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研究成果の概要（和文）：ライソゾーム病の一つであるニーマンピック病のモデルマウス由来シュワン細胞株を用いて
、オートファジー動態を解析した。血清飢餓により、ライソゾームが増大し、細胞内部には、大きな空胞や多数の異常
な膜状構造物が内包されていた。ロイシン添加、Spin1発現細胞株では、オートファジー基質であるp62の細胞内蓄積が
減少し、増大したライソゾームも減少した。よって、ロイシン添加、Spin1発現による共通のオートファジー不全を改
善する働きが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have examined the events of autophagy by starvation, adding L-leucine and 
Spin1 expressing cells in a Schwann cell line (573C10), derived from a model mouse of Niemann-Pick 
disease type C. We detected an increase of LC3-II and accumulation of p62 in 573C10　cells, in which 
enlarged lysosome was increased upon serum starvation. Electron microscopic observations revealed that 
573C10 cells contain enlarged lysosomes with large vacuoles, which are accompanied by lamellar inclusions 
composed of aggregated membrane vesicles. We observed that addition of L-leucine or expressing Spin1 
ameliorated the enlargement of lysosomes and the p62 accumulation. Then we found the common mechanism for 
amelioration of defective autophagy, between L-leucine and Spin1.

研究分野： 医歯薬学分野　　分科　基礎医学　 細目　代謝異常
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  １版



１． 研究開始当初の背景 
 

(1)オートファジーシステムは、生体内の恒
常性維持に不可欠であり、その破綻による
様々な疾患が報告されている。特に、不要物
を分解するライソゾーム酵素等の欠如により
発症するライソゾーム病では、オートファジ
ーシステムの不全が報告されている。 
 
(2)ロイシンとオートファジーシステムとの
関連が注目されており、ロイシン欠乏による
オートファジーの誘導が報告されている。 
 
(3)ショウジョウバエのプログラム細胞死を
起こさない変異体、spinster/Spin1では、神
経セロイドリポフスチン症に類似のリポフス
チン様物質が蓄積するが、Spin1 のノックダ
ウン細胞では栄養飢餓条件において、mTOR の
リン酸化が減少せずに、ライソゾームの形状
が増大した。 

 
 
２． 研究の目的 

 
 本研究ではニーマンピック病モデルマウ
ス由来細胞のシュワン細胞株を用いて、オー
トファジーの動態を解析し、ライソゾーム病
や神経変性疾患等病態に関わるオートファ
ジーシステムの病態解明を目指す。 
 
３． 研究の方法 

 
(1) ニーマンピック病モデルマウス由来細胞 
を用いて、血清飢餓により、オートファジー 
関連因子（LC3II、mTORのリン酸化、p62）の 
局在や発現量の変化がないかを免疫細胞化学 
的染色法（IF）やウエスタンブロット法(WB) 
等で検討する。 
 
(2) 増大したライソゾームの微細構造につい
て電子顕微鏡を用いて観察する。 
 
(3) ニーマンピック病モデルマウス由来細胞
を用いて血清飢餓下でロイシン添加により、
オートファジー関連因子（LC3II、mTORのリン
酸化、p62）の局在や発現量の変化、リン酸化
等の修飾変化の有無をWBやIFで検討する。 
 
(4) ニーマンピック病モデルマウス由来細胞
を用いて血清飢餓、ロイシン添加、無処理で
の発現動態変化をマイクロアレイで解析する。 
 
(5) Spin1/SPNSを恒常的に発現した細胞株を 
単離し、オートファジー関連因子の局在や 
発現量の変化がないかを免疫細胞化学染色 

法（IF）やウエスタンブロット法(WB)等で検 
討する。 
 
(6) ニーマンピック病モデルマウス由来細胞 
を用いて、 SiRNAによりSpin1をノックダウン 
し、オートファジー関連因子（LC3II、mTOR 
のリン酸化、p62）の局在や発現量の変化がな 
いかを免疫細胞化学的染色法（IF）やウエス 
タンブロット法(WB)等で検討する。 
 
４． 研究成果 

 
(1) 血清飢餓によるオートファジー動態 
血清飢餓により、ライソゾームの増大やオー
トファジー基質であるp62の蓄積が確認され
た(IF)。また、LC3II の発現量が増加してお
り、LC3 のターンオーバー アッセイにより、
オートファジーの不全が示唆された。 
さらに、電子顕微鏡を用いた解析により、

