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研究成果の概要（和文）：本研究課題では神経性セロイドリポフスチン症（NCL）のモデルマウスであるカテプ
シンD（CTSD）欠損マウスの脳内で蓄積する異常リソソームとオートファジーとの関連について解析を進めた。
CTSD欠損条件下でも、p62やNBR1はオートファジー/リソソーム経路を介して正常に分解されるが、CTSD欠損神経
細胞内ではユビキチン、p62、NBR1が異常リソソームの膜表面近傍に集積する現象について明らかにした。さら
に、CTSD/Atg7 Nestin Creマウスの解析から、NCLで蓄積する異常リソソームはオートファゴソームによって処
理されている可能性が示唆された。現在これらの結果について論文作成している。

研究成果の概要（英文）：Cathepsin D (CTSD), a major lysosomal aspartic protease, is a causative gene
 of neuronal ceroid lipofuscinosis (NCL), characterized as one of lysosomal storage diseases. In 
this study, I investigated the relation between autophagy and the abnormal lysosomes accumulated in 
neurons of CTSD-deficient mice. We found that p62 and NBR1 were degraded normally via autophagy / 
lysosome pathway even in CTSD-deficient cells, while these proteins were increased and accumulated 
on the surface of abnormal lysosomes observed in CTSD-deficient neurons. Furthermore, from the 
investigation using CTSD / Atg7 Nestin-Cre mice, it was suggested that the abnormal lysosomes were 
enclosed by autophagosomes in CTSD-deficient neurons. These results have important implications for 
understanding the pathogenesis of NCL and the precise mechanism for selective autophagy of defective
 lysosomes. We are currently preparing a paper on these results.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NCLは神経細胞内に異常なリソソームを蓄積する神経変性疾患の一種であり、その機序については未だ不明な点
も多い。近年、NCLとオートファジーの関係についていくつかの報告があるが、その多くはオートファジー機能
不全やリソソーム内での分解障害を示唆する内容である。本研究では、NCLで誘導されるオートファジーが不良
リソソームの品質管理に働いている可能性を示した。細胞内不良オルガネラを標的にした選択的オートファジー
は過去に多く報告されているが、その中で生体内での現象について示した例は未だ多くない。本研究はNCLの病
態だけでなく、生体内での選択的オートファジーを理解する上で重要な意味を持つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

CTSD 欠損マウスの脳内ではセロイドリポフスチンを有する異常リソソームが蓄積し、CTSD は

神経性セロイドリポフスチン症（NCL）の原因遺伝子の一つ（CLN10）として同定された。CTSD

欠損マウスや、その他の NCL モデルマウスの神経細胞内では、オートファゴソームやオートフ

ァジーに関連するユビキチン、p62、NBR1、LC3-II が蓄積することが知られていたが、これら

がなぜ蓄積するのかについて詳細は不明であった。その原因として、先行論文の中ではオートフ

ァジー機能不全やリソソーム内分解障害が示唆されていたが、CTSD 欠損マウス線維芽細胞で

も p62 や NBR1 は正常に分解されることが分かった。一方で、CTSD 欠損マウスの神経細胞内

ではユビキチン、p62、NBR1 が蓄積するが、これらは異常リソソームの表面近傍に集中して蓄

積することが分かった。ここから、p62 や NBR1 の蓄積は、単純なリソソームの分解障害によ

り生じた結果ではなく、異常リソソームを標的とした選択的オートファジーの受容体タンパク

質として働いているのではないかと仮説を立てて研究を始めた。 

 

２．研究の目的 

本研究は、NCL の病態解明のため、CTSD 欠損マウス神経細胞内で誘導されるオートファジー

の役割について検討することを目的に行った。予備実験の結果から、CTSD 欠損マウス神経細胞

内で蓄積する異常リソソームの一部は、オートファゴソーム様の二重膜により取り囲まれてい

る事が分かった。そこで、この二重膜構造がオートファジーにより生じるかどうかを明らかにす

るため、CTSD Nestin-Cre マウスとオートファジー機能不全モデルである Atg7 Nestin-Cre マ

ウスを掛け合わせにより、中枢神経系特異的オートファジー機能不全 NCL モデルマウス 

(CTSD/Atg7 Nestin-Cre マウス)を作成した。 

 

