファゴソーム融合をほぼ完全に阻害することが報告されている

[Itakura E. et al. 2012, Matsui T. et al. 2018]。 

 

 

 

 

 

オートファジーは酵母からヒトに至るまで高度に保存された機構であり、生物個体の生

存にとって必須である[Mizushima N. 2007, Kuma A. et al. 2004, Komatsu M. et al. 

2005]。また、組織特異的にオートファジー不全をきたすよう遺伝子改変を加えたマウスで

は、それぞれの組織・細胞種の機能異常が報告されている[Komatsu M. et al. 2006, Hara 

T. et al. 2006, Nakai A. et al. 2007, Komatsu M. et al. 2010, Mortensen M. et al. 

2010, Taneike M. et al. 2010, Toshima T. et al. 2014, Takagi A. et al. 2016]。オ

図 2 オートファジーに関連する SNAREタンパク質とその局在 

図中の L(緑色の円)は LC3Ⅱを示す。 
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ートファジーには、一般に良く知られている、飢餓等の刺激によって活性化される誘導性の

オートファジーと、何らかの刺激がなくても引き起こされる恒常的なオートファジーとが

存在する。さらに、以前まではオートファジーは非選択的な分解経路であると考えられてい

たが、最近の研究により、p62や NDP52など様々なアダプタータンパク質が介在し、選択的

にターゲットを認識して分解する経路があることも知られるようになった[Johansen T. et 

al. 2011, Birgisdottir ÅB. et al. 2013, Gatica D. et al. 2018]。これらのアダプタ

ータンパク質は、分解基質に付加されたポリユビキチン化タグと隔離膜上の LC3 のそれぞ

れに相互作用する分子内領域(前者を Ubiquitin-associated(UBA)ドメイン、後者を LC3-

interacting region(LIR)と呼ぶ。 )を有している。オートファジーにより、機能の低下・

異常化したオルガネラやアミロイドβ、α-シヌクレインなど、生理的に悪影響を及ぼす物

質は除去される。それに加え、近年、オートファジーの異常は多様な疾患の発症・増悪に関

わることも多数報告されている。その中には、パーキンソン病[Narendra D. et al. 2008, 

Matsuda N. et al. 2010]やアルツハイマー病[Caccamo A. et al. 2010, Caccamo A. et 

al. 2011, Nilsson P. et al. 2013]、筋萎縮性側索硬化症(ALS)[ Deng HX. et al. 2011, 

Wong YC. and Holzbaur EL. 2014, Goode A. et al. 2016]といった神経変性疾患やリソソ

ーム病(または、ライソゾーム病、リソソーム蓄積症。本論文では、以下、リソソーム病と

する)[ Raben N. et al. 2007, Liao G. et al. 2007, Settembre C. et al. 2008, Takamura 

A. et al. 2008, Ishibashi S. et al. 2009]、クローン病[Fujita N. et al. 2009, Nys 

K. et al. 2013, Nguyen HT. et al. 2013]といった難病が含まれており、それら難治性疾

患の詳細な病態メカニズムの解明や新規の治療法開発といった観点から、幅広い分野で多

くの研究が進められている。 

リソソーム病は、リソソーム酵素またはその関連因子の遺伝的欠損によって発症する代

謝異常疾患である。各因子が本来担っていた生体内基質の分解が著しく滞り、主にリソソー

ム内に基質の過剰な蓄積が起こる。中枢神経系や末梢組織、あるいはその両方に多様な臨床

症状を呈し、重症例では小児期に死に至る。現在 50種類前後の疾患が知られており、本邦

では難病にも指定(指定難病 19)されているが、根本的な治療法が確立されている疾患は多

くない。欠損酵素を体外から補充する酵素補充療法が一部の疾患に適応されており、それに

一定の治療効果が認められることから、酵素欠損および基質の過剰蓄積が症状発症・増悪の

トリガーとなっていることは明らかであるが、その間を繋ぐメカニズムにもいまだ多くの

不明点が残されている。この点についてはグリア細胞の異常活性化[Kawashita E. et al. 

2009, Rama Rao KV. et al. 2016]や小胞体ストレス[d'Azzo A. et al. 2006, Sano R. et 

al. 2009]、Ca2+シグナリング異常[Pérez-Cañamás A. et al. 2017]、ミトコンドリア障害

[de la Mata M. et al. 2016, Gegg ME. et al. 2016]などの報告があるものの、十分とは

言い難い。これらの報告はいずれも病態への寄与を完全には説明しきれておらず、また、何

よりリソソーム内で引き起こされる異常がその外部のイベントに対してどのようにして影

響を与え得るか不明である。 
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本疾患の治療に関しては、上述した酵素欠損療法の他に、遺伝子治療や蓄積基質の生合成

を抑制する基質枯渇療法などが研究・開発されているが、問題点も多い。酵素補充療法に用

いる酵素製剤は、現状、哺乳類細胞を用いて製造する必要があり、非常にコストがかかる。

遺伝子治療に関しても同様に医療費の面で改善が必要と言える。また、酵素補充療法では 1-

2 週間に 1度の頻度で点滴によって製剤を投与する必要があり、患者への負担が大きい。さ

らに、リソソーム病の多くは重篤な中枢神経症状を特徴とする一方で、末梢からの投与では

十分量の製剤を中枢神経系に届けることができず、満足のいく治療効果は見込めない。 

リソソーム病においてはこれまでに、上述のように、複数の疾患でオートファジーに異常

が認められることが報告されている[Raben N. et al. 2007, Liao G. et al. 2007, 

Settembre C. et al. 2008, Takamura A. et al. 2008, Ishibashi S. et al. 2009]。特

に、リソソームとオートファゴソームとの融合が低下している可能性が示されているが、そ

のメカニズムに関しては不明であり、さらに、病態との関連についても情報は少ない。しか

しながら、オートファジーが疾患に及ぼす影響について研究が進んでいるパーキンソン病

等の他の疾患と比べ、リソソーム病はリソソームの機能低下を直接の原因として発症する

疾患であるため、病態とのより密接な関係が推察される。また、神経変性疾患には症状発現

の原因やメカニズムが非常に複雑なものが多いのに対し、リソソーム病は単一遺伝子疾患

であることから、モデル系の構築は比較的容易であると言え、解析対象として有用であると

考える。 

上述のように、オートファジーの異常は複数の(蓄積基質の種類の異なる)リソソーム病

で報告されており、それらの異常がいずれも類似の機序で引き起こされるのであれば、複数

種類のリソソーム病に対する共通の治療ターゲットとなる可能性がある。リソソーム病は、

それ自体は非常に希少な疾患であるが、これまでにいくつかの神経変性疾患との関連が報

告されている。例えば、GM2 ガングリオシドの蓄積症である Sandhoff 病のモデルマウス脳

内ではアミロイドβやリン酸化 tau、α-シヌクレインの増加が起こっており[Keilani S. 

et al. 2012]、また、大規模な疫学的調査の結果、グルコシルセラミドの蓄積症であるゴー

シェ病の原因遺伝子 GBA の遺伝子変異はパーキンソン病のリスク因子として知られている

[Sidransky E. et al. 2009]。このような報告は、実は様々な疾患がリソソームの異常と

関係している可能性を示しているかもしれない。そこで本研究ではリソソーム病に着目し、

リソソーム病におけるオートファジー異常の原因解明と、その病態との関連に関する検討

を目的とし、解析を行った。 
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第 2 章 試料および方法 

 

 

2-1 培養細胞およびマウス 

SH-SY5Yは Dulbecco’s modified Eagle’s medium/Nutrient mixture F-12 Ham(D8062：

SIGMA ALDRICH) に 対 し て 5% Fetal bovine serum(FB-1365 ： Biosera) 、 100µg/mL 

Streptomycin(S6501：SIGMA ALDRICH)、70µg/mL Penicillin G(P7794：SIGMA ALDRICH)を添

加し、37℃, 5% CO2条件下で培養した。分化誘導の際は、血清濃度を 3%にし、10µM Retinoic 

acid(R2625：SIGMA ALDRICH)を添加して 8日間培養した[Cheung YT. et al. 2009]。 

健常者由来皮膚繊維芽細胞株として F258および F592 [Tatano Y. et al. 2008, Matsuoka 

K. et al. 2011]を、Tay-Sachs病患者由来皮膚繊維芽細胞株として F218 [Matsuoka K. et 

al. 2011]を、Ⅰ型 Galactosialidosis患者由来皮膚繊維芽細胞株として F598 [Oheda Y. 

