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研究成果の概要（和文）： 
 GM2 ガングリオシドーシスは、β-ヘキソサミニダーゼの欠損により、生体内基質が過
剰蓄積して発症するリソソーム病である。本研究では、疾患モデルマウスにおいて、脳内
へ浸潤する細胞の同定及びシグナル伝達異常に関して研究を行った。その結果、モデルマ
ウス由来単球系細胞は、生体内基質の蓄積により PI3K が活性化され、脳から分泌される
ケモカイン MIP-1αにより浸潤を起こすことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
GM2 gangliosidosis is a lysosomal beta-hexosaminidase (Hex) deficiency involving 
excessive accumulation of undegraded substrates, including GM2 ganglioside (GM2), and 
progressive neurodegeneration. In this study, we isolated monocyte cell line from the 
bone marrow of Sandhoff disease model mice, and demonstrated the abnormalities of signal 
transduction in monocyte cell lines. We found remarkable differences in the cell migraion 
for MIP-1alpha of SD monocyte (MSD) when compared to cells isolated from wild type (WT) 
mice, with activation of MSD. In addition, we observed increased Cofilin phosphorylation 
in MSD cells. Moreover, PI3K activity was increased about 5times in MSD compare with that 
of WT. These results suggest that the up-regulation of PI3K of MSD was dependent upon 
accumulation of natural substrates, including GM2. These findings may represent a 
mechanism in linking infiltrating cells into brain observed in GM2 gangliosidosis. 
 

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２０１０年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

２０１１年度 900,000 270,000 1,170,000 

２０１２年度 900,000 270,000 1,170,000 

総 計 3,000,000 900,000 3,900,000 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：基礎医学・病態医化学 

キーワード：先天性代謝異常症、糖脂質、リソソーム病、ケモカイン、脳内浸潤 

機関番号：１６１０１ 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：２０１０～２０１２ 

課題番号：２２７９０３１８ 

研究課題名（和文） リソソーム病における造血系細胞の脳内浸潤機構の解明と治療への応用

 

研究課題名（英文） Analysis of brain infiltrating monocyteic cell in lysosomal disease

 

研究代表者 

辻 大輔（TSUJI DAISUKE） 

  徳島大学大学院ヘルスバイオサイエンス研究部・助教 

   研究者番号：００４２３４００ 



１．研究開始当初の背景 
申請者は、これまでリソソーム性糖鎖分解

酵素の欠損症（リソソーム病）の発症機構の
解明とその治療法開発のための基礎研究に
従事してきた。特に中枢神経症状を惹起する
代表的なリソソーム病である Sandhoff 病モ
デルマウス（SD マウス）においてケモカイン
の発現変動を解析し、脳において Macrophage 
inflammatory protein-1α（MIP-1α）が特
異的に増大し、ミクログリアやアストロサイ
トなどのグリア細胞が活性化していること
を明らかにした。MIP-1αをはじめとするケ
モカインは、走化性を有する一群のサイトカ
インであり、炎症や病原体感染時に産生され、
炎症部位に白血球などの浸潤を惹起する機
能を持つ。近年、アルツハイマー病をはじめ
とする神経変性疾患において様々なケモカ
インがグリア細胞から分泌され、病態の進行
に重要な役割を演じていることが報告され
ており、SD マウスの脳内においても、活性化
マクロファージの脳内移行に深く関与して
いると考えられている。 
 また申請者は平成 19年度から若手研究（B）
で、SD マウス脳由来グリア細胞における
MIP-1αの異常発現機構の解明や増殖に関与
するシグナル伝達機構の研究を行ってきた
（課題名「グライコーム異常によるグリア細
胞の活性化機構」、課題番号 19760236、平成
19-21 年度）。この研究課題において、SD マ
ウス由来ミクログリアでの MIP-1 αの異常
産生機構、アストロサイトの異常増殖に関与
するシグナル伝達機構、そして脳内酵素補充
による MIP-1αの産生抑制を明らかにした。
これらの研究成果は、SD マウス脳内において
生体内基質蓄積により、グリア細胞が活性化
することで病態の進行に深く関与している
ことを示している。 
 しかしながら、グリア細胞が活性化するこ
とでケモカインの産生が亢進し、その結果と
して脳内のミクログリア・活性化マクロファ
ージが増大して神経炎症の憎悪因子として
働くことが明らかになっているものの、なぜ
単球・マクロファージが脳内に浸潤するのか
については依然として不明である。特に浸潤
する細胞側の研究は殆ど研究が行われてい
ないのが現状である。また SD マウスに対す
る骨髄移植により、寿命が大きく増大するこ
とが報告されており、これは脳での異常を骨
髄由来の血球系細胞が感知し、脳内まで到達
することが考えられる。骨髄移植は他の中枢
神経症状を惹起するリソソーム病モデルで
も治療効果を示すことが明らかとなってお
り、脳内での生体内基質蓄積による異常なシ
グナルと、それに応答して脳内浸潤を起こす
細胞やそのメカニズムを明らかにすること
は、リソソーム病の病態の理解と治療法確立

