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研究成果の概要（和文）：TFEBはリソソーム生合成のマスター遺伝子である。リソソームへの生体内基質の蓄積
などのストレスにより、TFEBは細胞質から核に移行して活性化する。本研究では、リソソーム病の脳において、
TFEBの役割と神経細胞死に対する関係性を解析することを目的とした。中枢神経症状を呈するリソソーム病モデ
ルマウスの脳において、TFEBは活性化して核移行していることが明らかになった。また、Sandhoff病モデルマウ
スにおいて脳特異的にTFEBをKOすると、神経細胞のアポトーシスが増大した。TFEBはリソソーム病の神経細胞に
おいて、オートファジー異常を回避し、神経保護的に働いていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Transcription factor EB (TFEB) is a master regulator of lysosomal biogenesis
 and autophagy. Under lysosomal stress conditions, TFEB translocates from the cytoplasm to the 
nucleus, resulting in the activation of its target genes. However, the distribution of endogenous 
TFEB in lysosomal storage disorders is uncharacterized. Here we show that endogenous TFEB in LSD 
model mice with neurological symptoms (such as multiple sulfatase deficiency, Sandhoff disease and 
mucopolysaccharidosis IIIA is induced and activated by neuro-inflammation . In addition, the 
response of TFEB in LPS induced neuro-inflammation model is the same as LSD model. Thus, 
neuro-inflammation in the brain causes up-regulation and activation of endogenous TFEB. Furthermore,
 neuronal apoptosis and glial activation were observed in DKO (Hexb and Tfeb KO) brains. In 
conclusion, Tfeb is important in neuronal survival with lysosomal disease via regulation of 
lysosomal biogenesis and autophagy.

研究分野：病態生化学

キーワード： リソソーム　オートファジー　リソソーム病　ガングリオシド
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研究成果の学術的意義や社会的意義
リソソーム病は、リソソームに存在する加水分解酵素の遺伝的欠損により発症する。生体内基質のリソソームへ
の過剰な蓄積により様々な症状を呈する先天性代謝異常症であり、わが国において難病指定されている。本研究
成果は、治療法が存在しない中枢神経症状を呈するリソソーム病において、リソソーム生合成を司る転写因子
TFEBが、オートファジー異常を改善することで神経保護的に働いていることを明らかにした。これらの成果によ
り、新たな治療法が期待される。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 

リソソーム病は、リソソームに存在する糖質加水分解酵素の欠損により、その酵素が認識する生体内
基質が過剰に蓄積して、全身性に臓器障害を伴う先天性代謝異常症であり、我が国において特定疾
患（難病）指定されている。申請者は、これまで糖脂質である GM2 ガングリオシドがリソソームに蓄積し
て中枢神経症状を惹起する GM2 ガングリオシドーシスモデルマウスを用いて病態解析を行い、グリア
活性化などを明らかにしてきた。しかしながら、神経細胞死については未だ不明な点が多く、中枢神経
症状を呈する疾患に対しては治療法がないのが現状である。そこで、申請者は基盤研究（C）（課題
名：中枢神経症状を伴うリソソーム病における神経変性メカニズムの解明）において、リソソームの生合
成及びオートファジーに関与する転写因子である Transcription factor EB（TFEB）がリソソーム病モデ
ルマウスの脳内で発現上昇・活性化していることを世界で初めて発見した。また、リソソーム病患者由
来細胞においてオートファジーが亢進しており、さらにオートファゴソームとリソソームが融合したオート
リソソームの形成が健常者由来細胞と比較して少なくなっていることを発見した。 