et al. 2006]をそれぞれ使用した。繊維芽細胞株は、Nutrient mixture F-10 Ham(N6908：

SIGMA ALDRIH)に 10% Fetal bovine serum, 100µg/mL Streptomycin, 70µg/mL Penicillin 

G を添加し、37℃, 5% CO2条件下で培養した。 

健常者 iPS 細胞株(201B7)は理研 CELL BANK から購入した。Tay-Sachs 病 iPS 細胞は

Takahashiらの手法[Takahashi K. and Yamanaka S. 2007]に従い、Tay-Sachs 病患者由来

繊維芽細胞株 F218 から樹立した。健常者および Tay-Sachs 病 iPS 細胞は、それぞれ、SNL

フィーダー上で 5ng/mL bFGF(RCHEMD005B：ReproCELL)を添加した Repro Stem（RCHEMD005：

ReproCELL）および Primate ES Cell Medium(RCHEMD005B：ReproCELL)を用い、37℃,5% CO2

条件下で培養した。また、健常者およびテイ-サックス病 iPS細胞は Neurosphereの作製を

経て、Bissonnetteらの手法[Bissonnette CJ. et al. 2011]に従い、大脳皮質神経細胞へ

と分化させた。 

C57BL/6マウスを SLC 株式会社から購入し、野生型マウスとした。Sandhoff 病モデルマウス

(C57BL/6×129sv)[Sango K. et al. 1995, Sango K. et al. 1996]は横浜市立大学医学部

の山中正二准教授より分与いただき、C57BL/6との交配で得られた子孫を解析に用いた。 

 

2-2 抗体 

Western blot解析(WB)および免疫蛍光観察(IF)には下表に記す通り抗体を使用した。 

標的 製品番号(製造元) 
希釈比率 

WB IF 

β-ヘキソサミニダーゼ Tsuji A.博士より分与 1:1000 - 

Cleaved caspase 3 9661S(CST) - 1:100 

EGFR 4267(CST) 1:500 - 



8 

 

GAPDH sc-32233(Santa Cruz) 1:1000 - 

GM2ガングリオシド Tai T.博士より分与 - 1:20 

LAMP1 ab24170(abcam) 1:1000 1:300 

LAMP2 ab25631(abcam) 1:1000 1:200 

LC3B #3868S(CST) 1:1000 - 

LC3B M152-3(MBL) - 1:100 

NeuN ABN78 (MILLIPORE) - 1:100 

Rab7 #2094(CST) 1:1000 - 

SNAP29 ab181151(abcam) 1:1000 - 

Syntaxin7 NBP1-87497(NOVUS) 1:1000 - 

Syntaxin17 HPA001204(SIGMA ALDRICH) 1:1000 - 

VAMP8 HPA006882(SIGMA ALDRICH) 1:1000 1:100 

YKT6 HPA030818(SIGMA ALDRICH) 1:1000 1:100 

表 1 Western blot解析および免疫蛍光観察に使用した抗体一覧 

 

2-3 CRISPR-Cas9 システムによる HEXB 遺伝子のノックアウト 

10% Fetal bovine serumを添加した Dulbecco’s modified Eagle’s medium/Nutrient 

mixture F-12 Hamで SH-SY5Yを培養した。表 2に示す配列のガイド RNAを GeneArt CRISPR 

Nuclease-OFP vector（A21174：Thermo Fisher Scientific）に組み込み、Opti-MEM（31985070：

Thermo Fisher Scientific）中で Lipofectamine 3000 Transfection Reagent(L3000-015：

Thermo Fisher Scientific)を用い、トランスフェクションを行った。37℃, 5% CO2条件下

で 48時間培養を行った後、EPICS ALTRA(Beckman Coulter)で OFP陽性の細胞を分離し、限

界希釈を行った。酵素活性測定の結果、β-ヘキソサミニダーゼ活性の低下していた細胞集

団に対し、シークエンス解析および Western blot法によるタンパク発現の確認、免疫蛍光

観察による GM2蓄積の確認を行った。 

 

配列 5’- gtggccggcttggccgagacgctcggtttt -3’ 

表 2 HEXB ノックアウト用ガイド RNA配列 

 

2-4 細胞抽出液の作製 

Phosphate-buffered saline(以下、PBS）(137mM NaCl, 8.1mM Na2HPO4, 2.68mM KCl, 

1.47mM KH2PO4)により洗浄した後、セルスクレーパーを用いて細胞を剥離し、回収した。

4℃, 500×g で 5 分間遠心を行い、上清を除去した。酵素活性測定に用いるサンプルは、

Milli-Qに 1µM Pepstatin A, 1mM EDTA を添加し、ペレットを懸濁した。Western blot 解

析に用いるサンプルは RIPA バッファー(50mM Tris-HCl(pH7.6), 150mmol/l NaCl, 1% 
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Nonidet P40, 0.5% Sodium Deoxycholate, 0.1％ SDS)に 1µM Pepstatin A, 20µM Leupeptin, 

1mM EDTA, 1mM PMSF, Phosphatase Inhibitor Cocktailを添加し、ペレットを懸濁した。

いずれの抽出液も、超音波発生器 UD-201(TOMY)による破砕を 10回および超音波洗浄機 MUS-

10(EYELA)による超音波破砕を 10分間氷中で行った。 

 

2-5 マウス脳凍結切片の作製 

マウスから脳を摘出し、-80℃で凍結させた。続いて、全脳を矢状方向に半分に切断し、

半脳を Tissue-Tek O.C.T. compound(4583：Sakura Finetek)を用いて-80℃条件下で包埋皿

に固定した。Microm HM550 cryostat(Microedge Instruments)を使用して厚さ 10µm の切片

を作製し、APS コートスライドグラス(APS-01：松浪硝子工業)に貼り付けた後、-80℃で保

存した。 

 

2-6 タンパク質定量 

DC protein assay kit(Bio-Rad)によりタンパク質量を定量した。標準物質としてウシ血

清アルブミン(BSA）(P0914：SIGMA ALDRICH)を用い、検量線を作成した。 

 

2-7 酵素活性測定 

β-ヘキソサミニダーゼに対しては 4-MUG(M9130：SIGMA ALDRICH)を、β-ガラクトシダー

ゼに対しては 4-MUGal(M1633：SIGMA ALDRICH)を用いて酵素活性測定を行った。細胞抽出液

15µL に各人工蛍光基質をそれぞれ 2mM および 1mM で 15µL 添加し、37℃,pH4.2 条件下で 15

分間反応させた。続いて、0.2M Glycine-NaOH(pH10.7)で酵素反応を停止させ、4-MUの蛍光

強度(励起波長 355 nm, 蛍光波長 460 nm)を測定した。標準物質として 4-MU(M1381：SIGMA 

ALDRICH)を使用し、検量線を作成した。 

 

2-8 リソソーム画分の分離 

培養細胞およびマウス組織を Dounce’s glass homogenizer（WHEATON TIGHT）に移し、

0.25M Sucrose-5mM Sodium phosphate buffer(pH 7.5)/PBSを加えた。100ストローク破砕

を行い、4℃,1800×g で 5 分間遠心した上清を回収した。同様の操作をさらに 2 度行った。

回収した上清画分を 4℃,1800×g で 5分間遠心し、その上清を回収した。得られた上清をさ

らに 4℃,18500×gで 30分間遠心し、上清を除去した。また、この際の上清はミクロソーム

等を含む画分とした。ペレットを 0.25M Sucrose-5mM Sodium phosphate buffer/PBSで懸

濁し、4℃,18500×gで 30分間遠心し、洗いを行った。0.25M Sucrose-5mM Sodium phosphate 

buffer/PBSに対して 100：1で抗 LAMP1抗体(ab24170：abcam)を添加した抗体希釈溶液でペ

レットを懸濁し、4℃で一晩処理した。続いて、4℃,18500×g で 30 分間遠心を行い、上清
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を除去した。0.25M Sucrose-5mM Sodium phosphate buffer/PBSに対して 100：1でビオチ

