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研究成果の概要（和文）：多くのライソソーム蓄積病において、中枢神経系でのα-シヌクレインの蓄積が確認
されているが、その病態への影響は未だ解明されていない。
 本研究では、Hexb-/- ASyn+/+ mice、Hexb-/- ASyn-/- miceを用いて研究を行った結果、ライソソーム病での
中枢神経系におけるα-シヌクレイン蓄積は、オートファジー・ユビキチンプロテソーム系が機能不全を起こす
ことにより、ミトコンドリア代謝が上手くいかず、影響を及ぼす事が示唆されたがASynを欠損させることにより
それらが改善した。しかしながら、Hexb-/- ASyn+/+ miceにおける病態の改善はわずかであった。

研究成果の概要（英文）：The accumulation of α-synuclein (ASyn) has been observed in several 
lysosomal storage diseases (LSDs) but it remains unclear if ASyn accumulation contributes to LSD 
pathology. ASyn also accumulates in the neurons of Sandhoff disease (SD) patients and SD model mice 
(Hexb-/- ASyn+/+ mice).
In this study, we explored the potential role of ASyn accumulation in the neurodegenerative process 
of LSDs, we generated Hexb-/- ASyn-/- mice. Here, we present evidence that autophagic and ubiquitin 
proteasome pathway are impaired, and mitochondrial function are damaged in Hexb-/- ASyn+/+ mice, but
 this improves in the absence of ASyn. However, this reducing ASyn accumulation is associated with 
little improvement in any clinical features of Hexb-/- ASyn+/+ mice. 

研究分野：分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

ライソゾーム病のひとつであるガング

リオシドーシスは特定疾患に指定され

た難病のひとつであり、ライソゾーム

酵素やその活性化因子および安定化タ

ンパク質等の遺伝的異常、欠損により

基質が分解されずにライソゾーム内に

蓄積する疾患群である。ガングリオシ

ドーシスのひとつであるサンドホフ病

（以下、SD）はライソゾーム酵素であ

るβ-ヘキソサミニダーゼ A,B の欠損

により、その基質であるガングリオシ

ド GM2,糖脂質 GA2 などが分解されずに

ライソゾーム内に蓄積し、重篤な神経

症状を含むさまざまな症状を呈して死

亡する病気である。 

 

SDのモデルマウスであるHexb-/-マウ

ス(以下 SDマウス)は HEXB遺伝子を破

壊することによって作製されたモデルマ

ウス（Sango K, Yamanaka S,et al. Nat 

Genet.1995）で、ヒト SDと同様に神経

細胞主体にガングリオシドが蓄積する。

SDマウスは 11週齢頃より震え、驚愕反

応、運動能の低下などの重度の神経症状

を示し、15 週齢頃に死亡する。SD の病

態は、これまで神経細胞への糖脂質の蓄

積のみが原因と考えられていたが、近年、

その病態の進行には、蓄積以外に自己抗

体や中枢神経系における炎症反応が関与

していることが報告された(Yamaguchi 

A, Yamanaka S et al. J. Clin. Invest. 

2004)。 

 

近年、Gaucher病モデルマウスを用いた研

究では、オートファジー及びプロテアソー

ムメカニズムの異常により、ユビキチン化

タンパク、ASynが神経細胞に蓄積し、ま

た、マイトファジーによるミトコンドリア

の品質管理が機能不全を引き起こされて

いることが報告されているが病態への影

響について詳細は解っていない(You-hai 

Xu.et al.Hum Hol Genet.2013,Osellame 

LD. Cell Metab 2013) 。 

NPC1 タンパクの異常により引き起こさ

れる Niemann-Pick Type C1病における

オートファジーのメカニズムを研究した

報告では、Gaucher病は AKt-mTOR-p70 

S6K 経路で活性化されるのに対して、

Niemann-Pick Type C1は Becline-a経路

で活性化されており、同じリピドーシスで

もオートファジーの活性化経路が違うこ

とが報告されている (Pacheco CD.et 

al.Hum Hol Genet.2013) 。 更 に

Niemann-Pick Type C1 病のオートファ

ジーの異常の原因は変異型 NPC-1 タンパ

クが直接オートファゴソームの形成を抑

制することで Niemann-Pick Type C1 特

有の事象であることが報告されている 

(Sarkar S.et al.Cell Rep.2013) 。 

 

