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研究成果の概要（和文）：遺伝性ライソゾーム病の神経細胞障害に至る分子機構の詳細は未だ不

明である。本研究課題で、ライソゾーム病モデル神経細胞において、オートファジー機能異常、

ミトコンドリア機能異常およびヒストン脱アセチル化酵素異常を見いだした。また、オートフ

ァジー阻害剤およびヒストン脱アセチル化酵素阻害剤の分子病態に対する効果を見いだした。

将来的なライソゾーム病神経細胞障害に対する分子標的療法の開発のための重要な知見が得ら

れた。 
 
研究成果の概要（英文）：Molecular pathophysiology of neurodegenerative lysosomal storage 
disease ia still largely unclear. In this study, we found impairments of autophagy 
degradation and mitochondrial function and dysregulation of histone deacetylases in 
cultured neuronal model of this disease. We also examined the therapeutic effects of 
inhibitors for autophagy and histone deacetylase in this model cells. The obtained results 
gave us important insight into the development of novel molecular targeting therapy for 
neurodegeneration of lysosomal storage diseases in the future.  
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１．研究開始当初の背景 
 ライソゾーム病の治療では、酵素補充療

法が臨床的に実用化されゴーシェ病、ムコ

多糖症、ポンペ病などでは画期的な成果を

あげている。しかし、酵素補充療法では中

枢神経障害の治療には限界がある。そこで、

我々はGM1-ガングリオシドーシスやゴーシ

ェ病の中枢神経障害に効果のある画期的な
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ケミカルシャペロン法を世界に先駆けて開

発した（Matsuda et al., Proc Natl Acad Sci 

U S A. 2003 ; Suzuki et al., Ann Neurol 

2007 ; Gucev et al., Am J Med Genet 2008）。

この方法は、低分子物質（NOEVなど）を経

口投与することにより、残存した変異酵素

を有効に利用する方法で、我々はすでにモ

デルマウスの中枢神経障害の改善を報告し

ており、現在臨床的な応用を目指している。

そして、このケミカルシャペロン療法をラ

イソゾーム病のみならず、多くの疾患へ応

用するための研究を開始している。しかし、

ケミカルシャペロン療法では、酵素のまっ

たく作られない変異などには効果がなく、

さらに新たな中枢神経障害の治療法開発が

大きな課題になっている。 

 近年ライソゾーム病ではオートファジー

の異常が注目されている。オートファジー

はライソゾーム病とは密接な関係があるこ

とが知られてきているが、我々は GM1-ガン

グリオシドーシスと I-cell病においてのオ

ートファジー異常を世界ではじめて明らか

にした（Takamura et al., Biochem Biophys 

Res Commun 2008 ; Otomo et al., Mol Genet 

Metab 2009）。これは、オートファゴゾーム

とライソゾームの融合障害が引き金になる。

そして、オートファゴゾーム内に異常蛋白

が蓄積し、細胞内のシグナル伝達が異常に

なり、神経細胞障害を引き起こすと考えら

れる。我々は、GM-ガングリオシドーシス脳

神経細胞において Trk 受容体がエンドソー

ム・ライソゾーム内に蓄積し下流シグナル

に異常を来すことを示し、その結果、神経

細胞膜の流動性が低下することを見いだし

た。 

 しかし、オートファジー異常によりさら

に多くのシグナル伝達が異常となっている

ことが推測され、GM1-ガングリオシドーシ

スでのオートファジー異常のさらなる解明

が治療法を開発するためには不可欠と考え

ていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ライソゾーム病神経細胞にい

てp62を介したオートファジー異常と蛋白質

蓄積の分子機構の解明を目的とした。また、

オートファジー機能異常を回復する新規治

療法の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 

ラット線維芽細胞腫細胞株 B103は 10%FBSを

含む DMEM培地で培養した。B103にライソゾ

ーム由来コレステロール輸送蛋白質 NPC1を

阻害する U18666A、またはライソゾーム融合

阻害剤クロロキンをそれぞれ 16 時間作用さ

せた細胞をライソゾームモデル神経細胞と

して解析に用いた。 

培養ライソゾーム神経細胞モデル 

(2) 