ン標識抗ウサギ IgG 抗体(BA-1000：Vector Laboratories)を添加した抗体希釈溶液でペレ

ットを懸濁し、室温で 1時間、抗体処理を行った。4℃,18500×gで 30分間遠心を行い、上

清を除去した。0.25M Sucrose-5mM Sodium phosphate buffer/PBSに対して 30：1で BD IMag 

Streptavidin particle plus-DM(557812：BD Biosciences)を添加した希釈溶液でペレット

を懸濁し、室温で 1時間、処理した。BD IMagnet(552311：BD Biosciences)にチューブをセ

ットに、30 分間静置した。ネガティブ画分を除去し、壁面に付着する LAMP1 ポジティブ画

分を PBS で回収した。また、この際のネガティブ画分は LAMP1 ネガティブ画分とした。

4℃,18500×g で 30 分間遠心を行った上清を除去した後、ペレットを RIPA バッファーで懸

濁し、リソソーム画分とした。 

 

2-9 Western blot 法 

細胞抽出液は 6×SDS サンプルバッファー(125mM Tris-HCl(pH6.8), 4%(w/v) SDS, 

20%(w/v) Glycerol, 0.01%(w/v) BPB, 10%(w/v) 2-Mercaptoethanol)を添加し、3分間煮沸

した。SDS-PAGEは 10%又は 15%のアクリルアミドゲルを用い、SDS泳動バッファー(25mM Tris, 

192mM Glycine, 0.1%(w/v) SDS)中で行った。電気泳動を行ったアクリルアミドゲルおよび

濾紙、PVDF膜を転写バッファー(25mM Tris, 192mM Glycine, 20%(w/v) Methanol)中で 10

分間振盪した後、TRANS-BLOT SD SEMI-DRY TRANSFER CELL(Bio-Rad)を用いてタンパク質を

PVDF膜へと転写した。50% Blocking One(03953-95：Nacalai tesque)/Tris-buffered saline 

(以下、TBS）（25mM Tris-HCl(pH7.4), 137mM NaCl, 2.7mM KCl）でブロッキングを行った

後、一次抗体希釈溶液を用い、4℃で一晩処理した。続いて 0.1% Tween20(30-5450：SIGMA 

ALDRICH）/TBSで PVDF 膜を洗浄し、室温で 1時間、二次抗体処理を行った。0.1% Tween20/TBS

で洗浄し、さらに TBSで洗浄を行った。Western Lightning Plus-ECL(NEL104001EA：Perkin 

Elmer)又は Western Lightning Ultra(NEL113001EA：Perkin Elmer)を用いて発色させ、LAS 

4000(GE Healthcare Life Sciences)又は ChemiDoc XRS＋(Bio-Rad)で検出した。各バンド

強度は、Image LabTM software(6.0.1)を用いて定量した。 

 

2-10 間接蛍光抗体法 

培養細胞を 8well Lab-Tek chamber slides(177445：Thermo Fisher Scientific)に播種

し、4% パラホルムアルデヒドを用いて、4℃で一晩固定した。LysoTracker Red DND-

99(L7528：Thermo Fisher Scientific)を用いて後期エンドソーム/リソソームを染色する

場合は、固定を行う前に 1µM で 37℃, 5% CO2条件下で 2時間前処理した。PBSで洗浄した

後、5% Goat Serum-1% BSA/PBSを用い、室温で 2時間、ブロッキングを行った。各 wellに

一次抗体希釈溶液を添加し、4℃で一晩処理した。続いて、0.1% Tween20/PBS で洗浄し、室

温で 1時間、二次抗体処理を行った。また、細胞核を染色する目的で Hoechst33258(861405：
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SIGMA ALDRICH)を同時に添加した。0.1% Tween20/PBS で洗浄した後、さらに PBSで洗浄を

行った。50% Glycerol/PBS を滴下して封入し、共焦点レーザー顕微鏡 LSM700(ZEISS)で観

察した。 

 

2-11 エンドサイトーシスに関する解析 

各細胞を dishに均等に播種し、37℃, 5% CO2条件下で 2日間培養した。阻害剤処理群に

対しては 20µM Chlorpromazineを、非処理群に対しては同量の Dimethyl sulfoxide(以下、

DMSO)を添加し、37℃, 5% CO2条件下で 3時間培養した。培地を無血清培地に交換し、阻害

剤処理群には 20µM Chlorpromazineを、非処理群には DMSOを上記と同様に添加した。各サ

ンプルに対して上皮成長因子(以下、EGF)を 10ng/mL で 0(EGF未処理)、0.5、1、2時間処理

し、各時点で細胞抽出液を作製した。Western blot 解析によって EGF添加後の EGF受容体

のタンパク質量の減少割合を定量解析し、エンドサイトーシスの進行程度として評価した。 

 

2-12 化合物処理後の細胞生存率解析 

細胞を 96well プレートに 1×104 個 /well で播種した。 Rapamycin(R-5000： LC 

Laboratories)および Chloroquine(C6628：SIGMA ALDRICH)をそれぞれ 10µM および 15µM で

37℃, 5% CO2条件下で 72時間処理した。阻害剤を添加した培地を除去し、培地に対して 10：

1 で Cell Count reagent SF 試薬(07553-15：Nacalai tesque)を添加した WST-8希釈溶液

で、37℃, 5% CO2条件下で 2時間培養した。450nm の吸光度を測定し、化合物処理の有無に

おける細胞生存率の変動を概算した。 
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第 3 章 結果 

 

 

3-1 リソソーム病患者由来細胞株におけるオートファジー異常の解析 

リソソーム病とは、リソソーム酵素やその関連因子の遺伝的欠損に起因した生体内基質

の過剰蓄積によって引き起こされる先天性の代謝異常疾患である。酵素欠損および基質の

過剰蓄積と症状発症・増悪とを繋ぐメカニズムには多くの不明点が残されており、本研究で

はその点についてオートファジーに着目して解析を行った。これまでにいくつかのリソソ

ーム病でオートファジーの異常が報告されており、それらの異常が引き起こされる原因の

解明と病態との関連性の検討を本研究の目的とする。 

当研究室ではすでに複数のリソソーム病患者由来繊維芽細胞株を所有している。各疾患

の原因遺伝子とそれぞれがコードしている酵素タンパクおよびその蓄積基質は表 3 に示す

通りである。まず、先行研究で報告されている事例が当研究室でも再現できるか、また、そ

のようなオートファジーの異常は蓄積基質の種類の異なるリソソーム病間でも共通である

か解析を行った。ここでは、ガングリオシドの蓄積症(Tay-Sachs 病)とオリゴ糖の蓄積症

(Galactosialidosis)について検討したが、いずれも Western blot解析による LC3Ⅱの増加

(図 3A)、および免疫蛍光観察による Lysotracker の蛍光と LC3 のシグナルとの共染色箇所

の割合の有意な減少(図 3B)が観察された。LC3は主要なオートファゴソーム(または、隔離

膜)のマーカータンパク質であり、オートファジーの誘導に伴って LC3Ⅰから LC3Ⅱへと変

換される[Mizushima N. et al. 2004, Mizushima N and Yoshimori T. 2007]。これらの結

果は、以前に報告されている内容と同様に、複数のリソソーム病細胞において共通してリソ

ソームとオートファゴソームとの融合が低下し、オートファジーの完遂が停滞しているこ

とを示していると考えられる。 

 

疾患名 原因遺伝子 欠損酵素(/タンパク質) 主な蓄積基質 

Galactosialidosis CTSA カテプシン A 末端シアル酸含有糖鎖 

Gucher 病 GBA β-グルコシルセラミダーゼ グルコシルセラミド 

GM1 gangliosidosis GLB1 β-ガラクトシダーゼ GM1 ガングリオシド 

Niemann-Pick 病 C 型 NPC1, NPC2 NPC1, NPC2 コレステロール 

Pompe 病 GAA 酸性α-グルコシダーゼ グリコーゲン 

Sandhoff 病 HEXB β-ヘキソサミニダーゼ GM2 ガングリオシド 

Tay-Sachs 病 HEXA β-ヘキソサミニダーゼ GM2 ガングリオシド 

 

 

表 3 本論文および参考文献中で言及しているリソソーム病 
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3-2 Sandhoff 病モデル細胞の樹立およびオートファジーに関する検討 

3-1における検討およびこれまでの先行研究から、蓄積基質の種類の異なる幅広いリソソ

ーム病でオートファジーの異常が引き起こされている可能性が示された。リソソーム病は

比較的多くの疾患で重篤な中枢神経症状を呈するというのが特徴であり、以降は神経系モ

デルを用いて解析を進めていくこととした。そこで、ヒト神経芽細胞腫の細胞株である SH-

SY5Y に対して第 2 章で示すように CRISPR-Cas9 システムを利用した方法で HEXB 遺伝子を

欠損(以下、K.O.)させ、Sandhoff病モデル神経系細胞として解析に用いた。HEXB 遺伝子は

β-ヘキソサミニダーゼのβサブユニットをコードしている。β-ヘキソサミニダーゼは α

サブユニットと β サブユニットのヘテロダイマーからなる HexA と、β サブユニットのホ

図 3 複数のリソソーム病患者由来繊維芽細胞株において、リソソームとオートファゴ

ソームの融合が障害されていた。 
(A)ガラクトシアリドーシス(GS)および Tay-Sachs 病(TSD)患者由来繊維芽細胞において、オートファ

ゴソームマーカーである LC3Ⅱの増大が観察された。(B)ガラクトシアリドーシス(GS)および Tay-Sachs

病(TSD)患者由来繊維芽細胞を用いた免疫蛍光観察においてリソソーム-オートファゴソーム融合の程

度について解析を行った。右グラフは、Lysotracker と LC3 のシグナルの共染色箇所の割合を定量化し

た。エラーバーは標準誤差を示す。*：p<0.05、**：p<0.01 (n=3, vs. Cntl.-2, Student’s t-test.) 