このことから、リソソーム病における神経細胞では、生体内基質の蓄積によりリソソームにストレスがかか
り、（1）リソソーム蓄積によるストレスが起こることでシグナルが伝わり、（2）TFEB が活性化してオートフ
ァジーが亢進し、（3）特異な膜封入体であるMembranous cytoplasmic body（MCB）などの異常リソソー
ムの形成によりオートリソソームの形成が抑制され、（4）結果として細胞死等が起こり、症状が現れると
いった病態発現メカニズムが考えられる。しかしながら、TFEB がどのように神経細胞死に関わっている
か、オートリソソーム形成の抑制が神経機能に対してどう影響を与えるか等の疑問が残っており、これ
らが今後の研究の課題となる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、リソソーム蓄積が TFEB の発現上昇及び活性化を引き起こすことで、オートファジーの
亢進とオートリソソーム形成異常に繋がり、その結果として神経細胞死を起こしていると考え、上記のリ
ソソーム病における病態発現メカニズムを証明することを目的とし、これまで不明であったリソソームの
生化学的解析と神経細胞死に繋がる病態発現シグナルの関係を明らかにすることで、神経細胞死を
伴う疾患における病態形成の理解を深めると共にリソソームへの蓄積が原因となる『リソソームストレス』
というオルガネラ異常の新たな概念の提案に繋がると考え、下記の研究を行った。 

（１）リソソーム病における TFEBの生理的役割の解明（脳特異的 TFEB KO-リソソーム病モデルマウス
の作製） 
（２）リソソーム病患者由来細胞におけるオートリソソームの解析 

（３）オートリソソーム形成に関わる分子の発現解析及びリソソームストレスに関わる分子の解析 

 

３．研究の方法 

（1） リソソーム病における TFEBの生理的役割の解明（脳特異的 TFEB KO-リソソーム病モデルマウス
の作製 

 脳特異的 TFEB ノックアウトマウス（Nestin-Cre×Tfebflox/flox）と中枢神経症状を呈するリソソーム病
（GM2 ガングリオシドース及び多種スルファターゼ欠損症）モデルマウスを交配し、コンディショナルダ
ブルノックアウトマウスを作製した後、寿命や運動機能等を解析することでリソソーム病における TFEB

の生理的役割を検討した。 

（２）リソソーム病患者由来細胞におけるオートリソソームの解析 

リソソーム病患者由来細胞において、オートファゴソーム及びリソソームマーカーを用いた 2 重染色
を行い、実際に症状が現れる細胞においてオートリソソーム形成異常が起こっているかを確認する。 

（３） オートリソソーム形成に関わる分子の発現解析及びリソソームストレスに関わる分子の解析 

オートリソソーム形成にはオートファゴソーム表面に存在する Syntaxin 17及びリソソーム表面に存在
する VAMP8 の相互作用が重要とされている。そこで、リソソーム病患者由来細胞及び健常者由来細
胞から抽出液を作製し、各抗体を用いたウェスタンブロッティングにより発現比較を行う。さらに超遠心
を用いた細胞小器官の分画を行い、リソソーム画分を回収し、同様の実験を行った。 

 

４．研究成果 

（1） リソソーム病における TFEBの生理的役割の解明（脳特異的 TFEB KO-リソソーム病モデルマウス
の作製 

 これまでの研究において、中枢神経症状を呈するリソソーム病の脳において、TFEB は神経細胞で
活性化していることを明らかにしている。そこで本研究では、リソソーム病における TFEBの役割を調べ
るために、リソソーム酵素と TFEBのダブルノックアウトマウスを作製した。TFEBの Full ノックアウトは胎
生致死となるため、TFEB の Flox マウスと Nestin-Cre マウスを用いた。これまのマウスと Sandhoff 病
（Hexb-/-：SD）を交配し、脳特異的に TFEB をノックアウトした Sandhoff病モデルマウス（Hexb-/-, Tfeb 

flox/flox, Nestin-Cre+: DKO）を作製し、脳の抽出液におけるWB及び切片での解析を行った。コント
ロールとして、野生型マウス（WT）及び TFEB単独 KOマウス（Tfeb flox/flox, Nestin-Cre+: TKO）を用
いた。その結果、図 1 に示すように DKO の脳では、SD で起こっているアポトーシスが増大していた。
アポトーシスマーカーである Cleaved caspase3はWT 及び TKOでは観察されないが、SDにおいてど
の脳領域でも増大していた。DKO では、大脳及び小脳において SD よりも強いバンドが観察され、特
に小脳のプルキンエ細胞で強い免疫反応性が得られた。次にどの細胞型でアポトーシスが亢進して
いるか調べるために、各細胞型マーカーと Cleaved caspase3 との 2 重染色を行った。その結果、図 2



