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研究成果の概要（和文）：プロサポシン(PSAP)はライソゾームでのスフィンゴ脂質の加水分解に

関わるサポシン(SAPs)の前駆体タンパク質であり、PSAP自体が体液中に分泌されることも知ら

れているが、その生理機能はよく判っていない。本研究ではプロサポシン欠損マウス(Psap-/-)
の出生率が低いことに着目し、PSAP/SAPsのマウス胚発生における生理機能の解明を目指した。

野生型マウスの胚組織におけるPSAP/SAPsの時空間的発現解析を行った結果、PSAP/SAPsは時期

特異的に高発現し、胎仔への栄養供給を担う胚体外組織で強く発現していることが判った。

Psap-/-胚の病態解析では、Psap-/-は胎生早期から成長不良を呈し、胚体外組織の特定の細胞で

ライソゾームの形態異常が見られた。Psap-/-とプロサポシン強発現マウス(PSAP Tg)との交配実

験により、Psap-/-胚の胎生致死表現型は母体がプロサポシンを強発現することによってレスキ

ューされることを明らかにした。以上の結果から、PSAP/SAPsはマウス胎生期において胚体外組

織のライソゾーム機能に必須であることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Prosaposin (PSAP) is the precursor protein of saposins (SAPs) 

which are required for the lysosomal hydrolysis of sphingolipids. Although PSAP itself 
is known to be secreted into several body fluids, its physiological function is not well 
understood. PSAP deficient mice (Psap-/-) are born at the much lower frequency suggesting 
the function of PSAP during the mouse embryogenesis. In this study, we investigated the 
temporal and spatial expression of PSAP in the wild-type mouse embryo and the phenotype 
of Psap-/- embryo. Protein levels of PSAP in the mouse embryonic tissues were low at 
embryonic day (E) 6.5 and increased at E7.5 to 9.5. Immunohistochemical analyses showed 
high expressions of PSAP in decidua at E7.5 to 9.5 and in spongiotrophoblastic layer of 
placenta at E10.5. SAPs were highly expressed in the large lysosomes of visceral endoderm 
of yolk sac. Histopathological examination of Psap-/- embryos indicated the developmental 
abnormality as early as at around E7.5. Shrunken cells were observed in decidua. The number 
and the size of large lysosome in visceral endoderm of yolk sac were decreased. These 
lethal phenotypes of Psap-/- embryos were rescued by maternal overexpression of PSAP. Our 
findings suggest that PSAP and SAPs play important roles during the early stage of mouse 
pregnancy, at the site of decidua, yolk sac and placenta. 
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１．研究開始当初の背景 
生体膜の主要構成脂質の一つであるスフ

ィンゴ脂質は、ライソゾーム内において加水
分解酵素により分解される。親水性の加水分
解酵素と疎水性のスフィンゴ脂質との相互
作用にはサポシンと呼ばれる疎水性の糖タ
ンパク質が必須である。サポシン A,B,C,D は
共通の前駆体タンパク質であるプロサポシ
ンがライソゾーム内でタンパク質分解を受
けることにより生成される。大部分のプロサ
ポシンタンパク質はライソゾームへと運ば
れてサポシン A-Dの前駆体タンパク質として
機能するが、一部のプロサポシンは細胞外に
分泌され、脳脊髄液や精液、母乳などの体液
中に認められる。これらの分泌型プロサポシ
ンは独自の生物活性を持つことが示唆され
ているが、生体内での機能は未知である。一
方、近年サポシンについても脂質抗原提示や
小胞膜融合促進など脂質結合タンパク質と
しての新たな機能が提唱されつつある。 
ヒトプロサポシン欠損症は、これまでに世

界で 4家系の報告がある。いずれの報告例も、
出生直後あるいは新生児・乳児期早期から、
全般性の痙攣発作を起こすなどの重篤な神
経症状と著明な肝脾腫を呈し、ゴーシェ病Ⅱ
型 (急性神経型) の症状に類似した臨床所
見を示す。胎児死亡例も報告されている。
1996 年にFujitaらによって作製されたプロ
サポシン欠損マウス(Psap-/-)は半数が胎生致
死であり、出生したマウスも重篤な神経症状
を呈して 30 日前後で死亡する。生後 30日前
後のPsap-/-では全身組織に種々のスフィンゴ
脂質が蓄積しており、早期死亡の一因はサポ
シンの全欠損によるスフィンゴ脂質の分解
異常であると考えられた。しかし、残り半数
の胎生致死の原因は、胎児期におけるスフィ
ンゴ脂質の蓄積とは考えにくく、その原因究
明は行われていなかった。 
 