14 

 

モダイマーからなる HexBに大別される(αサブユニットのホモダイマーである HexSは不安

定であり、生体内にはほとんど存在していない)。GM2 ガングリオシドの末端糖鎖を切断し

GM3 ガングリオシドへと変換する反応を触媒する酵素は、β-ヘキソサミニダーゼのうち、

HexAのみである。 

Western blot解析の結果、HEXB K.O.細胞においてβ-ヘキソサミニダーゼβサブユニッ

トの成熟体を示すバンドの消失が確認された(図 4A)。また、β-ヘキソサミニダーゼおよび

β-ガラクトシダーゼ(リソソーム酵素の一種。ここではコントロールとして用いている。) 

の酵素活性を測定したところ、β-ヘキソサミニダーゼ活性の著しい低下が観察された(図

4B)。さらに、免疫蛍光観察によって細胞内における GM2ガングリオシドの蓄積の程度を解

析した結果、HEXB K.O.細胞において顕著な GM2ガングリオシドの増加が認められ(図 4C)。

以上の検討より、HEXB遺伝子が目的通り K.O.されてことが確認でき、Sandhoff 病のモデル

神経系細胞の樹立がなされた。また、HEXB K.O.細胞に対して正常 HEXB遺伝子を導入した細

胞(HEXB K.O. + HEXB (K.I.) と記載)については、目的タンパク質の発現およびβ-ヘキソ

サミニダーゼ活性の回復、GM2 ガングリオシドの分解が起こっていることが確認された(図

4A-C)。 
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SH-SY5Y細胞の親株をコントロールとして、樹立した各細胞のオートファジーの変化につ

いて検討した。Western blot 解析によって、HEXB K.O.細胞における LC3Ⅱの有意な増大が

認められ、さらにそれは正常遺伝子の導入によって正常化した(図 5)。したがって、作製し

たリソソーム病モデル神経系細胞においてもオートファジーの異常が引き起こされたこと、

また、オートファジー異常は、予想通り、リソソーム酵素の欠損に起因することが示された。 

図 4 リソソーム病モデル神経系細胞を樹立した。 

(A)Western blot 法により、目的遺伝子の K.O.および導入が正しく行われているか確認した。(B)各細

胞のリソソーム酵素活性を測定した。詳しい手技については第 2 章に示す。ここでは、β-ガラクトシ

ダーゼをコントロールとして用いた。エラーバーは標準誤差を示す。**：p<0.01 (n=3, Tukey’s test.) 

(C)免疫蛍光観察により、各細胞における GM2 ガングリオシドの蓄積の程度について解析を行った。ス

ケールバーは、それぞれ記載の縮尺を示す。 
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3-3 Sandhoff 病モデルマウスにおけるオートファジーの解析と症状発現との

関連に関する検討 

これまでの解析から、比較的幅広いリソソーム病でオートファジーの異常が認められる

こと(図 3A, B)、さらに、それはやはりリソソーム酵素の欠損および基質の過剰な蓄積に起

因すること(図 5)が示された。しかしながら、この点について病態との関連にまで言及して

いる先行研究はほとんどみられない。そこで、Sandhoff病モデルマウス[Sango K. et al. 

1995, Sango K. et al. 1996]を解析試料として用い、本マウスにおける神経系の表現型(こ

こでは、これをリソソーム病としての症状とみなす)とオートファジー異常の各発現時期の

比較も併せて行うこととした。Sandhoff 病モデルマウスの種々の表現型およびその発現時

期は図 6に示す通りであり、これをもとに、0-8週齢を疾患初期(発症前)、9-12週齢を疾患

中期、13-16週齢(本マウスはおおよそ 15-17週齢で死に至る)を疾患後期と設定した。神経

細胞死が認められ始めるのは 10週齢頃からであり、この時期から各表現型の発現がみられ

ることから、それぞれの異常の多くは神経細胞死に起因すると考えられる。 

 

 

 

 

 

野生型(以下、WT)および Sandhoff病モデルマウスそれぞれの全脳抽出液を用いて Western 

blot解析を行ったところ、培養細胞系での解析と同様に、LC3Ⅱの有意な増加が観察された

(図 7A, B)。また、免疫蛍光観察の結果から、LC3 と LAMP2との共染色箇所の減少が認めら

れたことから(図 7C)、こちらも培養細胞系での解析同様、リソソーム-オートファゴソーム

図 5 リソソーム酵素の欠損によ

ってオートファジーの異常が引

き起こされた。 
先に作製したリソソーム病モデル細胞

を用いて、オートファジーの状態につ

いて Western blot法によって解析を行

った。右グラフは、LC3Ⅱの相対バンド

強度を定量化した。エラーバーは標準

誤差を示す。*：p<0.05 (n=3, Tukey’s 

test.) 

図 6 Sandhoff 病モデルマウスの表現型とその発現時期(週齢) 
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融合の低下が示唆される。ここでは症状の発現前後でオートファジーの異常について比較

を行うために 8週齢および 16週齢のサンプルを用いたが、興味深いことに、表現型の発現

以前である 8週齢で既にオートファジーに異常が認められた(図 7A)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 Sandhoff 病モデルマウス脳においてオートファジーの異常が観察された。 

8 週齢(A)または 16 週齢(B)の野生型(図中では WT と示す)および Sandhoff 病モデルマウス(図中では

SD と示す)の全脳抽出液を用いて Western blot 解析を行った。右グラフは LC3Ⅱの相対バンド強度を

定量化した。(C) 16 週齢の野生型および Sandhoff 病モデルマウスの脳切片(大脳皮質)を用いて組織免

疫蛍光観察を行った。スケールバーは記載の縮尺を示す。右図は LAMP1 と LC3 のシグナルの共染色箇所

の割合を定量化した。エラーバーは標準誤差を示す。**：p<0.01 (n=3, vs. WT, Student’s t-test.) 
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オートファジーの異常によって細胞・組織の機能不調が起こることは広く知られている

[Komatsu M. et al. 2006, Hara T. et al. 2006, Nakai A. et al. 2007, Komatsu M. et 

al. 2010, Mortensen M. et al. 2010, Taneike M. et al. 2010, Toshima T. et al. 2014, 

Takagi A. et al. 2016]。実際に、iPS細胞から分化させた神経細胞に対し、化合物の処理

によってオートファジーの異常を惹起させたとき、細胞生存率の有意な低下が観察された

(図 8)。このとき、Tay-Sachs病患者由来細胞から樹立した iPS細胞を用いて分化させた神

経細胞では、オートファジーの異常を惹起させた場合の影響はより顕著であった(図 8)。同

様の結果は、Gaucher 病を対象とした研究でも報告されている[Awad O. et al. 2015]。ま

た、Sandhoff病モデルマウスにおいては、脳サンプルを用いた免疫蛍光観察から、LC3のシ

グナルの増大がみられる、すなわちオートファゴソームが蓄積している細胞種は主に神経

細胞であり(図 9A)、そのような細胞では Cleaved Caspase3 のシグナルも同時に観察された

(図 9B)。以上の結果より、オートファジーの異常がリソソーム病の症状発症・増悪に寄与

している可能性が示されたと考える。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 オートファジーの異常によって神経細胞の生存率が有意に低下した。 