において重要であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では中枢神経症状を呈するリソソ

ーム病である Sandhoff病のモデルマウス（SD
マウス）を対象とし、脳内に浸潤する細胞の
特定とそのメカニズムを明らかにすること
を目的として、下記の実験を行った。 
（1）SD 及び正常マウス由来骨髄・末梢血細
胞の性質決定及び脳内浸潤細胞の特定 
（2） SD マウス由来骨髄における異常メカニ
ズムの解明 
 

３．研究の方法 
（1）SD 及び正常マウス由来骨髄・末梢血細
胞の性質決定及び脳内浸潤細胞の特定 
 SD マウスの脳組織において免疫組織化学
によりどの細胞集団が浸潤しているかを明
らかにした。さらに SD マウス及び野生型
（wild-type: WT）マウスから骨髄・末梢血
細胞を採取し、細胞型マーカーにより細胞集
団の割合解析や糖脂質などの生体内基質蓄
積解析を行い、病態における造血系の細胞集
団の脳内浸潤と蓄積基質との関係を明らか
にした。 
 
（2）SD マウス由来骨髄における異常メカニ
ズムの解明 
 抗体やシグナル伝達阻害剤を利用して、SD
マウス由来単球細胞株において細胞活性化
に関わるシグナル系を明らかにした。 
 
４．研究成果 
（1）SD 及び正常マウス由来骨髄・末梢血細
胞の性質決定 
 生後 16 週齢の SD 及び WT マウスの大腿骨
から、骨髄細胞（Bone marrow cell；BMC）
を単離し、性質決定を行った。人工基質を用
いたβ‐Hex の酵素活性を測定した結果、SD 
BMC では MUG、MUGS 共に顕著な活性の低下を
示し、野生型（WT BMC）に対する残存率はそ
れぞれ 3.42 %（MUG）、13.79 %（MUGS）であ
った。なお、対照酵素であるβ‐Gal 分解活
性は、WT BMC と比較して顕著な差はみられな
かった（次項①A）。次にβ‐Hex の生体内基
質である GM2、GA2 そして末端 GlcNAc 含有糖
鎖を認識するモノクローナル抗体を用いて
間接蛍光抗体法により蓄積基質の解析を行
った。その結果、GM2 免疫反応性は、WT と SD
共に観察され、その強度に大差はなかった。
一方、GA2 及び末端 GlcNAc 含有糖鎖に関して
は SD において強い免疫反応性が観察された
（次項①B）。さらに、蓄積している糖脂質を
調べる目的で各細胞から糖脂質を抽出し、
TLC により糖脂質の蓄積を解析した。その結
果、GA2 及びグロボシドが SD BMC では蓄積し



ていることが明らかになった（下図①C）。 
これらの結果から、SD BMC では WT と比較

して顕著な酵素活性の低下及びそれに伴う
生体内基質の蓄積が起こっており、特に GA2
やグロボシドなどの糖脂質及び末端 GlcNAc
含有糖鎖が蓄積していることが示された。 

 
①WT 及び SD BMC の酵素活性測定及び蓄積基
質解析 
 
（2）WT 及び SD BMC のケモカインに対する応
答性 
 次に、BMC におけるケモカインの応答性を
検討するために、各ケモカインを用いた
Migration assay を行った。その結果、WT BMC
はどのケモカインにおいてもほとんど遊走
されなかったのに対し、SD BMC では MIP-1α
において顕著な遊走活性を示し、強い応答性
があることが明らかとなった（②A）。SD マウ
スの脳内では MIP-1αの発現誘導が報告され
ており、末梢の骨髄由来細胞が脳内で分泌さ
れた MIP-1αに応答して脳内に移行している
可能性が示唆された。 