２．研究の目的 
 Psap-/-の出生率が極めて低いことから、プ
ロサポシンおよびサポシンはマウスの胚発
生に必須であり、新たな機能を見出せるので
はないかと考えた。そこで、本研究において、
野生型マウス胚におけるプロサポシンおよ
びサポシンの時空間的な発現解析と、Psap-/-

胚およびプロサポシン強発現マウス (PSAP 
Tg) 胚の表現型解析を行い、マウス胎生期に
おけるプロサポシンおよびサポシンの生物
機能を検討した。 
 
３．研究の方法 

(1)野生型マウス胚におけるプロサポシンお
よびサポシンの時空間的発現解析 
①胚組織の採取 
 野生型妊娠マウスの子宮から胎齢毎に胚
組織を採取した。胎生早期(胎齢(E)6.5-9.5
日)では母体由来の脱落膜細胞を含む胚組織
を、胎生中期 (E10.5-15.5)では臓側卵黄
嚢・胎盤・羊水・胎仔をそれぞれ採取した(図
1)。 

②プロサポシンおよびサポシンの発現解析 
 プロサポシンおよびサポシンの時系列に
沿った発現量解析は、抗マウスサポシン-B 
(マウス SAP-B) 抗体を用いてイムノブロッ
トにより行った。マウス胚組織内における空
間的発現解析は、マウス SAP-B抗体による免
疫染色と、プロサポシンのみを検出する抗マ
ウスプロサポシン特異抗体を用いて行った。 
 
(2) プロサポシン欠損マウス(Psap-/-)胚の病
態解析 
①胚組織の採取と遺伝子型決定 
 Psapヘテロマウス(Psap+/-)同士の交配によ
り上記の野生型マウスと同様に各胎齢の組
織を採取した。胎生早期 (E7.5-9.5)のマウ
ス胚の遺伝子型決定は、薄切切片の胎仔部分
のみを掻き出してゲノムDNAを抽出しPCRを
行った。E10.5以降のマウス胚からは胎仔の
一部を切除してゲノムDNAを得た。 
②Psap-/-胚の組織病理学的解析 
 Psap-/-胚の薄切切片を作製し、ヘマトキシ
リン・エオジン (HE) 染色や免疫組織染色を
行った。また、透過型電子顕微鏡により詳細
な細胞構造を観察した。 
 
(3)ヒトプロサポシン強発現マウス(PSAP Tg)



を用いたプロサポシン欠損マウス(Psap-/-)胚
のレスキュー実験 
 ROSA26 遺伝子座位に、CAG-ヒト PSAP cDNA- 
PolyA を挿入したヒトプロサポシン強発現マ
ウス (PSAP Tg) を作製した。 
PSAP Tgのヘテロ接合体 (PSAP Tg/w) と

Psap+/-の交配により、PSAP Tg/w, Psap+/-を得
た後に、これらのマウス同士を交配し、マウ
スプロサポシンが完全欠損し、ヒトプロサポ
シンを強発現するレスキューマウス (PSAP 
Tg/w, Psap-/-またはPSAP Tg/Tg, Psap-/-) を
作製した。次に、母体由来のプロサポシンの
胎仔への影響を検討する目的で、PSAP Tg/w, 
Psap-/-同士の交配から得られたPSAP w/w, 
Psap-/-胚の組織病理変化をPsap+/-交配での
Psap-/-と比較した。 
 
４．研究成果 
(1)野生型マウス胚におけるプロサポシンお
よびサポシンの時空間的発現変化 
①各胎齢におけるプロサポシン・サポシンの
発現量 
 胎生早期 (E6.5-9.5) の胚組織では、E7.5
においてプロサポシンは最も強く発現して
おり、E10.5 以降の胎盤では恒常的に発現し
ていた。サポシンは E7.5-9.5 の間で発現が
上昇していた(図 2A)。 
胎生中期(E10.5-15.5) の臓側卵黄嚢では、

サポシンが多量に発現しており、プロサポシ
ンはほとんど検出されなかった。また、Psap-/-

胚の臓側卵黄嚢でも野生型に比べ低いレベ
ルでサポシンが検出された。この結果から、
臓側卵黄嚢のサポシンは胎仔由来のものに
加え、母体由来のものが発現していることが
わかった(図 2B)。 
胎生中期(E10.5-15.5) の羊水ではプロサ

ポシンが同定され、サポシンは検出されなか
った。羊水中のプロサポシンは胎盤由来のプ
ロサポシンに比べて分子量が大きく、
Peptide-N-glycanase FでN-結合型糖鎖を切
断すると、同じ分子量のバンドへとシフトし
たことから、付加されているN-結合型糖鎖の
構造または数が胎盤由来のプロサポシンと
は異なることが示唆された。またPsap-/-の羊
水ではプロサポシンは検出されなかったこ
とから、羊水中のプロサポシンは胎仔由来の
分泌型プロサポシンであると考えられた(図
2C)。 

