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研究成果の概要（和文）：プロサポシンは524個のアミノ酸からなる分子で、もともと脂質代謝に関係するサポシンA,B
,C,Dの前駆物質として発見された。一方で、プロサポシンには強い栄養因子活性があり、特にプロサポシン由来合成ペ
プチドは末梢投与により中枢神経系にも効果があることから、分子標的治療薬としても注目される。本研究では、培養
細胞における生理活性物質の細胞内動態を研究し、特に形態計測による細胞伸展や細胞骨格形成を指標とした定量的評
価方法を開発した。本研究の結果として、プロサポシン遺伝子を導入した培養細胞では、導入しない細胞に比べ、神経
毒による細胞障害が軽減されることが判明し、治療約開発の可能性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：Prosaposin is composed of 524 amino acids, and originally described as the 
precursor of saposin A, B, C and D, which are responsible to intracellular lipid metabolism. On the other 
hand, prosaposin is known to show strong neurotrophic activity, and a prosaposin-derived synthetic 
peptide has neurorotective effect in the central nervous system. Therefore, prosaposin could be a 
candidate for therapeutic molecule. The present study has revealed intracellular dynamics of prosaposin 
by its gene induction into cultured cells to chase the traffic route and synthesis/degradation of 
prosaposin. Degradation of prosaposin has been accerelated, when cultured cells with prosaposin gene 
induction were treated with MPP+, a drug to establish a model of Parkinsonism. Furthermore, compared with 
the effect of mock-transfection, prosaposin gene induction has reduced the neurotoxic effects of drugs 
including kainic acid. These results suggest the prosaposin's potential as a drug for central nervous 
system.

研究分野： 解剖学一般、細胞生物学
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1. 研究開始当初の背景 
プロサポシンは524個のアミノ酸からなる
分子量約66kDaの分子で、もともと脂質代
謝に関係するサポシンA,B,C,Dの前駆物質
として発見されたが、強い栄養因子活性を
有し、特にプロサポシン由来合成ペプチド
は末梢投与により中枢神経系にも効果があ
ることから、分子標的治療薬として注目さ
れている。プロサポシンノックアウトマウ
スは致死的であり(Fujita et al., Hum Mol 
Genet 5:p711,1996)、Gaucher病類似の11
才少女死亡例でプロサポシン欠損症の可能
性が報告されている(Chiao et al., Proc 
Natl Acad USA 75:p2448, 1978)。申請者の
グループは脂質代謝関連蛋白プロサポシン
が強力な神経栄養作用も有することを世界
に先駆けて発表した。また、プロサポシン
の神経栄養因子活性を有する配列の合成ペ
プチドを生体投与し、虚血脳や内耳障害に
効果が有ることを報告したが、その細胞内
伝達経路等は不明のままである。 
 
2. 研究の目的  
 申請者は、タイムラプス記録法により生
理活性物質の細胞内動態を研究してきた。
特に形態計測による細胞伸展や細胞骨格形
成を指標とした統計学的比較が可能な定量
的評価方法を開発した。 
 本研究では、このプロサポシン由来合成
ペプチドに蛍光色素を結合させ、培養海馬
神経細胞を用いて、タイムラプス記録法に
より神経細胞での動態を明らかにし、その
細胞内伝達機構解明の一助としたい。 
 
3.研究の方法 
 プロサポシンの蛍光標識合成ペプチド
（PS18-FAM）を培養神経細胞の培養液に加
え、細胞内の移動を経時的に追跡する。プ
ロサポシンは通常ライソゾームに存在し、
分泌されることも分かっているので、下記
のような検討を行い細胞内輸送機構につい
て明らかにしたい。 
1) 受容体に結合し取り込まれた PS18FAM
もライソゾームに入るのか。 

2) それ以外にミトコンドリアや核内にも
移行するのか。 

3) さらに、それが分泌されることがあり
得るのか。 

4) 神経細胞毒性を有するカイニン酸の添
加により、PS18-FAMの動態がどのように

変化するか。 
5) 各種細胞内情報伝達経路の阻害剤を添
加した際のPS18-FAMの動態や、PS18-FAM
に結合する分子の解析から、プロサポシ
ン受容体の性質を明らかにする。 

培養海馬神経細胞や神経由来細胞株に
PS18-FAM を投与し、その動態を観察する
が、特にライソゾームや核への移行を小器
官特異マーカーとの二重染色で追跡する。
神経細胞毒性を有するカイニン酸の添加
により、PS18-FAM の動態が変化するか否
かを明らかにし、プロサポシンの神経保護
メカニズムについても検討する。 
 
4. 研究成果 
 本研究ではヒト SH-SY5Y neuroblastoma 
cellの培養系を用い、神経毒性のあるMPP+
を投与することによりパーキンソン病の 
モデルを作製し、これにPS-18FAMを投与し
て細胞内への取り組みや細胞内での動態を
タイムラプス記録法により検討した。その
結果、 PS-18FAMは神経細胞に取り込まれ、
コントロールとして用いたスクランブル配
列の PS-18FAM(scPS-18FAM)に比較して多
くの取り込みが 認められた。さらに、興味
深いことはMPP+を投与した細胞では、取り
込まれた PS-18FAM の細胞内濃度が急激に
減少しており、このことは 、障害を受けた
神経細胞内では PS は急激に消費されるこ
とを示しているものと思われる。 
 さらに外部から投与したS-18FAMのみな
らず、遺伝子導入によりPS-FAMを強制発現
させた細胞を用いて、PSの細胞内動態を研
究した。その結果、PS遺伝子を導入した細
胞では導入しない細胞に比べ、カイニン酸
等の障害が軽減されることが判明した。 
 ＰＳの受容体についても研究する予定で
あったが、2013年についにMeyerらが以下
の様にGPR37 とGPR37L1が受容体である
ことを発見した。そこで、申請者らはこれ
らの受容体の抗体を購入及び作成に成功し
たので、これらを用いて研究を進めている。 
 
(Meyer RC et al. 2013. GPR37 and GPR37L1 are 
receptors for the neuroprotective and glioprotective 
factors prosaptide and prosaposin. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 110, 9529–9534) 
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