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研究成果の概要（和文）：細胞内オルガネラのうち、分泌経路に位置するオルガネラはその内腔を酸性環境に保
持しており、酸性オルガネラと総称されます。本研究課題では、神経組織におけるゴルジ体酸性環境維持機構の
生理機能に焦点をあて、遺伝子改変マウスを用いた解析を遂行した。その結果、脳神経系ではゴルジ体酸性環境
はSREBP2の活性化を介したコレステロール生合成に寄与していること、そして、その経路の破綻は神経細胞の形
態形成を抑制することを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Organelles located in the secretory pathway are collectively called acidic 
organelles, and their lumen is maintained in an acidic condition. To gain insight into the luminal 
acidic pH of the Golgi apparatus in neuronal cells, we analyzed GPHR knockout mice which can be 
manipulating the Golgi specific acidic condition. We confirmed that loss of GPHR affects cholesterol
 biosynthesis via SREBP2 activation in neuronal cells. Morphological analysis provided evidence that
 GPHR-deficiency course the inhibition neurite outgrowth. These results suggesting that the acidic 
pH of the Golgi apparatus contributes to cholesterol biosynthesis via activation of SREBP2 in the 
neuronal cells, and that inhibition lead to suppresses neuronal morphogenesis.

研究分野： 細胞生物学、組織学

キーワード： ゴルジ体　GPHR　SREBP2　コレステロール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酸性オルガネラの解析において、ゴルジ体の酸性環境維持機構の生理機能やその破綻による病態生理は、そのほ
とんどが培養細胞を用いた解析に留まっていた。そこで、本研究課題では、ゴルジ体酸性環境維持に必須な遺伝
子GPHRの遺伝子改変動物を用いて、組織レベルにおけるゴルジ体酸性環境維持機構の生理的意義とその破綻に伴
うゴルジ体形態異常の病態生理的意義を明らかにした。今後はより詳細な病態発症の分子機構を明らかにするこ
とで、ゴルジ体酸性環境の破綻に起因する病態発症機序の解明および新たな治療法の発見に繋がると期待でき
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞はエネルギー代謝、蛋白質の合成・分解、シグナル応答などの複雑な反応を効率よく行うた

めに、区画化による空間的な調節を行っている。小胞体、ゴルジ体、ミトコンドリア、エンドソ

ーム・リソソーム(液胞)、ペルオキシソームなどの細胞内小器官（以下オルガネラ）はまさに脂

質二重膜によって分離されている区画であり、その生理的機能を十分に発揮できるよう固有の

pH 環境や蛋白質・脂質成分を保持している。これらオルガネラの内、分布経路やエンドサイト

ーシス経路に位置するゴルジ体、エンドソームやリソソームなどはその内腔を酸性環境に保持

しており、酸性オルガネラと総称される。これまでの蛍光物質や改良型蛍光タンパク質などの

pH インジケーターを用いた解析から、酸性オルガネラ内腔 pH は順行性の小胞輸送経路の流れ

に沿ってより酸性側に傾く勾配を形成していることが明らかにされた(Joseph et al., Nat Rev Mol 
Cell Biol, 2010)。また、プロトンポンプ阻害剤などの酸性化阻害剤を用いた研究から、この pH 勾

