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研究成果の概要（和文）：GM2 蓄積症（HexA酵素を欠損する遺伝性疾患、ex.ザンドホッフ病（SD））では、リ
ソソーム内に基質である糖脂質（GM2等）が蓄積し中枢神経症状を示す。SDマウス脳のアレイ解析を行い発現変
動mRNAやmicroRNA等を同定した。SDマウス脳において発現上昇する糖結合性の免疫活性化レクチンXは脳神経細
胞プルキンエ細胞に局在した。SDマウスにおけるF4/80高発現型免疫細胞（脳：ミクログリア）の発現上昇臓器
である脳・肝臓においてレクチンXの発現も亢進した。改変型HexA酵素をミクログリアに補充するとレクチンXの
発現亢進も軽減された。レクチンXは酵素活性と連動する有望なマーカー候補となり得る。

研究成果の概要（英文）：GM2 gangliosidosis (ex. Sandhoff disease (SD)) is caused by genetic 
mutations in HexA enzyme coding genes. HexA disruption results in lysosomal storage of substrates 
such as GM2 gangliosides. We performed microarray analysis for SD model mice brain and determined 
RNA expression profile change. We focused on the up-regulation of A lectin that activates complement
 pathway. The lectin is localized in Purkinje cells and up-regulated in microglia that belong to 
F4/80 positive macrophage linage. The lectin mRNA expression was elaborated in brain and liver of SD
 mice and not in spleen, kidney nor lung. This pattern was correlated with F4/80 mRNA, but not with 
CD68, another macrophage marker that also expressed in F4/80 negative macrophage linage. HexA enzyme
 replacement for SD microglia cells lowered the lectin mRNA expression. The lectin that expression 
correlates with HexA expression is a potent biomarker for GM2 gangliosidosis.

研究分野：分子生物学

キーワード： リソソーム病　レクチン　ミクログリア
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１．研究開始当初の背景 
	 リソソーム(ライソゾーム)病の一種である
ザンドホッフ (SD)病及びテイ－サックス
(TSD)病などの GM2 蓄積症は、β-ヘキソサ
ミニダーゼ A（HexA）を構成する遺伝子の
変異に基づく遺伝性疾患である。HexA はリ
ソソーム内において、糖脂質である GM2 の
分解を行う。このため GM2 蓄積症ではリソ
ソーム内に基質 GM2 が蓄積し、中枢神経症
状を示す。これまでに HexA 酵素の投与や責
任遺伝子の導入による治療に関する基礎研
究が行われたが、中枢への移行の困難さ、ま
た長期投与に伴う免疫原性の問題が大きな
問題となっている。このため発症機構に基づ
く新規治療法の確立が切望されているが、な
ぜGM2 の蓄積が中枢神経症状を導くかは不
明である。 
 
	 所属研究室では以前に、SD モデルマウス
の脳におけるケモカイン macrophage 
inflammatory protein 1α (Mip1α, ccl3)の発
現上昇を見出した。またMip1αの欠損によっ
てGM2 モデルマウスの死亡が遅延すること
から、GM2 蓄積症の発症におけるMip1αの
寄与が示唆される。しかしなぜ GM2 の蓄積
がMip1αの発現上昇を導くのか不明である。
また Mip1α の欠損マウスが依然として死亡
することから、Mip1α以外の個体死を導く原
因があることは明らかである。 
 
２．研究の目的 
	 ザンドホッフ病及びテイ－サックス病は、
特定疾患として難病指定される遺伝病であ
る。これらはリソソーム酵素 β-ヘキソサミニ
ダーゼ A の活性が低下して、神経系細胞に
GM2 ガングリオシド(GM2)が蓄積して中 
枢神経症状を来たす疾患であるが、なぜGM2 
の蓄積が脳神経症状を導くのか不明である。 
本研究はGM2 蓄積症における中枢神経障害
や個体死等の発症機構の解明をめざす。モデ
ルマウスとその酵素補充治療系および、患者
由来 iPS 細胞から分化誘導した培養神経細
胞等を用いて、GM2 蓄積症の発症に寄与す
る因子を網羅的にを探索・同定し、発症機構
を解明する。本研究成果は新規疾患マーカー
及び治療法の開発にも応用可能である。 
 