健常者由来 iPS 細胞株(201B7)および Tay-Sachs 病患者由来 iPS 細胞を第 2 章に示す方法で大脳皮質神

経細胞へと分化させた。各神経細胞に対してラパマイシン(図中では Rapa と示す)およびクロロキン(図

中では CQ と示す)をそれぞれ 10µM、15µM で処理し、WST8 試薬を用いて神経細胞の生存率について解析

した。図中のエラーバーは標準誤差を示す。*：p<0.05、***：p<0.005 (n=3, vs. (-), Student’s t-

test.) 
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3-4 Sandhoff 病モデルマウスにおける SNARE タンパク質の発現量の変動に関

する検討 

ここまでの解析から、リソソーム病細胞ではリソソームとオートファゴソームの融合が

低下しており、そのオートファジー系の異常は Sandhoff病モデルマウスにおける症状の発

症に先行して引き起こされることが示された。リソソーム-オートファゴソーム融合が低下

することでオートファジーによる分解の完遂が妨げられ、代謝サイクルの停滞や細胞内品

質管理機構としての働きが阻害されることが考えられる。パーキンソン病においては、オー

トファジーでの不良ミトコンドリアの分解(マイトファジー)の障害が病態と関係すること

が示唆されており[Narendra D. et al. 2008, Matsuda N. et al. 2010]、これはリソソー

ム病においてもオートファジーの異常が症状発症・増悪に関連する可能性を支持している。

ここで次なる疑問としては、リソソームとオートファゴソームとの融合が障害される機序

は何か、ということである。 

小胞輸送系における膜融合のステップには、SNAREタンパク質と呼ばれる膜融合関連因子

の会合が必要である[Ungar D and Hughson FM. 2003]。輸送小胞とそのターゲットの両方

の膜上に局在し、両者の接近に伴って複合体を形成する。複合体形成によって両膜同士が極

めて接近し、膜融合が誘起される。リソソーム-オートファゴソーム融合については、既に

VAMP8、Syntaxin7、Syntaxin17、YKT6、SNAP29 という 5 種類の SNARE タンパク質が関与す

ることが報告されている(図 2)[Itakura E. et al. 2012, Matsui T. et al. 2018]。これ

らが形成する二対の複合体の欠失はリソソームとオートファゴソームの融合をほぼ完全に

図 9 Sandhoff病モデルマウスにおいてオートファゴソームの蓄積は主に神経細胞で引

き起こされ、神経細胞死と関連する可能性がある。 
16週齢の野生型および Sandhoff病モデルマウスの脳切片(大脳皮質)を用いた組織免疫蛍光観察を行っ

た。LC3 と NeuN(A)、LC3 と Cleaved Caspase3(B)について解析し、オートファジーの異常が引き起こさ

れている細胞種の特定と、神経細胞死との関連について検討した。スケールバーはそれぞれ記載の縮尺

を示す。 
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阻害することから、SNAREタンパク質の複合体形成はオートファジーにとって必須と言える。 

そこで、3-3 でオートファジーの異常が認められた Sandhoff 病モデルマウスの全脳サン

プルを用いて、各 SNAREタンパク質の発現量について解析を行った。3-3と同様に 8週齢と

16 週齢のサンプルを用い、各ポイントで検討した。結果は、期待には反して、いずれの週

齢、いずれの SNARE タンパク質に関しても有意な変化は認められなかった(図 10)。したが

って、いずれかの SNAREタンパク質の発現低下によってリソソーム-オートファゴソーム融

合が障害されるという可能性は否定された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3-5 リソソームにおける SNARE タンパク質の局在量の変動に関する検討 

3-4より、リソソーム-オートファゴソーム融合が低下するメカニズムとして、SNAREタン

パク質の発現量の低下という可能性は否定された。しかしながら、SNAREタンパク質の機能

を規定しているのはその発現量だけではないだろう。SNAREタンパク質は基本的に膜タンパ

ク質であり(上述の 5 種類の SNARE タンパク質のうち、SNAP29 を除いた 4 種は膜タンパク

図 10 Sandhoff 病モデルマウスにおいて、各 SNARE タンパク質の発現量に変化はなか

った。 
8 週齢または 16 週齢の野生型および Sandhoff 病モデルマウス全脳抽出液を用いた Western blot 解析

によって、オートファジーに関与する各 SNARE タンパク質の発現量の変化について検討した。右グラフ

は各 SNARE タンパク質の相対バンド強度を定量化した。エラーバーは標準誤差を示す。(n=3, vs. WT, 

Student’s t-test.) 
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質)、小胞輸送に伴って複数のコンパートメント間を往来している。円滑に小胞輸送が進行

していくためには、必要時に必要量の SNARE タンパク質が必要な場所の存在しておけなけ

ればならず、したがって、その局在もまた重要な因子であると言える。リソソーム病はリソ

ソームの機能低下に起因する疾患であるため、ここではリソソームにおける SNARE タンパ

ク質の局在量について検討を行った。 

そこでまず、全脳サンプルからリソソームを抽出する方法を考案した。解析を行う

Sandhoff 病は糖“脂質”(ガングリオシド)の蓄積症であることから、従来用いられるよう

な超遠心法を利用した方法では、コントロールとリソソーム病サンプル間でリソソームの

比重が異なる可能性を危惧し、今回は避けることとした。ここでは、第 2章で示すように、

免疫沈降法を利用した。簡単にまとめると、サンプルをホモジェナイザーで破砕した後、遠

心操作によってデブリや細胞ゾルタンパク質、ミクロソーム等を除き、残った画分に対して

抗 LAMP1 抗体を用いた免疫沈降法によってリソソームの単離を試みた。サンプルをホモジ

ェナイズした後に直接免疫沈降を行わないのは、LAMP1は主要なリソソーム性膜タンパク質

であるが、実は(割合として多量ではないが、)比較的広範なコンパートメントに分局してい

るためである。獲得したリソソーム画分はリソソーム性タンパク質が高度に濃縮されてい

た(図 11)。 

 

 

 

 

3-3、-4で解析を行ったものと同じマウスの全脳サンプルから上記のようにリソソーム画

分を獲得し、リソソーム局在性の SNAREタンパク質について検討した。オートファジーに関

わる 5 種類の SNARE タンパク質のうち、リソソームに局在して機能するのは VAMP8 と

Syntaxin7 である(図 2)。8 週齢および 16 週齢の各マウスのリソソーム画分について、3-4

同様 Western blot解析を行ったところ、Sandhoff病モデルマウスのサンプルにおいて有意

図 11 免疫沈降法を利用

してリソソーム画分の獲得

を行った。 
第 2 章に示す通り、遠心操作と

免疫沈降法を利用した方法によ

り、リソソーム画分を獲得した。

リソソーム画分ではリソソーム

性タンパク質の高度な濃縮が確

認される。 
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な減少が観察された(図 12)。これは、リソソーム局在性の SNARE タンパク質の減少を示唆

している。また、興味深いことに、特に VAMP8に関しては 8週齢のサンプルにおいても有意

な低下が認められ(図 12)、オートファジーの異常と同様に、SNAREタンパク質の局在変化は

本モデルマウスの症状の発現に先行していた。この結果は、リソソームとオートファゴソー

ムの融合障害の原因のひとつとして SNARE タンパク質のリソソーム局在性の低下が関係し

ており、さらにそれが本疾患の病態に寄与する可能性を支持している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

このとき、8週齢および 16週齢のコントロールと Sandhoff病モデルマウス間で LAMP1の

発現量に大きな変化は認められなかった(図 13)。LAMP1 の発現量がリソソームの個数を表

すひとつの指標であると考えるならば、野生型と Sandhoff病モデルマウスの間でリソソー

ムの数に顕著な変化はないことになる。Sandhoff 病モデルマウスにおいてリソソームの個

数が(図 11 の結果を参照すると 3～4 倍に)増加しているようであれば、単に SNARE タンパ

ク質が分布する受け皿の数が増えているだけで、それがリソソーム局在性 SNARE タンパク

質の見かけ上の減少の原因であると言えるが、本検討により、その可能性は否定されたと考

える。 

 

 

 