配は正しい小胞輸送や各種シグナル応答に必須であることが明らかにされてきた。しかし、酸性

オルガネラの pH 制御機構を解析するうえで、酸性化阻害剤を用いた解析は 1)特異性が低い故

に、示された細胞の表現型が何れかの酸性オルガネラの機能阻害に由来するかの区別が困難で

ある、また、２)細胞毒性が強いが故に断続的な処理が困難である、なので、３）組織・個体への

応用が難しいことなどの問題が残っている。従って、個体や組織レベルでのオルガネラ特異的酸

性環境の生理機能には未解明な部分が多く残っている。一方で、近年の遺伝学的解析から、オル

ガネラ酸性環境の維持機構の破綻が遠位尿細管アシドーシスや大理石病などの病態発症に関与

していることが報告されてきた。これらの知見はオルガネラ酸性環境が細胞の生理機能にとっ

て必要不可欠な要素であることを示している。しかし、なぜ各々の酸性オルガネラに異なった酸

性環境が必要なのか？そして、なぜオルガネラ酸性環境の破綻が種々の疾患の発症に結びつく

のか？は不明であった。 
 
２．研究の目的 
酸性オルガネラの中でも、エンドソームやリソソームの酸性環境維持に必須なプロトンポンプ

の阻害は、リソソーム内加水分解酵素の機能低下や様々な細胞内物質輸送の異常を引き起こし、

神経変性疾患をはじめとする様々な重篤疾患を発症することが報告されている (Weisz, 
Traffic,2003. Frances et al., J Cell Biol., 2012.)。特に、V 型 ATPase や CLC(クロライドチャネル)フ
ァミリーの同定とその遺伝子改変マウスの解析は酸性オルガネラの pH 調整機構やその破綻に

起因する病態発症機構の解明に多大な貢献を果たしている (Marshansky et al., Biochim Biophs 
Acta., 2014. Stölting et al., Front Physiol., 2014)。一方で、エンドソーム・リソソーム系の多数の研

究報告と比較して、同じ酸性オルガネラであるゴルジ体の pH 調整機構を不活性化した報告はご

く少数であり、そのモデルマウスすら確立されていない。そこで、本研究課題では、ゴルジ体の

酸性環境を組織レベルで解析するために、ゴルジ体酸性環境維持に必須なアニオンチャネル

GPHR(Golgi pH regulator)に着目し(Maeda et al., Nat Cell Biol, 2008)、その遺伝子改変マウスの解析

を遂行した。そして、その結果から、組織、特に中枢神経組織におけるゴルジ体酸性環境の生理

および病態生理的意義を導き出すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ゴルジ体内腔酸性環境の重要性およびその破綻による細胞内変動の解明が病態発症機序を解明

につながると想定し、神経系特異的 GPHR欠損マウス(GPHR cKO)を作製した。作製したマウス

を形態学、生化学および電気生理的解析を包括的に解析した。また、GPHR欠損細胞を CRISPR-
Cas9 システムを用いて作製し、ゴルジ体酸性環境破綻に起因する細胞内変動の分子機構を解析

した。 
 
４．研究成果 
小脳神経性特異的 GPHR欠損マウスの解析 
ゴルジ体が機能を発揮する最適環境に内腔の酸性環境を必要とすることは既に明らかとなって

いたが、この酸性環境維持機構が神経回路レベルにどのような役割を果たすか未解明であった。

加えて、ゴルジ体の形態異常(小胞化・断片化)が筋萎縮性側索硬化症(ALS)、パーキンソン病や

クロイフェルトヤコブ病の病巣の神経細胞において観察されている(Mourelatos, PNAS, 1990., 
Fujita et al., Acta Neuropath., 2006. Sakura et al., Acta Neuropath., 2000. Stieber et al., Acta Neuropath., 
1998.)。つまり、神経細胞におけるゴルジ体形態と神経変性に相関あることが示唆されている。

そこで、GPHR cKO と小脳プルキンエ細胞とバスケット細胞特異的に Cre リコンビナーゼを発

現する GluD2-Creマウスを交配し、小脳神経系特異的 GPHR 欠損マウス(GPHR cKO;G2)を作出
し、形態学および電気生理学的手法を用いて表現型解析を行った。GPHR cKO;G2 は外見的異常

は観察されなかったが、生後４５日から協調運動障害を示し、加齢とともに重篤化した。また、



同週齢マウス小脳の形態学的解析からプルキン

エ細胞の脱落が加齢とともに増加することが確

認された。つまり、GPHR cKO;G2 は小脳プルキ

ンエ細胞の脱落に起因した神経変性疾患様症状

を呈することが明らかとなった。加えて、グリ

ア細胞マーカーを用いた免疫染色解析から、

GPHR cKO;G2 の小脳全体に活性型ミクログリ

アの増加が観察された。これの結果は神経変性

の特徴の一つであるグリオーシスの増大してい

ることを示す。さらに、脱落前のプルキンエ細

胞をゴルジ体マーカーの免疫染色した結果、ゴ

ルジ体の特徴的構造に変化が観察され、電子顕

微鏡を用いた超微形態解析ではゴルジ体の断片

化が認められた（図１）。これらの結果は、ゴルジ体の異常が神経変性を引き起こすことを示唆

している。 
神経細胞におけるゴルジ体は膜タンパク質の軸索、樹状突起への極性輸送に寄与していると

報告されている。そこで、プルキンエ細胞の軸索および樹状突起の形態学的解析を行った。GPHR
欠損プルキンエ細胞の樹状突起には目立つ形態的異常は観察されなかったが、軸索が明確に肥