免疫蛍光抗体染色は、各標的一次抗体に対し、

Alexa-flour 標識二次抗体で染色した。ライ

ソゾームとミトコンドリア機能染色は

Alexa-555標識の Lysotrackerと

Mitotracker を用い行った。細胞内遊離型コ

レステロールは Filipin complex を用い染色

した。蛍光画像は Leica共焦点レーザー顕微

鏡を用い取得した。 

蛍光染色 

(3) 

培養 B103細胞から抽出した蛋白質を

SDS-PAGE で泳動、ニトロセルロースメンブレ

ンに転写後、一次抗体と HRP 標識二次抗体で

反応し、ELC-Plus発色した。ヒストン H4シ

グナルの検出には、Triton X-100 を含むヒス

トン抽出を行い、同様に SDS-PAGEを行った。

シグナルは LAS-4000（GEヘルスケア）によ

り検出した。 

ウエスタンブロット法 

 

４．研究成果 

(1) 

ラット神経芽細胞腫由来細胞株 B103に

U18666Aまたはクロロキンを作用させた細胞

では、コントロールには見られないライソゾ

ーム内コレステロールの蓄積が見られた（図

１A）。同様の条件下でユビキチン結合蛋白質

p62の細胞内蓄積も見られた（図１B）。こ の

結果はウエスタンブロット法でも確認され

（図１C）、また、ユビキチン化蛋白質の蓄積

も認められた（図１D）。さらに、K48ユビキ 

ライソゾーム病モデル神経細胞における

p62とユビキチンの蓄積とミトコンドリア機

能異常 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

チンと K63ユビキチンの蓄積が見られ（図１

E）、この結果は、ライソゾーム病神経細胞内

で、エンドサイトーシス、オートファジー系

の機能異常とともに、細胞内蛋白質品質管理

機構の機能異常も示唆した。 

 ミトコンドリアは ATP産生を行う細胞内小

器官で、その機能維持にはミトファジーと呼

ばれるオートファジー・ライソゾーム系によ

るミトコンドリアの選択的分解系が重要な

役割を担うことが明らかになってきている。

ミトファジーの分子基盤には、機能異常をお

こしたミトコンドリアがユビキチンリガー

ゼである Parkinによりユビキチン化を受け

た後、ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)6と

p62によりオートファゴソームへ誘導される

モデルが提唱されている。そこで、我々はク

ロロキンとミトコンドリア電子伝達系阻害

作用をもつロテノンをそれぞれ作用させた

B103細胞において、ミトコンドリア機能と

HDAC6 の細胞内局在変化を検討した（図２）。

コントロール細胞に比べ、クロロキンおよび

ロテノンを作用させた細胞では Mitotracker

の染色性が著しく低下し、ミトコンドリアの

機能が低下していることを示した。また、同

様の細胞で、HDAC6 は細胞質に顆粒状に蓄積

していた。また、クロロキンとロテノンの両 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方を作用させた細胞では、HDAC6 の細胞質蓄

積が顕著にみられ、また異常な形態のミトコ

ンドリアも細胞質に見られ、それらは一部共

局在していた。この結果は、ロテノンの作用

により生じた異常なミトコンドリアが HDAC6

とともにオートファゴソーム膜へ輸送され

た後、ライソゾームとの癒合がクロロキンに

より阻害されたためと考えられた。 

 

(2) 

HDAC6 はクラス IIに属する HDACで細胞質に

局在し、主に微小管α-チューブリンを基質

とし、アセチル化を制御し微小管の安定化に

関わることが最近の研究で明らかになって

きた。そこで、U18666Aおよびクロロキンを

作用させた B103細胞で、アセチル化α-チュ

ーブリンの細胞内局在および発現を調べた

結果、アセチル化α-チューブリンの低下を

認めた（図３）。特に、その効果はクロロキ 

ライソゾーム病神経細胞におけるアセチ

ル化チューブリンの低下 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ンを作用させた細胞で顕著に認められ、細胞

