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研究成果の概要（和文）：ライソゾーム病はリソソーム酵素の欠損または機能不全により生じる先天性の代謝異常疾患
である。神経系には血液脳関門が存在するため、酵素補充療法には効果がない。本研究では、リソソーム酵素の細胞間
輸送経路を解明することを目的とし、ニワトリ胚を用いてリソソーム酵素の１つであるカテプシンDの生体観察を行う
手法の確立を行った。変異体カテプシンDをニワトリ胚に発現させ、卵白を固定することにより、二光子顕微鏡で生体
観察することが可能となった。

研究成果の概要（英文）：Lysosomal Storage Diseases (LSDs) are a group of congenital metabolic disorders 
caused by lysosomal dysfunction. Enzyme replacement therapy which has been adopted to several LSDs has no 
effect on neurons due to the existence of blood-brain barrier. To elucidate the mechanism of the 
transcytosis of lysosomal enzymes in nervous system, we developed a chick model to monitor lysosomal 
enzymes in vivo using a two-photon laser scanning microscopy.
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１．研究開始当初の背景 
 リソソーム酵素は小胞体で合成された後、
ゴルジ体で糖鎖修飾（マンノース６リン酸
(M6P)）を受け、構成性分泌経路により細胞外
へ運ばれるか、（大部分は）M6P レセプター
（MPR）によってリソソームへと運ばれる。細
胞外へと分泌されたリソソーム酵素の中には、
細胞表面に局在する MPR によって再取り込み
(エンドサイトーシス)され、リソソームへと
運ばれるものもある。これらの機構はほぼ全
ての細胞に普遍的に備わっており、細胞内分
解機構の主役となっている。 
 リソソーム酵素が先天的に欠損または機能
不全に陥ると、ライソゾーム病とよばれる先
天性代謝異常疾患（特定疾患に指定）になる。
ムコ多糖症、ポンベ病、バッテン病、I-cell
病など、現在約３０種類の疾患が報告されて
おり、欠損する酵素によってその症状は異な
るが、本来リソソームで分解されるべき基質
（糖、脂質、タンパク質など）が蓄積すると
いうことが共通している。代表的なリソソー
ムタンパク分解酵素であるカテプシン D
（CTSD）は、申請者らの研究によりライソゾ
ーム病の１種である神経性セロイドリポフス
チノーシスの原因遺伝子であることが明らか
となった（Koike et al, 2000 & 2005）。 
 ライソゾーム病の治療には骨髄移植と酵素
補充療法があり、これらの方法ではリソソー
ム酵素が細胞内に取り込まれることである程
度の効果が得られている。しかし、リソソー
ム酵素が血液脳関門を越えることが出来ない
ため、中枢神経系に対しては有意義な効果を
得るに至っていない (Urayama et al, 2004)。
つまり、リソソーム酵素が血液脳関門を越え
て神経細胞へ到達出来さえすれば、ライソゾ
ーム病が克服されるものと予想される。 
 
 
２．研究の目的 
 申請者は、中枢神経系における神経性セロ
イドリポフスチノーシスの病態解析を行うた
め、CTSD 遺伝子を神経特異的に欠損したマウ
スを作成し、その解析を行った。その結果、
同マウス神経細胞は、CTSD 遺伝子が欠損して
いるにもかかわらず、有意に CTSD タンパクを
発現していることが明らかとなった。この結
果は、神経細胞が他の細胞（おそらくグリア
細胞）から CTSD を受け取っていることを示唆
しているが、その分子機構については何も分
かっていない。今までの一連の研究から得た
着想をもとに、本申請課題では、神経系にお
ける CTSD の細胞間輸送機構を明らかにする
ことを目的とし、ニワトリ胚を用いて、CTSD
の細胞間輸送を生体観察する手法を確立する
ことを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）孵卵開始 3 日目のニワトリ初期胚の神
経管に CTSD の C 末端側に EGFP を融合させた
遺伝子を注入し、エレクトロポレーション法

により遺伝子を導入する。 
 
（２）CTSD の発現により細胞死が起こる可能
性を想定し、CTSD の活性中心のアスパラギン
酸残基をアラニンに置換した変異体 CTSD を
作成、上記（１）の方法でニワトリ胚に遺伝
子を導入した。細胞死の判定は TUNEL 法で行
った。酵素活性が細胞死に与える影響を検討
するため、CTSD の阻害剤である pepstatin A
を、また対照として生理食塩水を投与した。 
 
（３）ニワトリ胚の生体観察を行うため、二
光子顕微鏡を使用した。胚は白身の中に浮遊
するため、観察が困難であったので、白身を
寒天で固定して観察を行った。 
 
４．研究成果 
（１）遺伝子導入 
 種々の条件を検討した結果、Poration 
pulse を５０V（on time: 0.05 msec、off 
time:0.1 msec）、Driving pulse を１５V（on 
time:25 msec、off time:75 msec、5 回）で
行うと効率良く遺伝子が導入出来た。図１参
照。 

図 1. ニワトリ初期胚への遺伝子導入 
 孵卵 3 日目のニワトリ胚神経管へ遺伝子を
注入し（左図）、エレクトロポレーション法（右
図の条件）により遺伝子を導入した。 
 
（２）①CTSD 遺伝子を導入すると、CTSD の阻
害剤である pepstatin A の有無にかかわらず
caspase-3 依存的な細胞死が誘導された。図 2
参照。 

図２.CTSD に発現による細胞死の誘導 
 CTSD（緑色）を発現させると、caspase-3
（赤色）依存的な TUNEL 陽性細胞（マゼンダ）
が観察された。 



②変異体 CTSD を発現させても、細胞死が有意
に誘導されることが分かった（図 3）。 

 
図３.変異体 CTSD 発現による細胞死 
 活性中心を置換した変異体 CTSD（D293A）
を発現させても、有意に細胞死が誘導された。 
 
（３）鶏胚を生体観察するには、浮遊する胚
を固定することが必須である。そこで、白身
を半分除去し、代わりに１％アガロースを注
入することで卵黄を安定させ、生体観察する
ことが可能となった（図 4）。 

 
図４.ニワトリ胚の生体観察 
 白身をアガロースで固定し、二光子顕微鏡
で生体観察を行った（左図）ところ、安定し
て観察を行うことが出来た（右図）。 
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