大化していた。また、プルキンエ細胞は深部小脳核の神経細胞に抑制性のシナプスを形成する。

そこで、深部小脳核の神経細胞周囲を観察した結果、軸索肥大に加え、シナプスの脱落が観察さ

れた(図２)。これらの結果はゴルジ体の酸性環

境の破綻は軸索やシナプスの異常を引き起こす

ことを示している。 
続いてプルキンエ細胞への入力線維を解析し

た。分子層のバスケット細胞はプルキンエ細胞

に抑制性シナプスを形成する。この時バスケッ

ト細胞軸索はプルキンエ細胞の軸索起始部を取

り囲み、パンソーと呼ばれる構造を構築する。

そこで、パンソー構造を形態学的に解析した結

果、GPHR cKO;G2 ではパンソー構造の消失が確

認された。つまり、バスケット細胞からの抑制

性シナプスが欠如していること示している。加

えて、電気生理的解析から、GPHR cKO;G2 では

バスケット細胞からプルキンエ細胞への抑制的

入力が欠落していることが明らかとなった。 
先行研究では発達期の小脳ではプルキンエ細

胞への抑制的入力の減少は下オリーブ核由来の

登上線維の興奮性シナプスの刈り込み阻害を引

き起こすことが報告されている（Nakayama et al., 
neuron.,2012）。そこで、生後 45 日目の GPHR 
cKO;G2 の小脳で登上線維シナプスの解析を行

った、その結果、通常では樹状突起にシナプス

を作る登上線維が、GPHR 欠損プルキンエ細胞

では細胞体にまでシナプスを形成していた（図

３）。これらの結果は適切な神経細胞の形態およ

び神経回路を維持する上でゴルジ体の酸性環境

が重要な役割を担っていることを示している。 
 
中枢神経系特異的 GPHR欠損マウス 
GPHR cKO と Nestin-Cre トランスジェニックマウスを交配し、中枢神経系特異的 GPHR欠損マ
ウス(GPHR cKO;Nes)を作出した。GPHR cKO;Nes はメンデルの法則に従って出生するが、生後
１３日までに死亡する。それ故に生後１０日ほどのマウスを中心に解析を進めた。GPHR 
cKO;Nes の個体はコントロールと比較すると有意に小さく、そのマウス脳切片のニッスル染色
から様々な脳部位の萎縮が認められた(図４)。次いで、この脳萎縮が神経細胞死によって引き
起こされたか否かを検証するために、TUNEL 解析を行った。その結果、GPHR cKO;Nes の大脳
皮質には多数の TUNEL陽性細胞が確認された。さらに、大脳皮質ではミクログリアやアスト
ロサイトの増加、グリーシスが認められた。これらの結果は GPHR cKO;Nes では神経変性を起
因した大規模な脳萎縮が引き起こされていることが明らかとなった。次いで、神経細胞死とゴ

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１Control(左)と GPHR f/f;G2(右)由来
のプルキンエ細胞の電子顕微鏡画像 
GPHRf/f で観察される典型的なゴルジ体
構造が GPHR f/f;G2では小胞化している。 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
図２小脳核の３重染色画像 
カルビンジン(緑、プルキンエ細胞軸索)、
vGAT(赤、シナプス小胞)と NeuN(シアン、
小脳核神経細胞)の３重染色。矢印は肥大
化した軸索を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３カルビンジン(緑,プルキンエ細胞)