内で HDAC6機能が亢進している可能性を示唆

した。 

 

(3) 

最近の成果から、HDACは広範な細胞内機能に

重要な機能を有することが分かり、HDAC 機能

阻害剤は癌、神経疾患などに対する有効性が

示されている。特に神経変性疾患においては、

ポリグルタミンや変異蛋白質の蓄積を原因

とするハンチントン病や筋萎縮性側索硬化

症などに対する治療効果が動物モデルで示

されている。また、最近、ライソゾーム病で

あるニーマン・ピック病 C型患者皮膚線維芽

細胞のコレステロール蓄積に対し、HDAC 阻害

剤が蓄積を軽減することが示された。さらに、

ライソゾーム病であるゴーシェ病に対する

効果の報告もされているが、詳細な効果の機

序は明らかでない。一方、HDACはクロマチン

と結合するヒストンや非ヒストン性の転写

因子を標的とし、p53や Rbなどのがん抑制遺

伝子のアセチル化、脱アセチル化の制御はあ

る種の癌の発生に関わることから、種々の

ライソゾーム病神経細胞に対するHDAC阻

害剤の効果 



 

 

HDAC阻害剤が開発され、一部は新規の抗がん

剤として承認されている。Suberoyl anilide 

bishydroxamine (SAHA; vorinostat)はクラ

ス Iとクラス IIに属する HDACに対する強力

な阻害剤で、皮膚 T 細胞性リンパ腫に対する

治療薬として初めて FDAに承認された HDAC

阻害剤である。 

 我々は、SAHA、HDAC同様クラス I、IIに対

する阻害剤トリコスタチン A、および HDAC6

特異的阻害剤ツバスタチン Aの 3種類の HDAC

阻害剤の B103細胞への効果を検討した。

U18666Aによるアセチル化α-チューブリン

の低下に対し、3種類の阻害剤はいずれも軽

減効果を示した（図４A）。一方、U18666A作

用によるライソゾーム内コレステロール蓄

積に対する効果では、SAHAとトリコスタチン

A では有意な蓄積軽減効果を認めたのに対し、

ツバスタチン Aによる HDAC6特異的阻害では

効果を認めなかった（図４B）。この結果から 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ライソゾーム細胞においては細胞質 HDAC6以

外の HDACの関与が示唆された。最後に、核

内に局在する HDAC について検討を行った。 

ライソゾーム阻害剤および SAHAを作用させ

た B103細胞からヒストン抽出を行い、ヒス

トン H4のアセチル化レベルを比較した。結

果、U18666A とクロロキンではアセチル化 H4

レベルが低下し、SAHAにより正常化している

ことが分かった（図５）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 以上の結果からライソゾーム病神経細胞

内では、ライソゾーム内脂質蓄積を起因とし

た、オートファジー異常にはミトコンドリア

機能異常が関連し、さらにヒストン脱アセチ

ル化酵素が複雑に関連していることを示し

た。SAHAは FDA認可薬であり、動物実験では

血液脳関門を通過することが報告されてい

ることから、脳病変に有効である可能性があ

る。一方で、広範な HDAC阻害による副作用

も考えられることから、今後、各 HDAC に対

する特異阻害剤の効果を調べることが必要

と考えられる。また、HDAC阻害剤の脂質蓄積

に対する効果については、HDAC下流の制御遺

伝子の発現が関与する可能性があり、今後こ

れらを明らかにして行くことで、より特異的

な治療法が開発できると考えられる。さらに

は、既存のケミカルシャペロン療法との相乗

効果など、動物モデルを用いた治療効果実験

を行うことで、新規治療法へと発展できると

考えられた。 
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