増大したライソゾーム領域には空胞が多数
あり、膜様の異常な構造体が多数混在してい
た。つまり、ニーマンピック病モデルマウス
由来のシュワン細胞株においては、不要物を
分解しアミノ酸等を再生するという「オート
ファジー機構が不全」になっている事が明ら
かとなった。 
 
 
 
(2)   ロイシン添加によるオートファジー
不全の改善 
 
WB では、血清飢餓処理 8時間後に p62 が増

加したが、ロイシン添加により減少した。 
 
IF においても、血清飢餓処理で増大したラ

イソゾーム細胞が、ロイシン添加により減少
した。また、p62 の蓄積もロイシン添加によ
り抑制された。 
 
定量的な解析が必要なため、画像解析ソフ

ト（MetaMorph）を用いて、ライソゾームの
大きさと p62 の大きさの変化を検討した。 
半径 1um 以上 3um 以下のライソゾームは、血
清飢餓処理で未処理と比較して約2倍に増加
し、ロイシン添加により血清飢餓処理と比較
して二分の一に減少した。 
同様に半径 0.5um 以上の p62 も、血清飢餓処
理で未処理と比較して約 2倍に増加し、ロイ
シン添加により血清飢餓処理と比較して二
分の一に減少した。 
 
つまり、ロイシン添加により、増大したラ

イソゾーム細胞や p62 の蓄積が解消され、オ
ートファジー不全が改善されたことを示す
結果が得られた。 
 
(3) 血清飢餓、ロイシン添加による発現量の
変化した因子の探索 



 
マイクロアレイ解析を用いて、血清飢餓有無、
ロイシン添加の3条件における発現量の変化
した遺伝子を解析した。 
 

① 血清飢餓により、Nrf2 のターゲット
因子であるp62mRNA発現量が増加し、 
同時にオーファジー不全による p62
蛋白質分解減少（つまり、 p62 蛋白
質増加）し、 p62 のリン酸化（ser 
351）が促進し、 Nrf2 が活性化する
という負のループが示唆された。 
 

② ライソゾームで働くATPaseの発現量
がロイシン添加により上昇した。 

 
③ 血清飢餓による内向きカリウムチャ

ネル発現量の上昇は、ロイシン添加
により低下し、活性化カリウムチャ
ネルの発現が上昇した。ネットワー
ク解析の結果から、CREB による転写
活性により、活性化カリウムチャネ
ルの発現が上昇したと推察された。 

 

ライソゾームで働く ATPase やカリウムチャ
ネルがオートファジー不全の改善に寄与し
ていると考えられた。 
 
(4) Spin1/SPNSを恒常的に発現した細胞に 
よるオートファジー不全の改善 
 
Spin1を恒常的に発現した細胞株を単離し、 
オートファジー動態を解析した。 
 
血清飢餓によるライソゾーム増大細胞の増加 
やp62の蓄積が観察されなかった。 
 
(5) Spin1ノックダウンによる 
オートファジー不全の増強 
 
SiRNAによりSpin1をノックダウンし、 
オートファジー動態を解析した。 
 
血清飢餓処理無しにおいてもLC3IIの発現 
増加、p62の蓄積が観察され、オートファジー 
不全の増強が推察された。 
 
(6)成果 
 
ニーマンピック病モデルマウス由来のシュワ 
ン細胞株を用いた本研究により、以下の事が 
明らかになった。 
① 血清飢餓により、オートファジー不全を

呈した。 

② ロイシン添加により、血清飢餓によるオ
ートファジー不全が改善された。 

③ ライソゾームで働くATPaseやカリウムチ
ャネルがオートファジー不全の改善に寄
与している可能性が示唆された。 

④ Spin1の発現により、血清飢餓によるオー
トファジー不全が改善された。一方Spin1
のノックダウンにより、オートファジー
不全が改善されず、より不全状態がシビ
アになると観察された。 

 
オートファジー不全の改善にロイシン添加と 
Spin1の発現に共通の作用を見出すことがで
きた。 
 
(7) 得られた成果の国内外における位置づけ 
 
ロイシン添加とSpin1の関連についての研究
は本研究以外では報告されておらず、Spin1
の発現により、オートファジー不全が改善さ
れる事象を初めて発見した。 
 
(8) 今後の展望 
 
オートファジー不全を改善する共通機構とし
てのロイシン添加や、Spin1の発現について、
直接的に作用するライソゾームの動態を調べ、
その機序を明らかにしていく予定である。 
その機序が解明されれば、ニーマンピック病
の患者において、ロイシン添加や、Spin1の遺
伝子治療等により、オートファジー不全の改
善に寄与し、病状の緩和が期待できると考え
られる。 
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