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研究成果の概要（和文）：ライソゾーム病の神経障害において、オートファジーの亢進が重要とされている。ムコ多糖
症II型モデルマウス（IDS-KO）を用いてオートファジー関連薬物の投与により、ライソゾーム病の神経障害の治療を目
的に研究を行った。
IDS-KOの脳組織でオートファジー亢進を示すSCMAS染色を行うと、6週齢より陽性反応を示した。25週齢より神経細胞に
異常封入体が現れた。オートファジーの抑制作用を持つクロロキンを4週齢より経口投与し25週齢で観察したところ、
異常封入体を持つ神経細胞は存在せず、20週齢マウスと同等の病相であった。このことから、オートファジーの抑制に
より病状の進行を遅らせる可能性が推測された。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is an important factor in the degeneration of neuronal cells of lysosoma
l storage diseases. We did an experimental study of modifying the autophagy to treat the neurodegeneration
 in the brain of the mucopolysaccharidosis type II model mouse (IDS-KO). 
SCMAS staining of the brain of IDS-KO showed abnormal stimulation of autophagy in various cells especially
 in neuronal cells, which began from around 6 weeks old IDS-KO. At age 25 weeks, abnormal inclusion bodies
 appeared in the cytoplasm of neuronal cells of IDS-KO brain, which was not existed at age 20 weeks. We ad
ministered chloroquine to IDS-KO orally from 4 weeks old until the examination at 25 weeks old, which find
ings of the brain were similar to those of 20 weeks old IDS-KO. The result suggested that the inhibition o
f autophagy could suppress the disease progression in the brain of IDS-KO.
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１．研究開始当初の背景 
我々は、今までにライソゾーム病の脳障害の
治療に向けて遺伝子治療（Takaura N, et al. 
Gene Ther 10: 1487-93, 2003）や細胞移植
治療（Sawada T, et al. Brain Dev 31: 717-24, 
2009）の研究を続けてきた。これらは実験的
な効果は認められたが、臨床応用には治療の
安全性と効果の持続性に問題が残されたま
まとなった。効果の持続性には病宿主の免疫
反応が重要な課題であることも見えてきた。
さらなる発展のためには、「治療の方法」だ
けでなく「神経変性の病態解明」の両面から
のアプローチが必要であると結論し、本研究
計画に至った。 
近年、オートファジーを促進させることによ
り、アルツハイマー病（Lee JH, et al. Cell 
141: 1112-4, 2010）やハンチントン病
（Tsvetkov AS et al. PNAS 107: 16982-87, 
2010）などの神経変性疾患の進行が抑制され
ると報告され、分解代謝の障害とライソゾー
ムの不安定化は神経変性の共通のメカニズ
ムとして重要視されてきている。ライソゾー
ム病の神経障害においてもオートファジー
が大きくかかわっていると考えられるよう
になった。そこで、このオートファジーを修
飾する薬剤により、ライソゾーム病の神経病
変の進行を抑制できないかと研究を計画し
た。 
 
２．研究の目的 
我が国において、ムコ多糖症 II 型はムコ多
糖症全体の 6割近くを占め、その 7割が脳障
害を伴う重症型である。現在、重症型、軽症
型を問わず、すべてのムコ多糖症 II 型患者
は酵素補充療法を受けているが、重症型の脳
障害に対する効果は無い。ムコ多糖症 II 型
の脳障害の病態研究および治療研究は、医療
経済的にも社会的にも重要である。 
ムコ多糖症 II 型患者組織には、ヘパラン硫
酸とデルマタン硫酸が蓄積する。ムコ多糖症
II 型のモデルマウスを用い（1）脳障害のメ
カニズムをオートファジー中心に組織所見
より分析し、さらに、マウスに経口薬剤を投
与して（2）オートファジーをコントロール
するにより、神経変性を加療できる可能性を
検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）脳病変の継時的変化の電子顕微鏡によ
る観察 
IDS-KO は、20 週齢ころより動きが少なく
なり、寿命はおよそ 12 か月である。IDS-KO
を 4 週、8 週、20 週、25 週および 36 週でそ
れぞれ屠殺して電子顕微鏡にて脳組織を観
察した。 
（２）脳組織におけるオートファジーの継時
的変化の観察 
 IDS-KO の生後 2日、1週、2週、4週、6週、
8 週の脳組織をポリユビキチン化タンパク質
をオートファゴソームにつなぐリン酸化 p62

（活性型 p62）およびミトコンドリアがオー
トファジーを受けたときに現れるSCMASの染
色を行い、オートファジーの亢進が始まる時
期と過程を観察した。 
（３）薬物投与による影響の観察 
オートファジー阻害物質の一つであるクロ
ロキンを 4週齢より経口投与し、25 週齢時に
脳組織を検索した。また、オートファジー誘
導物質の一つであるラパマイシン4週齢より
腹腔内投与し、14 週齢で脳組織を検索した。 
 
４．研究成果 
（１）脳病変の継時的変化の電子顕微鏡によ
る観察 
20 週齢の IDS-KO の脳組織の電子顕微鏡によ
る観察では、大小の空胞が細胞質に充満した
ミクログリアおよびアストロサイトが脳組
織全体に認められ（図１）、ムコ多糖等の蓄
積に伴うオートファジーの亢進により、ライ
ソゾームが膨化していると推測された。他方、
神経細胞は正常の形態であった。神経細胞の
変化は 25 週齢において初めて認められ、胞
体内に淡い渦巻状の封入体が多数出現した
（図２）。空胞化したミクログリアの数はむ
しろ減少していた。 
（２）脳組織におけるオートファジーの継時
的変化の観察 
生後 2 日目から 8 週齢までの IDS-KO の脳組
織について、リン酸化 p62 および SCMAS の染
色を行ったところ、6 週齢より陽性反応を示
した。染色性は、神経細胞に強く表れた（図
３）。36 週齢の IDS-KO を用い、関連物質を免
役染色にて検索した。SCMAS とともに、LAMP1
（lysosomal associated protein 1）が神経
細胞、ミクログリアで陽性を示し、ライソゾ
ームの活性化が推測された。ミトコンドリア
の変性を示す TOM（mitochondrial protein 
translocase of the outer membrane）も神
経細胞で強陽性を示し、オートファジーの亢
進が推測された。GM3-ガングリオシドの染色
では、IDS-KO の大脳皮質においてミクログリ
アおよび腫大した神経細胞に強い陽性反応
を認め、神経細胞膜の変性崩壊が推測された。
Ubiquitin はミクログリアで強い陽性を認め、
ユビキチン-プロテオソーム系の亢進が推測
された。PDI（protein disulfide isomerase）
は、正常コントロールマウスと差を認めず、
小胞体ストレス反応の亢進は大きくないと
推測された。 
（３）薬物投与による影響の観察 
以上の結果を受けて、生後 4週齢よりオート
ファジーの抑制作用があるクロロキンの経
口投与を続けた。25 週齢で観察したところ、
異常封入体を持つ神経細胞は存在せず 20 週
齢マウスとよく似た病相であった。このこと
から、オートファジーの抑制により病状の進
行を遅らせる可能性が推測された。他方、オ
ートファジー誘導物質の一つであるラパマ
イシンを 4週齢より腹腔内投与したが、薬物
による副作用にてマウスが衰弱したため 14



週齢で脳組織を検索した。これについては有
意な結果が得られなかった。 
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