さらに、WT 及び SD BMC における MIP-1α
応答性の濃度依存性を検討した結果、各 BMC
は共に濃度依存的に MIP-1α反応性が増大し、
MIP-1α濃度が 50ng/mL において SD BMC は WT
の約 2 倍の遊走活性があり、SD BMC は高い
MIP-1α応答性を示し、濃度依存的に増大す
ることが明らかとなった（②B）。 

②ケモカインによる WT 及び SD BMC の誘走 
 
（3）SD マウスの脳における末梢の骨髄由来

細胞の浸潤 
 MIP-1αは炎症性ケモカインであり、白血
球を炎症局所に誘引する作用を持つことが
知られている。さらに、多くの神経変成疾患
において発現誘導が起こっていることが明
らかとなっており、SD マウス脳内でも同様に
増大していることが報告されている。そのた
め、SD マウスから脳を摘出した後、切片を作
製し、白血球共通抗原である抗 CD45 抗体を
用いて免疫組織染色を行った。③A に示すよ
うに、SD の脳では WT では観察されない CD45
免疫反応性が脳の大部分の領域で観察され
た（③B）。また、陽性細胞の形態は小さく、
丸い形態を示し、突起状の細胞も観察された
（Fig3-4A）。これらの結果は、SD の脳内にお
いて末梢の骨髄由来細胞が脳内に移行して
いる可能性を示唆している。さらに、各細胞
表面抗原に対する抗体を用いて、どの細胞集
団が脳内に存在しているか検討するために、
脳切片を作製して免疫組織化学を行った。そ
の結果、SD マウスの脳において単球・マクロ
ファージ（CD11b）及び Tリンパ球（CD3）が
観察された（③C）。単球・マクロファージは
中脳、視床、延髄で陽性を示し、特に延髄に
おいて強い免疫反応性が得られた。一方、T
リンパ球は脳全体で観察されたが、各領域に
おいて陽性細胞数は少なかった。なお Bリン
パ球（B220）及び顆粒球（Gr-1）はほとんど
陰性であった。これは末梢由来の単球・マク
ロファージ及び Tリンパ球が脳内へ移行した
可能性を示唆しており、特に単球・マクロフ
ァージの脳内浸潤が顕著であることが明ら
かになった。 
 
（4）SD マウス骨髄由来単球細胞の単離 
次に MIP-1αによる CD11b 陽性細胞の遊走

能を観察するために、WT 及び SD BMC からこ
れらの細胞を単離・株化し、Migration assay
を行った。まず間接蛍光抗体法により単離し
た細胞集団が CD11b陽性細胞であるかどうか
を確認した（④A）。次に Migration assay を
行った結果、SD BMC 由来細胞（MSD）では顕
著な遊走活性の増大が示された（④B,C）。こ
の結果と Fig3-2B の結果とを比較すると、単
球・マクロファージの集団が全骨髄よりも明
らかに MIP‐1α応答性が強いことが明らか
となった。このことから、SD マウス脳内にお
いて発現誘導されている MIP-1αにより、他
の造血系細胞と比較して単球・マクロファー
ジが末梢血から脳実質内に誘引・浸潤してい
る可能性が示唆された。 
 



③WT 及び SD マウス脳における免疫組織染色 
 

④WT 及び SD マウス脳における免疫組織染色 
 
（5）SD マウス骨髄由来単球細胞のシグナル
伝達解析 
最後に MSD のシグナルに関して、細胞運動

に関与するアクチン関連タンパクの変動に
ついて調べた。その結果、⑤に示すようにリ
ン酸化 Cofilin のみ MSD で減少しており、そ
の他は増大していた。特にこれらの上流であ
る PI3K の活性を測定した結果、約 5 倍増大
していた（data not shown）。さらに酵素補
充により生体内基質蓄積を解消した結果、
PI3K の活性化は顕著に抑えられ、WT と同等
のレベルとなった（data not shown）。 

以上の結果から、D マウス由来単球系細胞
は、生体内基質の蓄積により、PI3K が活性化
され、アクチンの重合及び脱重合が盛んとな
り、その結果として脳から分泌されるケモカ
イン MIP-1αに誘因されて浸潤を起こすこと

が示唆された。 

⑤アクチン関連タンパクの発現変動 
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