②プロサポシン・サポシンの組織内分布 
 胎生早期 (E6.5-9.5) の野生型マウス胚
組織では、胎仔由来の栄養膜巨細胞と、母体
由来の脱落膜細胞にプロサポシン・サポシン
の強い発現が認められた(図 3A)。Psap-/-胚の
免疫組織染色では、母体由来の脱落膜細胞で
はプロサポシン・サポシンの発現が認められ
たが、胎仔由来の栄養膜巨細胞では発現が認
められなかった。 
 臓側卵黄嚢では、抗マウス SAP-B 抗体を用
いた免疫組織染色で強い免疫反応が検出さ
れたが、マウスプロサポシンのみを認識する
抗体ではほとんど免疫反応は検出されなか
った。このことから、臓側卵黄嚢にはサポシ
ンが発現し、プロサポシンはほとんど発現し
ないことが確認できた。またライソゾームの
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 で あ る
Lysosomal-associated membrane protein 1 
(LAMP1) とマウス SAP-B抗体の共染色によっ
て、サポシンは臓側卵黄嚢の上皮細胞に存在
する巨大ライソゾームに発現していること
がわかった(図 3B)。 
 胎盤では、プロサポシン・サポシンは母体
由来の脱落膜細胞と胎仔由来の栄養膜巨細
胞および海綿状栄養膜細胞に強く発現して
いることがわかった。 

 
(2) プロサポシン欠損マウス(Psap-/-)胚の病
態 
①Psap-/-胚の存在率と形態変化 
Psap+/-同士の交配で得られた各遺伝子型の

新生仔の数はPsap+/+ : Psap+/- : Psap-/- = 36 : 
96 : 10 で、Psap-/-の出生率は 8.7%と有意に
低かった。各胎齢におけるPsap-/-胚の存在率
は、E7.5では野生型とPsap-/-がほぼ同数であ
ったが、E8.5以降、急激に減少することがわ
かった。また、Psap-/-胚はE7.5においてすで
に小さく、胎生後期にかけて、胎盤と胎仔に
形態異常が認められた。これらのことから、
Psap-/-胚は胎生早期から形態変化をきたし、
大部分が胎生致死であることがわかった(図
4A)。 



②Psap-/-胚の組織病変 
E8.5のPsap-/-では、胎仔由来の栄養膜巨細

胞と母体由来の脱落膜細胞の境界領域に空
胞変性を示唆する形態変化が認められた。ま
た、透過型電子顕微鏡による解析では、栄養
膜巨細胞のライソゾームの数が減少し、オー
トファゴソーム様の構造が多数観察された
(図 4B)。 

Psap-/-の臓側卵黄嚢では、巨大ライソゾー
ムの大きさと数が減少し、微絨毛が短いなど
の形態変化が観察された(図 4C)。 
 Psap-/-の胎盤では、海綿状栄養膜細胞層が
野生型に比べて低形成であった。 

(3) ヒトプロサポシン強発現マウス(PSAP 
Tg)との交配によるプロサポシン欠損マウス
(Psap-/-)のレスキュー 

PSAP Tg の胚組織から臓側卵黄嚢と羊水を
採取し、抗ヒト SAP-B抗体を用いたイムノブ
ロット解析を行った。その結果、臓側卵黄嚢
ではヒトサポシンが、羊水中ではヒトプロサ
ポシンが強く発現していた。これらの結果か
ら、PSAP Tgの胚組織ではヒトプロサポシン・
サポシンが内在性のマウスプロサポシン・サ
ポシンと同様の発現パターンで強発現して
おり、PSAP Tg は胚発生におけるプロサポシ
ン・サポシンの機能を検討する上で有用なモ
デル動物であることがわかった。 
マウスプロサポシンを完全欠損し、ヒトプ

ロサポシンを強発現するレスキューマウス 
(PSAP Tg/w, Psap-/- ま た は PSAP Tg/Tg, 
Psap-/-)は、各臓器でスフィンゴ糖脂質の蓄積
を認めず、一年以上生き延びた。このことか
らヒトプロサポシンを強発現させることで、
Psap-/-の致死性表現型がレスキューされ、ヒ
トプロサポシンはマウスにおいてサポシン
にプロセスされ、マウスプロサポシン・サポ
シンと同様に機能することがわかった。 