図 12 Sandhoff 病モデルマウスにおいて、リソソーム局在性 SNARE タンパク質の減少

が観察された。 
図 7 および図 10 に示す野生型および Sandhoff 病モデルの全脳サンプルから、上述の方法でリソソー

ム画分を獲得した。各リソソーム画分について、リソソーム局在性 VAMP8 および Syntaxin7 を Western 

blot 法によって解析した。右グラフは各 SNARE タンパク質の相対バンド強度を定量化した。それぞれ

のバンド強度は LAMP1 のそれによって補正した。エラーバーは標準誤差を示す。*：p<0.05、***：p<0.005 

(n=3-6, vs. WT, Student’s t-test.) 
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3-6 エンドサイトーシスの低下に伴うリソソーム局在性 SNARE タンパク質の

変動に関する検討 

ここまでの解析から、リソソーム-オートファゴソーム融合の低下の原因のひとつとして

リソソーム局在性 SNAREタンパク質の減少が示唆された。ここではさらに、SNAREタンパク

質のリソソーム局在性低下のメカニズムについて検討を行う。SNAREタンパク質の細胞内局

在化機構については、結合タンパク質の会合[Südhof TC. et al. 2009]、生体膜の厚みや

膜脂質との静電的な相互作用[Stein A. et al. 2009, Milovanovic D. et al. 2015]、

SNAREタンパク質のコレステロール結合モチーフ[Enrich C. et al. 2015]など、様々な制

御を受けていることが知られている。また、SNAREタンパク質の多くは膜タンパク質である

ことから、小胞輸送の頻度・程度もその局在に影響する可能性が示されている。実際に、ク

ラスリン依存性エンドサイトーシスの関連タンパク質である CALM の遺伝子変異は複数の

SNAREタンパク質の局在パターンを変化させ、オートファジーを障害することが報告されて

いる[Moreau K. et al. 2014]。すなわち、エンドサイトーシスの異常によって SNAREタン

パク質の細胞内局在に変化がみられるということである。リソソームに至る主な小胞輸送

経路はエンドサイトーシス経路と小胞体・ゴルジ体からの経路であるため、その異常がリソ

ソーム上の SNAREタンパク質の局在量に影響する可能性は十分考えられる。そこで、本事象

においても同様の異常が関与しないか、検討を行うこととした。 

EGF 受容体はそのリガンドである上皮成長因子(以下、EGF)の結合に伴い、クラスリンの

介在によってエンドサイトーシスによって取り込まれ、リソソームで分解される。ここでは

そのシステムを利用し、リソソーム病細胞のエンドサイトーシスの進行について検討した。

Chlorpromazine(図中では CPと記載)はクラスリン依存性エンドサイトーシスの阻害剤とし

図 13 野生型と Sandhoff 病モデルマウス間でリソソームの顕著な量的な差は認められ

なかった。 
8週齢または 16週齢の野生型および Sandhoff病モデルマウス脳サンプルを用いて LAMP1のタンパク量

を解析した。右グラフは各週齢における LAMP1 の相対バンド強度を定量化した。エラーバーは標準誤差

を示す。(n=3, vs. WT, Student’s t-test.) 
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て用いている。EGF処理後の EGF受容体のタンパク量を Western blot法によって解析した。

コントロールでは時間経過に伴ってバンド強度の減弱が認められ、エンドサイトーシスが

正常に誘起されているのに対して、HEXB K.O.細胞については EGF受容体タンパクの減少が

明らかに阻害されていた(図 14A, B)。EGF 処理 1 時間後の EGF 受容体タンパク量の減少の

程度を比較すると、コントロールに対して HEXB K.O.細胞で有意に少なかった(図 14C)。す

なわち、リソソーム酵素の欠損によってエンドサイトーシスが障害されたことが示唆され

る。さらに、このエンドサイトーシス系の阻害は正常遺伝子の導入によってキャンセルされ

た(図 14C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B C 

A 

図 14 リソソーム酵素の欠損によってエンドサイトーシスの進行が抑制された。 

(A) 第 2 章の通り、記載の各細胞に対して EGF をそれぞれ 0(未処理)、0.5、1.0、2.0 時間処理した。

各サンプルを Western blot 法によって解析し、EGF 受容体の時間経過に伴うタンパク量の減少をエン

ドサイトーシスの進行程度として評価した。(B) EGF 処理 0 時間(未処理)に対する処理 1 時間後の EGF

受容体のタンパク量を定量した。エラーバーは標準誤差を示す。*：p<0.05、***：p<0.005 (n=3-4, vs. 

Untreated, Student’s t-test.) (C) EGF 処理 0 時間(未処理)に対する処理 1 時間後の EGF 受容体の

減少割合を各細胞間で比較解析した。SH-SY5Y HEXB K.O. + HEXB 細胞を+HEXB (Rescue)と、

Chlorpromazine 処理群を CP と記載する。エラーバーは標準誤差を示す。*：p<0.05 (n=3-4, Tukey-

Kramer test.) 
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次に、二種類のエンドサイトーシスの阻害剤を用いて、エンドサイトーシスの異常がオー

トファジーに影響するか検討した。Chlorpromazine はクラスリンの阻害剤、Dynasore®はダ

イナミンの阻害剤として用いた。各阻害剤を添加して 24時間培養した細胞について Western 

blot法によって解析した結果、LC3Ⅱの有意な増加が観察された(図 15A, B)。最後に、エン

ドサイトーシスの阻害によって SNARE タンパク質の細胞内局在に変化がみられるか検討し

た。Chlorpromazine を処理した細胞に対して免疫蛍光観察を行ったところ、VAMP8 および

Syntaxin7と LAMP2との共染色箇所の割合の有意な減少が観察された(図 16)。すなわち、エ

ンドサイトーシスの障害は SNARE タンパク質のリソソーム局在量を減少させ、これがオー

トファジーを障害する可能性が考えられる。 

以上の結果をまとめると、リソソーム酵素の欠損または基質の過剰蓄積はエンドサイト

ーシスを阻害することでリソソーム局在性 SNARE タンパク質を減少させ、これによってリ

ソソーム-オートファゴソーム融合が障害されることが示唆される。さらに、このようなオ

ートファジー系の異常は Sandhoff病モデルマウスにおける表現型の発現に先行して観察さ

れたことから、リソソーム病の症状発症・増悪に寄与している可能性が考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 15 エンドサイトーシスの阻

害によってオートファジーが障

害された。 
SH-SY5Y 細 胞 に 対 し て 20µM 

Chlorpromazine(図中では CP と示す。

ク ラ スリ ン の阻 害剤 とし て 用 い

た。)(A)または 100µM Dynasore(ダイナ

ミン阻害剤として用いた。)(B)、コント

ロールとして同量の DMSO をそれぞれ

培地中に添加して 24 時間処理した。

Western blot 法によって LC3 を解析

し、エンドサイトーシスの阻害による

オートファジーの変動について検討し

た。エラーバーは標準誤差を示す。*：

p<0.05 、 *** ： p<0.005 (n=3, vs. 

control, Student’s t-test.) 
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図 16 エンドサイトーシスの阻害によって SNARE タンパク質のリソソーム局在性が低

下した。 
SH-SY5Y を 8well Lab-Tek chamber slides に 播 種 し 、 2 日 間 培 養 し た 。 培 地 に 対 し て 20µM 

Chlorpromazine、またはコントロールとして同量の DMSO を添加し、さらに 24 時間培養した。その

後、免疫蛍光観察によって各 SNARE タンパク質のリソソーム局在性について解析した。スケールバー

は記載の縮尺を示す。右グラフは共染色箇所の割合を定量した。***：p<0.005 (n=3, vs. control, 

Student’s t-test.) 
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第 4 章 考察 

 

 

本研究では主に、リソソーム病においてリソソーム-オートファゴソーム融合が障害され

るメカニズムについて解析を行い、そのひとつの原因としてエンドサイトーシスの低下に

伴うリソソーム局在性 SNARE タンパク質の減少という結果を見出した(図 17)。SNARE タン

パク質はオートファジーに必須の因子であるため、そのリソソームにおける局在量の減少

はオートファゴソームとの融合に対して抑制的に作用することが考えられる。また、リソソ

ームに至る主な小胞輸送経路のひとつであるエンドサイトーシスの低下によって、リソソ

ームへの SNARE タンパク質の供給が減ることがリソソーム局在性 SNARE タンパク質の減少

につながっていると考察する。 

 

 

 

 

本研究といくつかの先行研究を踏まえて考えると、オートファジーの異常は複数のリソ

ソーム病で共通して起こっていると言える。この共通性が何によるかという点については

さらなる解析が必要である。ひとつの可能性として、そもそも蓄積する基質の種類は関係な

図 17 本研究の概要図 

図中の L(緑色の円)は LC3Ⅱを示す。 
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いのかもしれない。内部に何らかの物質が蓄積することによるリソソームの物理的な変化