現在までに我々は、SD マウスの神経細胞

において、神経症状が進行するに従い、α-

シヌクレイン(以下、aSyn)が変性・蓄積す

ることを報告した（Suzuki K, Yamanaka 

S et al. NeuroReport  2003）。aSynの蓄

積はマウスだけにとどまらずヒトライソゾ

ー ム 蓄 積 症 （ SD,Tay-Sachs 病 , 

Metachromatic leukodystrophy, β

-galactosialidosisなど）の脳にも aSyn蓄

積を認めたがその役割は解明されていない

(Suzuki K, Yamanaka S et al. Acta 

Neuropathol 2007, NeuroReport 2003)。

山口らとの SD マウスに aSyn 遺伝子を欠

損させたマウス(以下 aSynDKO マウス)を

用いた共同研究の中で、aSynDKO マウス

は SDマウスと比較して運動能・寿命の改

善が確認されたが、大変興味深いことにユ

ビキチン化タンパク質の減少、マイトファ

ジーシステムの改善が確認された。 



 

本研究では、SD マウス、aSynDKO マウ

ス、SDマウスに aSyn遺伝子を過剰発現さ

せたトランスジェニックマウス (以下

SD-aSynTg マウス)及び培養細胞を用いて、

aSyn が蓄積することによるオートファジ

ー機能不全のメカニズムと病態への関与と

aSyn 促進剤を用いた治療効果を検証する

ことを目的としている。 

 
２．研究の目的 
我々は、様々なリピドーシスにおいて、中

枢神経系に aSyn が蓄積していることを発

見し、パーキンソン病など他の神経変性疾

患同様に病態の進行に関与していることを

見出した。更に研究を進めて行く中で、

aSyn の蓄積がオートファジーの機能不全

を引き起こし、中枢神経細胞内での異常タ

ンパク質の蓄積を促していることを確認し

た。 

本研究では、サンドホフ病モデルマウスの

aSyn 遺伝子を欠損、または過剰発現させ

たマウスを用いて、aSyn が蓄積すること

によるオートファジー機能不全のメカニズ

ムと病態への関与、そして、オートファジ

ー促進剤を用いた治療効果を検証すること

を目的としている。 

 

３．研究の方法 

(1) SDマウス、aSynDKOマウス、を用い、

寿命をカップランマイヤーの生存曲線で、

運動能をロタロッドで、その他の神経症状

はクリニカルスコアー、フットプリント等

で解析し、aSyn の病態との関連性を評価

する。 

(2) SD マウスの病態が顕著に確認される

10 週齢時より経時的に HE 染色等により

組織学的解析を行う。 

(3) aSynは変性等の構造変化により神経毒

性を示し神経細胞の脱落、もしくはアポト

ーシスなどを引き起こすことが報告されて

いる。一方、SDマウスの aSynの変性は認

められていないが、中枢神経系でアポトー

シスに陥った細胞の増加が認められる。そ

こで、SDマウスの神経変性と aSynの関係

を解明するため、神経細胞、グリア細胞等

のマーカーを用いた免疫染色法を用いた解

析、TUNEL 法を用いたアポトーシス細胞

のカウント等を行う。 

(4) SDマウス及びaSynDKOマウスの中枢

神経の遺伝子の発現動態を網羅的に解析す

るため、マイクロアレーで遺伝子発現を網

羅的に解析し、酸化ストレス関連遺伝子を

見出す。 

(5) (4)で変動が見られた遺伝子発現が確認

された遺伝子について、病態が顕著に確認

される 14週齢の SDマウスの脳を用いて、

免疫染色などによる組織学的解析、定量的

PCR、ウエスタンブロット法による分子生

物学的解析を行う。尚、必要に応じて糖脂

質蓄積量と酸化ストレスの関係を評価する

ため、上記解析を経時的に行う。 
 
４．研究成果 

 多くのライソソーム蓄積病において、中

枢神経系でのα-シヌクレインの蓄積が確

認されているが、その病態への影響は未だ

解明されていない。また、ライソソーム蓄

積病の一つ、サンドホフ病、及びそのモデ

ルマウスHexb-/- ASyn+/+ miceの中枢神

経系においてもα-シヌクレインの蓄積が

確認されている。 

 本研究では、Hexb-/- ASyn+/+ mice、

Hexb-/- ASyn-/- miceを用いて研究を行っ

た結果、ライソソーム病での中枢神経系に

おけるα-シヌクレイン蓄積は、オートファ

ジー・ユビキチンプロテソーム系が機能不

全を起こすことにより、ミトコンドリア代

謝が上手くいかず、影響を及ぼす事が示唆

されたが ASynを欠損させることによりそ

れらが改善した。しかしながら、Hexb-/- 



ASyn-/- miceにおける病態の改善はわずか

であった。 
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