に示すように、DKOにおける殆どの Cleaved caspase3陽性細胞はNeuN陽性の神経細胞と一致した。
これらの結果より、SD マウスにおいて TFEB を KO すると、神経細胞のアポトーシスが増大することが
明らかとなった。 

  

さらに、オートファジーに関して DKO マウスでどのようになっているか調べるために、オートファゴソ
ームマーカーである LC3 及びオートファジー異常を調べるマーカーである p62 を用いて、WB 及び免
疫染色を行った。その結果、図 3に示すように、SDで増大していた LC3IIは、DKOにおいてさらに増
大していた。また、p62の蓄積は SD及びDKOで観察され、オートファゴソーム蓄積が起こっていること
が明らかになった。さらに、リソソームマーカーである LAMP1について解析を行った結果、図 4に示す
ように、SD で増大していた LAMP1 が DKO では減少した。また、DKOで観察される LAMP1 はミクロ
グリアであり（data not shown）、TFEB がノックアウトされた神経細胞やアストロサイトでは、顕著に
LAMP1が減少していた。 

 以上の結果より、リソソーム病における TFEB は、神経細胞において新たにリソソームを合成し、リソソ
ーム蓄積により異常となったオートファゴソームの蓄積を解消する役割を持っており、神経保護的に働
くことが明らかになった。 

 

（２）リソソーム病患者由来細胞におけるオートリソソームの解析 

リソソーム病において、オートファジー異常が起こっているかを調べるために、リソソーム病患者
（Tay-Sachs 病、ガラクトシアリドーシス、ムコ多糖症Ⅰ型）及び健常者由来線維芽細胞において、リソソ
ーム（Lysotracker）及びオートファゴソーム（LC3）で 2重染色を行った。その結果、図 5に示すように、リ
ソソーム（赤）とオートファゴソーム（緑）が融合したオートリソソームを示す黄色のシグナルが健常者と
比較してリソソーム病で減少していた。図 6はオートリソソーム形成率を示しており、健常者が約 65%に
対してリソソーム病では 20-30%と顕著に減少することが明らかになった。リソソーム病におけるオートリ
ソソーム形成の抑制は、正常な遺伝子の導入により、改善された（data not shown）。 

  

以上の結果より、リソソーム病ではリソソームへの生体内基質蓄積により、オートリソソーム形成が抑
制されることが明らかとなった。 

 

（３） オートリソソーム形成に関わる分子の発現解析及びリソソームストレスに関わる分子の解析 



オートリソソーム形成には、オートファゴソーム表面やリソソーム表面に存在する SNARE タンパク質
の相互作用が重要とされている。そこで、リソソーム病患者由来細胞及び健常者由来細胞から抽出液
を作製し、各抗体を用いたウェスタンブロッティングにより発現比較を行った。その結果、図 7 に示すよ
うに SNARE タンパク質の発現に大きな差がないことが明らかになった。そこで、リソソーム各分につい
て抗 LAMP1 抗体を用いた免疫沈降により獲得し、リソソーム表面に存在する SNARE タンパク質であ
る VAMP8 及び Stx7 の発現を解析した。その結果、図 8 に示すようにリソソーム病のリソソームでは
VAMP8 及び Stx7 が顕著に減少していることが明らかになった。この結果は Sandhoff 病モデルマウス
の脳を用いて行ったも同様であった（data not shown）。 

 

 以上の結果より、リソソーム病においてリソソーム膜上に提示された SNARE タンパクが減少している
ことにより、オートリソソーム形成が抑制されている可能性が示された。 
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