３．研究の方法 

本研究では NCL におけるオートファジーの役割について検討するため、中枢神経系特異的オー

トファジー機能不全 NCL モデルマウス（CTSD/Atg7 Nestin-Cre マウス）を作成した。実験で

は電子顕微鏡を用いて、CTSD Nestin-Cre マウスと CTSD/Atg7 Nestin-Cre マウスの神経細胞

内の超微細形態、特に異常リソソームとそれを取り囲む二重膜構造を中心に解析進めた。 

また、野生型/CTSD 欠損マウス線維芽細胞を用いた実験では、バフィロマイシン処理により起

こる p62 や NBR1 の量的変化について Westernblot 法を用いて検討した。併せて、生後 9 日齢

と 23 日齢の CTSD 欠損マウス脳、生後 23 日齢の CTSD 欠損マウスの脊髄、心臓、肝臓、腎臓

においても同様に Westernblot 法で蓄積タンパク質の量的変化を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) CTSD 欠損細胞内での p62、NBR1 の分解について 

CTSD 欠損マウス線維芽細胞を用いた予備実験から、栄養飢餓培地により強制的にオートファ

ジーを誘導すると蓄積する p62 や NBR1 は有意に減少する事が明らかとなった。また本研究で

は、細胞内 v-ATPase 阻害剤であるバフィロマイシンを用いて、オートファジー/リソソーム経

路による分解障害を誘導した際に、CTSD 欠損マウス線維芽細胞で p62 や NBR1 の蓄積が増加

することを明らかにした。さらに、電子顕微鏡を用いた解析から、正常細胞と同様に CTSD 欠



損マウス線維芽細胞でも栄養飢餓条件でオートファゴソームが形成されることを明らかにした。

これらの結果は、CTSD 欠損条件下でも p62 や NBR1 は正常に分解されることを示しており、

CTSD 欠損マウス神経細胞内で蓄積する p62 や NBR1 は単純な分解阻害によるものではないこ

とを示唆する。 

 

(2) CTSD 欠損マウスで蓄積する p62、NBR1 について 

生後 23 日齢の野生型、及び CTSD 欠損マウスの脳を用いて蓄積するタンパク質について比較し

た。CTSD 欠損マウスでは異常なリソソームが蓄積することが分かっており、リソソームマーカ

ータンパク質として用いられる Lamp1やカテプシン B（CTSB）は有意に増加することが分かった。

加えて、オートファジーに関与するユビキチン、p62、NBR1 と LC3-II の蓄積についても野生型

と CTSD 欠損マウスの間で有意な差があることを明らかにした。さらに、所属研究室で開発した

In-resin CLEM 法を用いて蓄積する p62、NBR1 の詳細な局在についても検討を加えた。予備実験

で行った免疫電子顕微鏡法と同様に p62 や NBR1 は主に異常リソソームの表面近傍に集積するこ

とが確認できた。 

また、脳以外の臓器や、若齢マウス（生後 9 日齢）を用いた検討も加えた。脊髄、心臓、肝臓、

腎臓を用いて同様の検討をしたところ、p62 や NBR1 は脳と脊髄だけで顕著に増加し、他の臓器

では野生型と大きな差がないことが分かった。さらに興味深いことに、生後 9 日齢の CTSD 欠損

マウス脳内ではリソソームマーカータンパク質である Lamp1 や CTSB については増加傾向が認め

られたが、ユビキチン、p62、NBR1 については野生型と差がなかった。これらの結果から、CTSD

欠損マウス神経細胞内ではユビキチン、p62、NBR1 が異常リソソームの膜表面近傍に蓄すること

が明らかとなった。さらにこの変化は中枢神経系に特異的な現象であり、p62、NBR1 は経時的に

増加する可能性が示唆された。 



 

 

(3) CTSD/Atg7 Nestin Cre マウスでの異常リソソームと二重膜構造の検討について 

作成した CTSD/Atg7 Nestin Cre マウスの大脳皮質、視床、小脳について電子顕微鏡による超微

細形態観察を行った。CTSD 単独欠損同様に CTSD/Atg7 Nestin Cre マウスの脳内各領域にて異常

リソソーム構造は散見されたが、二重膜構造により取り囲まれた異常リソソームは認められな

かった。また、これまで観察してきた中で、CTSD/Atg7 Nestin Cre マウスで見られる異常リソ

ソームのサイズや数に関しては CTSD 単独欠損と大きな差がないことも分かった。これらの結果

から、CTSD 欠損マウスではオートファジーの有無に関係なく異常リソソームが蓄積し、それを

取り囲む二重膜構造がオートファゴソームであることが示された。 
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