と vGlut2(赤,登上シナプス)の２重染色

像。 

樹状突起上に観察される登上線維由来シ
ナプス(赤ドット)が GPHRcKO;G2 では
プルキンエ細胞の細胞体に観察された。 

Control GPHR cKO;G2

Control GPHR cKO;G2

Control GPHR cKO;G2



ルジ体の相関を解析するために、脱落前の神経細胞の超微形態解析を行った。その結果、
GPHR cKO;Nesマウス脳では様々大脳皮質や海馬 CA1 を含む様々な神経細胞でゴルジ体の形態
異常を確認した。これらの結果は上記の小脳特異的 GPHR欠損マウスと同様にゴルジ体の異常
が神経変性に先行して起こり、その結果が神経変性を誘発することを示している。 
 

 
神経細胞におけるゴルジ体異常に起因する細胞内変動の解明 
神経細胞におけるゴルジ体の異常がどの様な細胞内

変動を引き起こすかを解明するため、マイクロアレ

イを用いた遺伝子発現解析を行った。その結果、

GPHR cKO;Nes ではコレステロール生合成に関連す

る遺伝子群の発現低下が認められた。これら酵素群

の発現は転写因子 SREBP2 の制御を受ける。通常、

SREBP2 は小胞体に局在しているが、細胞内コレス

テロール濃度の低下に伴い、誘導因子である SCAP
によってゴルジ体に運搬され、ゴルジ体局在酵素に

よる N末端側の切断を受ける。切断された N末端側

が活性型 SREBP2 となり、核移行し、その標的遺伝

子の転写を活性化する(Luo et al., Nat Rev Mol cell 
Biol., 2020)。マイクロアレイ解析の結果を確かめる

ため、定量 PCR による SERBP2 の標的遺伝子群の転

写を検証した。その結果、GPHR cKO;Nes脳におけ

る SREBP2 の転写活性はコントロールと比較して有

意に下がることが確認された(図５)。次いで、GPHR 
cKO;Nes脳に含まれるコレステロールを測定した結

果、コントロールと比較して有意に低かった（図６）。

これらの結果はゴルジ体の異常が SREBP2 の活性化

を阻害する、そして、誘発された脳内コレステロー

ルの低下が神経変性の一因になることを示唆してい

る。 
脳内コレステロールは神経細胞の適切な形態形

成・保持やシナプス伝達に必要と報告されている

(Martin et al., EMBO Rep., 2014)。そこで、ゴルジ体の

異常に起因した SREBP2 を介したコレステロール生

合成低下の分子機構の解明のため、神経芽細胞腫細

胞 (N2A)細胞に  RISPR-Cas9 システムを用いて

GPHR欠損株(GKO)を作製した。作出した GKO N2A 
細胞は GPHR欠損脳と同様に SREBP2 の転写活性が

低く、また細胞内コレステロール量も低かった。N2A
細胞はオールトランスレチノイン酸(RA)を処理す

ることで神経分化が誘導され神経突起を伸ばす性質

をもつ。そこで、作出した GPHR KO N2A に RA 処

理した結果、神経突起の伸長能力がコントロールと

比較して有意に低かった。さらに、GPHR KO N2A に

活性型 SREBP2 を強制発現すると、SREBP2 の標的

遺伝群の転写や細胞内コレステロール量の低下が回
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図５SREBP2標的遺伝子の発現 

表記した遺伝型マウス脳から RNA 抽出

と cDNA合成し、定量 PCRによって解析

した。 
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図 7神経突起の伸長 

GPHR 欠損細胞にアデノウィルスで

GFPと活性型 SREBP2を発現させた後、

48時間 RA処理し、その突起の長さを

測定した。 
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図４ニッスル染色像 
GPHRcKO;NEs では様々な脳部位で萎縮が認められる。 

図６コレステ
ロール量 
表記した遺伝
型マウス脳か
らコレステロ
ー ル を 抽 出
し、測定した。 



復した。そして、GPHR KO N2A で認められた神経突起伸長の抑制は活性型 SREBP2 を強制発現

によりコントロールと同等レベルまで回復した（図７）。これらの結果は、神経細胞における

GPHR を介したゴルジ体酸性環境の維持機構は神経形態の形成に寄与することを示している。 
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