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研究成果の概要（和文）：転写因子TFEBについて、ライソゾーム病の細胞病態との関連性、およびライソゾーム
病に対する治療効果について、GM1-ガングリオシドーシスとゴーシェ病のモデル細胞系を用い検討した。ライソ
ゾーム病細胞では、いずれもTFEBが核内に局在し、転写活性が上昇していた。また、TFEBを過剰発現させること
で、変異酵素活性を上昇させる効果を示した。さらに、TFEBはシャペロン化合物と併用することで、変異酵素活
性上昇効果の相乗効果を示した。以上の結果は、TFEBは変異ライソゾーム酵素の転写活性を上昇させることで、
ライソゾーム病の細胞病態を改善する効果がある可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, I have investigated the effect of TFEB on cellular pathology 
of lysosomal storage diseases. In the model cells of GM1-gangliosidosis and Gaucher disease, TFEB 
was localized in the nucleus and was up-regulated its transcriptional activities. When cells were 
overexpressed with TFEB, the activities of mutant lysosomal enzymes were enhanced. Moreover, TFEB 
with chaperone compounds showed synergetic effects on the enhancement of mutant enzyme activities in
 GM1-gangliosidosis cells. These results indicates the possibility that up-regulation of TFEB 
activity could induce a beneficial effect on cells with lysosomal storage disease.
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１．研究開始当初の背景 
 ライソゾーム病とは、先天代謝異常症の一
つの疾患群の総称で、細胞内小器官であるラ
イソゾームに局在する加水分解酵素の遺伝
的欠損により引き起こされる。障害をうける
細胞・器官により様々な症状を示すが、約半
数のライソゾーム病は新生児から小児期に
中枢神経症状を主症状に発症する神経難病
である。我々は、ライソゾーム病の神経症状
に有効な新規治療法として、シャペロン療法
を開発してきたが、一方で、ライソゾーム病
の細胞病態分子機構の詳細は未だ不明な部
分が多い。我々は、ライソゾーム病の一つ
GM1-ガングリオシドーシスモデルマウス脳
組織の網羅的遺伝子発現解析により、転写因
子 TFEB（Transcription factor EB）の特異
的な発現亢進を同定した。TFEB はヘリックス
ループヘリックス、ロイシンジッパー構造を
有する転写因子で、広範なライソゾーム加水
分解酵素およびオートファジー関連遺伝子
の転写制御を担う機能が明らかになってい
た。そこで、本研究課題で、ライソゾーム病
細胞病態と TFEB 発現との関連性を明らかに
すること、また、TFEB 発現調整によりライソ
ゾーム細胞病態に対する新規治療法の開発
を目指した基礎的な研究を行った。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、GM1-ガングリオシドー
シス、ゴーシェ病などをライソゾーム病に対
し、疾患モデル細胞を用い、細胞病態とTFEB
発現の関連性を分子レベルで明らかにする
ことを目的とした。また、TFEB 発現調整に
よる疾患細胞病態に対する治療効果を明ら
かにすることを目的とした。さらに、我々が
開発してきたシャペロン化合物と TFEB 発
現調整の併用による相乗効果についても検
討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 研究資材 
 野生型 TFEB および S142A 変異 TFEB 発現ベ
クター、TFEB ルシフェラーゼベクターはそれ
ぞれ Addgene より購入し、用いた。シャペロ
ン化合物 NOEV、NOV は我々が開発した低分子
化合物で、培養細胞投与試験に用いた。 
 
(2) ライソゾーム酵素活性測定 
 ファブリー病の欠損酵素α-ガラクトシダ
ーゼ Aとゴーシェ病の欠損酵素β-グルコシ
ダーゼ酵素活性は、それぞれ 4-メチルウンベ
リフェロン（4-MU）標識した人工基質を用い