がオートファジーに影響を与えている可能性がある。例えば、リソソーム膜の曲率や膜透過

性の変化などが挙げられる。リソソームはオートファジーによってオートファゴソームと

融合するとサイズが何倍にも大きくなるが(実際には、そもそもひとつのオートファゴソー

ムに対して複数のリソソームが融合するとされている)、これは後に複数のリソソームへと

再分配され、一定のサイズに保たれるようになっている。小胞体やゴルジ体などのオルガネ

ラは膜の曲率や構造が種々の因子によって制御され、その特徴的な形状が保持されるよう

になっているが、リソソームにもサイズ等を感知・調節するシステムがあるのだろう。そう

でなければ、ひとつの大きなリソソームとして残されるはずである。実際に、オートファジ

ー完遂後のリソソームの再分配には mTORC1 の活性が必要であることが知られている

[Munson MJ. et al. 2015]。また、リソソーム膜の損傷は Galectinや Endosomal sorting 

complex required for transport(ESCRT)複合体等のタンパク質によって認識され、mTORC1

や AMPKなどのシグナル因子の活性が調節されることも報告されている[Jia J. et al. 2018, 

Skowyra ML. et al. 2018, Jia J. et al. 2019, Jia J. et al. 2020]。基質の蓄積は、

膜の損傷までは引き起こさないかもしれないが、その透過性などを変化させる可能性はあ

る。例えば、H+のリソソームからのリークなどを認識する機構があるかもしれない。一方で、

逆に蓄積基質の共通性に着目することもできる。今回解析を行った疾患はガングリオシド

の蓄積症(Sandhoff 病および Tay-Sachs 病)とオリゴ糖の蓄積症(Galactosialidosis)であ

り、一見その蓄積基質は全く異なる成分に思えるが、例えば、ともにシアル酸が付加されて

いる点では共通している。これにおいては、近年、Siglec などのシアル酸を認識する分子

の存在が知られ、高く注目されているし、単にシアル酸に由来するマイナスチャージが影響

すると考えられるかもしれない。 

いずれにせよ、複数のリソソーム病においてオートファジーの異常が共通する疾患の増

悪因子であるとすれば、これは新規の治療ターゲットとなり得るかもしれない。現在、リソ

ソーム病の治療法として最も研究が進んでおり、また実際に臨床応用されているものに酵

素補充療法という治療法がある。これは欠損する酵素を、酵素製剤として体外から投与し補

完するというものであるが、緒論にて触れた通り、問題点もある。それら上述の問題点に加

え、本疾患がいずれも希少疾患であることも相まって、治療薬の開発は困難を極めている。

酵素補充療法では疾患ごとに治療に用いる酵素タンパクを変える必要であるためである。

そこで、もしオートファジーがリソソーム病における新規の治療ターゲットとなり得れば、

複数の疾患に対して適応することができる可能性があり、非常に有意義である。また、例え

ば抗てんかん薬のカルバマゼピンはオートファジーを活性化する可能性が報告されている。

実際に、肝細胞の小胞体内に変異タンパク質が蓄積することで肝障害を引き起こすα１アン

チトリプシン欠損症のモデル動物に対して、カルバマゼピンが有効であったとする報告も

ある[Hidvegi T. et al. 2010]。このように、低分子化合物の中にはオートファジーに影

響を与え、かつ中枢神経系まで到達可能なものがいくつかある(引用した報告は主に肝障害
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に対する効果を検討したものであるが、カルバマゼピンが抗てんかん薬であることを考慮

すると、中枢神経系においても同様の効果が期待できるであろう)。したがって、今回見出

したようなオートファジーの異常を低分子化合物によって是正することができれば、生産

コストや免疫学上問題、中枢神経症状に対する効果など、現状の問題点を改善する足掛かり

となるかもしれない。また、酵素補充療法において酵素製剤は、主に細胞膜上のマンノース

-6-リン酸受容体を介してエンドサイトーシス経路によって取り込まれ、リソソームまで送

達される。そのため、このエンドサイトーシスの低下は、酵素補充療法の治療効果にも影響

しているかもしれない。本研究ではリソソーム病でエンドサイトーシスの低下をきたすメ

カニズムについては解明できなかったため、さらなる解析が急がれる。 

リソソーム病における基質の蓄積は、基本的にはリソソームの内腔側で起こるイベント

であり、それがその外部にどのように影響するか、考察は難しい。可能性として、リソソー

ム内での分解が滞っていることをセンサーする未知のシステムがあるのかもしれない。そ

れは、リソソーム膜の曲率なのか、膜の透過性なのか、またはアミノ酸や脂質・糖質の組成

等をモニターしているのかわからないが、リソソームでの分解が停滞している場合にリソ

ソームへの物質の輸送を一時的に抑制するということはある意味理にかなっていると言え

る。例えば、リソソームが関与する重要なシグナル分子である mTORC1は細胞内のエネルギ

ー状態によって活性が調節されており[Kim J. and Guan KL. 2019]、mTORC1 の活性化状態

ではタンパク合成と細胞増殖が、不活性化状態ではオートファジーによる物質の分解が促

進されることが知られている。これはすなわち、細胞内のエネルギーが良好な状況ではタン

パク質合成を、不良の状況ではオートファジーによってタンパク質合成に必要なアミノ酸

の供給を行っているということである。このようなシステムを踏まえて考えると、リソソー

ムでの分解の程度をモニターし、エンドサイトーシスを調節する機構があるのかもしれな

い。しかしながらエンドサイトーシスは、オートファジーとは異なり、受容体へのリガンド

の結合がトリガーとなって誘起される場合が多いため、果たして調節が可能であるかにつ

いては疑問もある。考え得る可能性としては、リサイクリング経路に回す割合を変動させる

ことである。このようなメカニズムが存在する場合、何らかのシグナル伝達等によって活性

の調節が行われていると考えられる。しかし、私たちは mTOR の阻害剤である Torin1 を処

理した細胞においてもエンドサイトーシスの解析を行ったが、コントロールと全く変化は

なかった。 

SNARE タンパク質の細胞内局在変化に関する解析結果でやはり気がかりなのは、

Syntaxin7に関しては 8週齢のサンプルで変化がみられなかった点である。SNAREタンパク

質は輸送小胞に搭載される V(Vesicle)-SNAREと、そのターゲット膜に局在する T(Target)-

SNAREの二種類に大別される。このうち、小胞輸送の程度に影響を受けやすいのは V-SNARE

であると予想される。Syntaxin ファミリーは、VAMP ファミリーと比べ、T-SNARE として働

く割合が多いのかもしれない。T-SNAREとして機能する場合は、ひとつのコンパートメント

に長期間留まることになる。実際、Synaxin6 はゴルジ体のマーカーとしても用いられる。
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SH-SY5Yの HEXB K.O.細胞と比べ、Sandhoff病のモデルマウス脳内ではより顕著に GM2ガン