次にPSAP Tg/w, Psap-/-同士を交配し、得ら
れた各遺伝子型の新生仔の数を調べた。その
結 果 、 PSAP Tg/Tg, Psap-/- ： PSAP Tg/w, 
Psap-/-：PSAP w/w, Psap-/- = 4 : 6 : 6 であ
り、PSAP w/w, Psap-/-の出生率は 37.5%で、
Psap+/-交配におけるPsap-/-の出生率 (8.7%) 
に比べ有意に高いことがわかった。そこで、
この交配によって得られるPSAP w/w, Psap-/-

胚の組織病理変化をPsap+/-交配でのPsap-/-と
比較した。E8.5 において、PSAP w/w, Psap-/-

胚の胎仔部分や臓側卵黄嚢にPsap-/-に認めた
形態変化 (図 4) を認めず、レスキューマウ
ス (PSAP Tg/Tg, Psap-/-) と同様の所見が得
られた (図 5) 。一方、E18.5 の胎仔はPsap-/-

と同様に成熟遅延を呈し、胎盤では海綿状栄
養膜細胞層の低形成が認められた。以上の結
果から、母体側に強発現するヒトプロサポシ
ンは胎生早期においては胎仔へ移行し、
Psap-/-の胎生致死の表現型をレスキューする
と考えられた。 



(4)総括 
本研究は、マウス胎生期におけるプロサポ

シン・サポシンの役割を検討するために、野
生型マウス胚における時空間的な発現解析
とPsap-/-胚およびPSAP Tg 胚の表現型解析を
行った。 
野生型マウス胚においてプロサポシン・サ

ポシンは胎生初期の E7.5 頃から母体由来組
織である脱落膜、胎仔由来の細胞である栄養
膜巨細胞、臓側卵黄嚢に発現すること、胎生
中期以降に形成される胎盤では母体由来で
ある脱落膜と胎仔由来である栄養膜巨細胞
と海綿状栄養膜細胞に発現が見られること、
羊水中には胎仔由来の分泌型プロサポシン
が存在することを明らかにした。 

Psap-/-胚の組織病理学的解析の結果、
Psap-/-胚には、E7.5 頃から栄養膜巨細胞およ
び臓側卵黄嚢におけるライソゾームの形態
異常を呈して胎生致死となるものと、この時
期を乗り越えて胎生中期から後期にかけて
胎盤の海綿状栄養膜細胞層の低形成と胎仔
の発育遅滞を呈するものの、大きく 2つの表
現型があることがわかった。胎生致死となる
Psap-/-胚ではサポシンの欠損によって栄養膜
巨細胞のライソゾームや臓側卵黄嚢の巨大
ライソゾームの機能低下によって細胞の機
能障害が起こると考えられた。特に、臓側卵
黄嚢は、胎盤が形成される以前において、母
体由来の栄養素をエンドサイトーシスによ
って取り込み、巨大ライソゾーム内で分解し
たのち、胎仔側へ供給すると考えられている
ことから、サポシン欠損による巨大ライソゾ
ームの機能障害が胎仔に発育障害をきたす
と考えられた。また、Psap-/-胚の臓側卵黄嚢
にもサポシンが発現していたことから、臓側
卵黄嚢では、胎仔由来に加えて、母体から輸
送されてきたプロサポシンがサポシンにプ
ロセスされて機能することが示唆された。
Psap-/-の胎盤では栄養膜巨細胞および海綿状
栄養膜の機能異常により、胎仔への栄養供給
がうまくいかず、胎仔の発育不全を引き起こ
すと考えられた。また、Psap-/-の羊水ではプ
ロサポシンの発現が全く見られず、胎仔由来
の組織から分泌されることがわかった。プロ
サポシンは羊水において成長因子や栄養成
分の輸送タンパク質として胎生期にも独自
の機能を有している可能性がある。 
ヒトプロサポシンを全身で強発現させた

PSAP TgマウスとPsap+/-との交配実験によっ
て母体由来のプロサポシン・サポシンの胎仔
への影響を検討した。レスキューマウス 
(PSAP Tg/w, Psap-/-) 同士の交配から得られ
たPSAP w/w, Psap-/-はメンデルの法則に従っ
て出生し、出生早期の死亡も観察されなかっ
たことから、母体に強発現したプロサポシ
ン・サポシンがPsap-/-の胎生致死の表現型や、
出生早期の皮膚のバリア形成障害による致

死性表現型をレスキューすることが示唆さ
れた。 
 本研究によって、プロサポシンおよびサポ
シンはマウスの胎生期において脱落膜や栄
養膜巨細胞、海綿状栄養膜細胞、臓側卵黄嚢
の機能維持に関わると考えられ、その欠損に
よってPsap-/-の大部分はE7.5 頃から胎生致
死となることが明らかになった。また、母体
からプロサポシンを投与することによって、
ヒトプロサポシン欠損症やサポシン欠損症
胎児への治療効果があるのではないかと期
待される。 
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