蛍光プレートリーダー（TECAN）を用い測定
した。 
 
(3) 培養細胞と遺伝子導入 
 GLB1 遺伝子ノックアウト GM1-ガングリオ
シドーシスモデルマウス由来培養線維芽細
胞株（GLB1-KO）は、われわれの研究室で樹
立したものを用いた。また、GLB1-KO 細胞に
変異 GLB1 cDNA を発現させた細胞株
（GLB1-I51T, GLB1-R201C, GLB1-R457Q）も
われわれの研究室で樹立したもので、用いた。
GBA1 遺伝子をゲノム編集でノックアウトし
た細胞株（GBA1-KO）は Horizon Genomics 社
より入手し、用いた。また、GBA1-KO 細胞に
変異 GBA1 cDNA を発現させた細胞株
（GBA1-F213I, GBA1-N370S, GBA1-L444P）を
樹立し、用いた。培養細胞への遺伝子導入は、
リポフェクション法により行った。ルシフェ
ラーゼアッセイは、細胞抽出液にルシフェラ
ーゼ基質を混和後、蛍光発光プレートリーダ
ー（TECAN）を用い測定した。 
 
(4) 細胞蛍光画像取得 
 培養細胞の蛍光画像取得は、カバーガラス
上の細胞をゲルマウント剤を用いスライド
ガラスに包埋後、共焦点レーザー顕微鏡
（Leica）を用い画像取得した。核染色には
DAPI を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) ライソゾーム病細胞における TFEB の細
胞内局在と転写活性 
 コントロール細胞および GLB1-KO、GBA1-KO
と、正常細胞にβ-グルコシダーゼ酵素特異
的阻害剤 Conduritol-B epoxide（CBE）を付
加した細胞に、それぞれ TFEB 発現ベクター
を一過性に発現させ、細胞内局在を調べた。
結果、コントロール細胞では TFEB は細胞質

と核内に局在を示したのに対し、３種類のラ
イソゾーム病モデル細胞ではいずれも TFEB
は核に限局していた（図１）。次に、TFEB ル
シフェラーゼベクターを用い、ルシフェラー
ゼアッセイにより TFEB 転写活性を調べた。



結果、コントロール細胞の転写活性に対し、
GLB1-KO 細胞で 1.8 倍、GBA1-KO と CBE 細胞
でそれぞれ 2.4 倍、2.2 倍の活性上昇を認め
た（図２）。 

 
(2) TFEBによる変異ライソゾーム酵素活性上
昇効果 
 TFEB は GLB1、GBA1 遺伝子を含む広範なラ
イソゾーム酵素遺伝子の転写因子として転
写活性を調整している。そこで、TFEB をこれ
らの疾患モデル細胞に過剰発現させること
で、変異酵素活性に与える効果を調べた。ま
た、野生型 TFEB とともに、リン酸化部位を
欠損し、核内に局在する変異 TFEB（TFEB 
S142A）を用い、効果を検討した。結果、変
異 GLB1 発現細胞３株で、いずれも TFEB およ

び TFEB S142A 発現による変異酵素活性の上
昇効果を認めた（図３）。変異 GBA1 発現細胞
３株について、いずれの細胞でも同様の TFEB
による活性上昇効果を検出した（図４）。ま
た、GLB1-KO 細胞と GBA1-KO 細胞では、TFEB

発現による効果は認めなかった（結果未提
示）。 
 

(3) TFEBとシャペロン化合物による相乗効果 
 TFEB の変異酵素活性上昇は、転写活性上昇
による効果で、シャペロン化合物は変異酵素
蛋白質の構造補正による効果とは異なる機
構であることが考えられたため、この２つの
相乗効果について検討した。GLB1-I51T 変異
酵素はNOEVの効果を示さない変異型あるが、
この細胞においても、図３同様、TFEB 発現に
よる活性上昇を認めた。また、GLB1-R201C 変
異酵素は、NOEV により 3.1 倍の活性上昇を示
し、NOEV と TFEB または NOEV と TFEB S142A
により変異酵素活性はそれぞれ 4.1 倍、4.9
倍に上昇することが分かった（図５）。 

 以上の結果より、ライソゾーム病細胞では、
TFEB 転写活性を上昇させることで、変異酵素
活性を上昇し、治療効果を示す可能性が示唆
された。また、変異酵素蛋白質の構造補正を
標的とするシャペロン化合物との併用によ
り、相乗的に活性を上昇させることが分かっ
た。さらに、シャペロン化合物が効かない変
異酵素に対しても、TFEB は有効性を示すこと
が分かった。今後は、他のライソゾーム病細
胞でも同様の効果が見られるのか調べると
ともに、TFEB 転写活性を上昇させる効果をも
つ低分子化合物を探索することで、新たな治
療薬の開発につながる可能性があると考え
られた。 
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