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研究成果の概要（和文）： 

カテプシン D 欠損マウスの全脳サンプルを用いて、同マウスにおいて増加しているタンパク質
をプロテオーム解析にて探索し、いくつかのタンパク質を同定したが、その一部は、同マウス
の変性した神経組織の活性化したミクログリアないしアストロサイトに局在していた。またカ
テプシン Dによって活性化されると報告されているカテプシン Cの動態を検討したところ、同
マウス脳で著明な増加を見たが、活性型ミクログリアが同酵素を発現するためと判明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
For the discovery of substrates for cathepsin D, whole brain lysates from cathepsin D 
deficient (CD-/-) and the control littermate mice were separated by two-dimensional gel 
electrophoresis. Several proteins increased in CD-/- mouse brains were identified by mass 
spectrometry (MS). However immunohistochemical analyses revealed that some of the 
identified proteins were enriched in active microglia or astrocytes in CD-/- brains. We 
also found that the protein amount and activity of cathepsin C, which is a lysosomal 
protease and reported to be cleaved by cathepin D in vivo, was increased. However cathepsin 
C was also detected in activated microglia in CD-/- brains. 
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１．研究開始当初の背景 
私たちは、リソソームの代表的はアスパラギ
ン酸プロテアーゼであるカテプシン Dの欠損
マウス(CD-/-マウス)を解析した結果、リソ
ソーム病の一種の神経性セロイドリポフス
チン蓄積症(NCL)のモデルとなること、サブ
ユニット c が CD の基質候補であることを発
見した。CD の基質候補を同定することは、CD
の酵素としての特性を明らかにするのみな
らず、NCL の病態解明にとっても重要な課題
である。文献上、CD に関する基質の候補とし

て、すでに様々な物質が挙げられている。し
かしながら、これらは in vivo 研究に終始し
ており、生理的な条件では遭遇する筈のない
タンパク質も多く候補に挙げられているの
が現状である。 
２．研究の目的 
CD-/-マウスの脳組織と対照群の脳組織につ
いて差異のあるタンパク質を網羅的に同定
し、これらを更に生化学的、組織化学的に検
証することで、CD の基質を可能な限り決定す
ることを本研究の目的とする。 
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３．研究の方法 
(1)プロテオーム解析 
終末期（生後 20 日以降）の CD 欠損(CD-/-)
マウスおよび対照群全脳を用いて二次元発
現差異解析を行い、ノックアウトマウスと対
照群において発現量が異なるタンパク質を
質量分析装置を用いて同定した。 
(2) 二次スクリーニング 
差異が認められた構造物のうち抗体が手に
入るものに関してはその抗体を入手して
CD-/-マウスと対照群の脳組織において細胞
内局在の免疫組織化学的検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1)プロテオーム解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ CD-/-（右）および対照群（左）由来
の全脳組織の二次元電気泳動 
 
 CD-/-および対照群由来の全脳組織の二次
元電気泳動を行い、CD-/-マウス脳由来のサ
ンプルで増加しているスポットを質量分析
法により同定した。その結果、既に増加する
こ と が 判 明 し て い た 26S proteasome, 
non-ATPase subunit 14、 apolipoprotein E、
peroxiredoxin 6 に 加 え て 、 Fatty 
acid-protein 5、ATP synthase subunit gamma、
60 kDa heat shock protein、Alpha-soluble 
NSF attachment protein、Sulfotransferase 
4A1、Ubiquitin carboxyl-terminal hydrlase 
isozyme L5、ATP synthase subunit beta、
Guanine nucleotide-binding protein 
subunit alpha-11 が同定された。私たちは既
にミトコンドリアのサブユニット cのほかに
サブユニット b も CD-/-脳で増加することを
報告しており、本解析においてもサブユニッ
ト b に加えて ATP synthase subunit gamma、
60 kDa heat shock protein などのミトコン
ドリアのタンパク質が同定された。 
(2) 二次スクリーニング 
既に増加することが判明していた 26S 
proteasome, non-ATPase subunit 14 、 
peroxiredoxin 6、さらに Fatty acid-protein 
5、Sulfotransferase 4A1 に対する抗体を用
いて免疫組織化学を行った結果、これらの分
子は CD-/-マウス脳で認められる活性型ミク

ログリア、アストロサイトにおいて二次的に
増加することが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ CD-/-（右）および対照群（左）脳組
織 に お け る peroxiredoxin 6( 上 ) 、 26S 
proteasome, non-ATPase subunit 14(下)の
局在 
 
(3) CD-/-マウス脳でのカテプシン Cの増加 
N 末端から２個のアミノ酸残基を切断するリ
ソゾームのシステインプロテアーゼである
カテプシン C（CC）はヒトの遺伝性皮膚疾患
の Papillon-Lefevre および Haim-Munk 症候
群は同酵素遺伝子の変異によって起こるこ
とが報告されている。神経組織における CC
の発現量は極めて低いことが知られている。
CC は CD により活性化されるという報告があ
るため、CD-/-マウス脳における CC の増加の
有無を検討した。その結果、CD-/-マウスに
おける活性化ミクログリアに特異的に上昇
することを見出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ CD-/-マウスおよび対照群の脳組織に
おける CC の活性（A）、ウエスタンブロット
(B)および発現（C）。(D-F) 対照群(D)および
CD-/-マウス(E、F)脳における CC の局在 
 
 その際、対照群マウスにおいても一部の神
経細胞において陽性反応が得られたため、8
週齡の正常マウス脳における同酵素の分布
を免疫組織化学により詳細に検討したとこ



 

 

ろ、副嗅球、中隔、海馬の一部（CA2、fasciola 
cinereum、 indusium griseum、tenia tecta、
一部の介在ニューロン）、大脳皮質の一部（前
帯状皮質や運動皮質）の第五層、下丘のニュ
ーロンで顆粒状の強い陽性反応が認められ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 8週齡の正常マウス脳におけるCCの分
布（青点）。ACA,anterior cingulate area; AI, 
agranular insular area; AOB, accessory 
olfactory bulb; CLA, claustrum; DG, 
dentate gyrus; DP, dorsal peduncular area; 
En, endopiriform nucleus; ENT, entorhinal 
area; FC, fasciola cinereum; IC, inferior 
colliculus; IG,indusium griseum; ILA, 
infralimbic area; LS, lateral septum; MG, 
medial geniculate nucleus; MO, motor area; 
PAR, parasubiculum; Pir, piriform area; PL, 
prelimbic area; PLCo, posterolateral 
cortical amygdaloid nucleus; PMCo, 
posteromedial cortical amygdaloid 
nucleus; SH, septhippocampal nucleus; Sp5, 
spinal trigeminal nucleus SUBd, dorsal 
subiculum; SUBv, ventral subiculum; TR, 
amygdalopiriform transition area; TTd, 
dorsal tenia tecta. 
 
 ニューロンの他には脈絡叢細胞で陽性反応
が認められた。通常状態のミクログリア、ア
ストロサイト、オリゴデンドロサイト、上衣
細胞では陰性であった。 
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