グリオシドが蓄積しているため、基質蓄積が何らかの機序でエンドサイトーシスを障害し

ているとすれば、Sandhoff 病モデルマウス脳内でもエンドサイトーシスの低下が起こって

いると考えられる。8 週齢と 16週齢では、やはり 16週齢のほうが蓄積程度はより甚だしい

ことから、エンドサイトーシスの障害の程度も 16週齢でより顕著になるのであろうか。ま

た、慢性的にエンドサイトーシスが低下し続けることが SNARE タンパク質の局在に影響し

ていることも考えられる。しかしながら、培養細胞系での解析においては、長時間のエンド

サイトーシス阻害剤の添加は細胞生存率にも影響してしまうことから、この点について詳

細に検討を行うことは難しかった。もしくは、エンドサイトーシスの低下以外にもリソソー

ム病細胞でリソソーム局在性 SNARE タンパク質を減少させているメカニズムがあるのかも

しれない。 

本研究においては、リソソーム画分のタンパク濃度は LAMP1 または LAMP2 によって補正

している。これは単位個数のリソソーム中に含まれるリソソーム性タンパク質のタンパク

量は、(欠損タンパクを除いて)コントロール-リソソーム病細胞間で顕著な差はないという

仮定に基づいている。この点についておおよそ問題はなく、例えばリソソーム画分における

リソソーム酵素の活性や LAMP1、LAMP2等のタンパク質の存在量に大きな変化はみられなか

った。また、マウス脳サンプルを用いた解析においては、WT-Sandhoff病モデル間で LAMP1

の発現量に有意な差は認められなかった。これは実は重要で、今回、SNAREタンパク質のリ

ソソームにおける局在量は LAMP1 または LAMP2 によって補正した値で比較・検討を行って

いるため、その解析上の分母となる LAMP1・LAMP2の発現量とリソソーム中の存在量に変化

がないことは、解析の正当性を担保する条件であると言える。また、本研究では抗 LAMP1抗

体を用いた免疫沈降法によってリソソームの分離を行っているため、LAMP1が発現していな

いまたは存在量の少ない小胞は獲得できないことになるが、ここではそれはリソソームと

みなさない。リソソームの定義に立ち返ると、リソソームとは細胞内外成分の異化の場であ

り、その機能は種々のリソソーム酵素によって規定されているため、理想は酵素活性による

分離であると考える。酵素活性や酸性 pHを認識する色素プローブ等を用いてフローサイト

メトリーにより単離する方法は、小胞のサイズが小さいためか、うまくいかなかった。また、

結果の項でも記載した通り、従来よく用いられる超遠心法による分離法については、糖“脂

質”の蓄積症を対象としているため、今回は採用しなかった。実際、超遠心法による分離を

行った場合、各フラクションにおけるリソソーム性タンパク質や種々の糖脂質のプロファ

イルには変化がみられた。本解析は、主要なリソソーム性タンパク質である LAMP1 または

LAMP2が高発現している小胞は、同じくリソソーム性タンパク質であるリソソーム酵素も高

度に濃縮されているはずである、という仮説のもとで行っている。 

もう一点、LAMP1 に関しては Sandhoff 病モデルにおいて高分子側にわずかにシフトして

いるように見える。これはヒト培養細胞系でもマウスサンプルを用いた解析でも毎回観察

される現象である。LAMP1は高度に糖鎖修飾を受けるタンパク質であり、Sandhoff病が糖鎖
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加水分解酵素の欠損症であることを鑑みると、このバンドシフトはおそらく糖鎖修飾のさ

れ方に違いがあることを意味しているのではないかと考える。しかしながら、LAMP1はリソ

ソームの膜タンパクとして最も発現量の多いものであるにも関わらず、実はその機能につ

いては研究が進んでいない。例えば、LAMP2はシャペロン介在性オートファジーにおいてリ

ソソーム上の受容体のように機能することが良く知られており[Bandyopadhyay U. et al. 

2008]、また、Danon病と呼ばれる欠損症も存在する。したがって、LAMP1の糖鎖構造の違い

がどのような影響を与え得るかについては考察が難しい。 

本研究では、あくまでリソソームにのみ着目して SNAREタンパク質の解析を行ったが、本

来であれば、オートファゴソームに対しても検討できれば良かった。この点については、そ

の単離法が足かせとなった。オートファジーの解析に頻用される LC3 は隔離膜とオートフ

ァゴソームの両方の膜上に存在する(厳密には、オートファゴソームの細胞質側に結合して

いる LC3は ATG4による切断を受ける[Kauffman KJ. et al. 2018, Agrotis A. et al. 

2019]。)。一方で、Syntaxin17 は隔離膜からオートファゴソームに変換された後に膜に挿

入されることが知られており、オートファゴソーム画分を用いて SNARE タンパク質につい

て解析するには隔離膜との分離が必要となる。Syntaxin17 のドミナントネガティブ変異体

を発現させて成熟したオートファゴソームを獲得する方法が報告されている[Uematsu M. 

et al. 2017]が、これでは本研究の目的が果たせない。また、もちろん Syntaxin17に対す

る抗体を用いた免疫沈降法による分離も、同じく、今回は不適である。 

リソソーム病は、それ自体は希少疾患であるが、アルツハイマー病やパーキンソン病など

の他の疾患との関連が複数報告されている点は興味深い。例えば、Sandhoff 病モデルマウ

ス脳内ではアミロイドβやリン酸化 tau、α-シヌクレイン等の増加が報告されている

[Keilani S. et al. 2012]。本マウスではもちろん、アルツハイマー病モデルマウスやパ

ーキンソン病モデルマウスのように、それら各タンパク質の発現が過剰になったり、より凝

集しやすくなったりするような変異は加えられていない。それにも関わらず、Sandhoff 病

モデルマウスでは十数週という非常に早期の時点でこれらタンパク質の増加が認められる。

この変化は、オートファジー系の障害によって説明できる可能性がある。また、大規模な疫

学的研究の結果から、ゴーシェ病の原因遺伝子である GBA 遺伝子の変異がパーキンソン病

の危険因子であることが報告されている[Sidransky E. et al. 2009]。このような事例は

その他多く報告されており[Yamazaki T. et al. 2001, Suzuki M. et al. 2015, Lee JS. 

et al. 2019, Oji Y. et al. 2020]、リソソーム病やアルツハイマー病、パーキンソン病

等の一見大きく異なるようにみえる疾患も、リソソームという点でクロストークがみられ

る可能性を示していると考える。これまで多くの研究はタンパク質の機能やその合成系に

偏重していたと言えるかもしれないが、リソソームをはじめとする分解系もまた、疾患の発

症・増悪に大きく寄与しているかもしれない。例えば、同じくタンパク質分解系であるユビ

キチン・プロテアソーム系の阻害剤であるボルテゾミブは、がん領域において現在広く治療

に用いられているし、同じくがん治療においては、従来の抗がん剤とリソソーム阻害剤であ
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るヒドロキシクロロキンとの併用療法が米国において臨床試験を実施中である[Onorati AV. 

et al. 2018]。また、神経変性疾患では、何らかの物質の蓄積または凝集が症状発症・増悪

の原因となっていると考えられているものが多い。この点について、リソソームの機能が病

態と関連しているのかもしれない。リソソーム病の多くで末梢臓器と比べて中枢神経系で

症状が強くみられるのも、そのようなことが関係している可能性もある。逆に、末梢症状と

オートファジーの異常がどの程度関連するかについても興味深いが、今回解析に用いた

Sandhoff 病は主に神経細胞に基質の蓄積をきたす疾患であるため、末梢症状の解析が難し

かった。繊維芽細胞を用いた解析でもオートファジーの異常は観察されていることから、神

経系細胞以外でも、基質蓄積が過剰に起こればオートファジーが障害され得ると考えられ

る。一方で、オートファジーの異常が与える影響の大きさは臓器・組織ごとに異なる可能性

があり、一概にオートファジーの異常が起こっているからといって、それが症状と関連して

いるというように安易に関連付けるのは注意が必要かもしれない。 

本研究ではリソソーム病におけるオートファジーの異常とそのメカニズムの解明、さら

には病態との関連について解析を行った。しかしながら、上述のように、リソソーム病はそ

の他複数の疾患との関連が報告されているし、さらにはリソソーム機能自体が多くの生理

現象と密接に関連することが近年の研究から知られるようになってきた。したがって本研

究によって得られた知見は、リソソーム病のみならず、様々な分野への応用が期待できるも

のと考える。最近では、ハンチントン病において LC3と凝集タンパク質の両方に結合するコ

ンストラクトを用いて、オートファジーによって選択的に凝集タンパク質を除去する治療

法が報告されている[Bauer PO. et al. 2010, Li Z. et al. 2019]。また、いわゆる

Proteolysis-targeting Chimera(PROTAC)[Li X. and Song Y. 2020, Zeng S. et al. 2021, 

Békés M. et al. 2022] や Specific and Nongenetic IAP-dependent Protein 

Eraser(SNIPER)[ Fan X and Wang YT. 2015, Banik SM. et al. 2020]などを用いた方法と

類似の特異的タンパク質分解法として、オートファジーを利用した Autophagy-targeting 

chimera(AUTAC)といった手法も考案された[Takahashi D. et al. 2019, Takahashi D. and 

Arimoto H. 2020, Pei J. et al. 2021, Kocak M. et al. 2022]。このように、リソソー

ムやポストリソソームの生物学に関しては、近年、基礎・臨床の両面で益々高い注目を集め

るようになっている。我々、生物のリソソームの質・機能(Quality of Lysosome)は、生活

の質(Quality of Life ; QOL)と密接に関連することが明らかとなってきているが、本研究

によって得られた知見もまた、その全容解明のための一助となれば幸いである。 
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