３．研究の方法 
（１）SD モデルマウスの脳から調製した
total RNAを用いてマイクロアレイ解析を行
い野生型マウスの発現パターンと比較した。 
（２）SD モデルマウスから確立した培養細
胞系に対し、microRNA mimicを導入し細胞
の増殖やサイトカイン発現が変動するか検
討した。 
（３）SD モデルマルス臓器から total RNA
を抽出し、レクチン X及びマクロファージマ
ーカーmRNAの発現量について、リアルタイ
ムポリメラーゼ連鎖反応法を用いて測定し
野生型マウスと比較した。 

（４）SD モデルマウスから確立したミクロ
グリア培養細胞系に対し欠損酵素（改変型酵
素 mod2B）を導入した。レクチン X mRNA
発現亢進が mod2B 投与に伴い軽減されるか、
リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応法を用
いて測定した。 
	
４．研究成果	
	 （１）SD モデルマウスの脳における、発
現変動 RNAの同定 
 
	 SD モデルマウス脳 total RNA サンプル
を用いたマイクロアレイ解析を行い、GM2 
の蓄積が見られる 9 日齢、歩行障害の現れる
14 週齢のマウスにおいて 2 倍以上発現が変
動する因子を見出した。この結果、Mip1αを
含む免疫・炎症関連因子の発現上昇や、シナ
プス活性制御因子や配列からシナプス活性
制御活性を持つと予測される機能未知因子
の発現変動、ヒトにおいても保存された機能
未知 non-coding RNA の発現変動を観察し
た。またアルツハイマー病患者脳サンプルの
マイクロアレイ解析でも発現の変動が報告
されていた因子も存在した（図１）。 

	 non-coding RNA の一種であるmicroRNA 
の発現についてアレイ解析を行ったところ、
SD モデルマウスと野生型マウスの脳やモデ
ルマウス由来アストロサイトにおいて、発現
量が有意に異なるケモカイン発現制御性の
microRNA を見出した。また蓄積物質である
糖に結合して免疫を活性化することが知ら
れる補体活性化レクチンXの発現上昇や補体
因子の発現上昇を見出した。 
 
	 これら発現変動因子について、GM2 蓄積
症の発症の原因因子・マーカー候補としてさ
らに検討を続けた。 
	
（２）SD モデルマウス由来アストロサイ
ト・ミクログリアの増殖・サイトカイン発現
能に対する microRNAの効果 
 
	 （１）で見出した microRNA の mimic を
アストロサイト及びミクログリア細胞株に
導入したが、増殖能やサイトカインの mRNA
発現量に変化は見られなかった。 
	 以上の結果から microRNA 以外の因子に
着目することとした。 
	
（３）免疫活性化レクチン X の局在解析 

 
図１	 13週齢の SDマウス全脳における網羅的遺伝子発現解析 



 
	 GM2 蓄積症において蓄積する糖に結合し
て免疫を活性化する補体活性化レクチンX及
び補体因子の mRNA発現が、SDモデルマウ
ス脳において上昇していた。蓄積糖鎖を認識
したレクチン Xが補体経路を活性化し、糖鎖
の蓄積した細胞を異物と誤認識させ、免疫の
過剰な活性化が起こる可能性が考えられる。
よって以降はレクチンXに着目して研究を行
うこととした。SD モデルマウス脳を用いた
免疫染色を行ったところ、SD マウス小脳の
プルキンエ細胞が染色された。プルキンエ細
胞は運動をつかさどる重要な神経細胞であ
り、GM2 蓄積症において見られる運動障害
に関係する可能性がある。遺伝子発現パター
ン の デ ー タ ベ ー ス Allen Brain Atlas 
(http://www.brain-map.org/)においてもレク
チン X mRNA のプルキンエ細胞における局
在を確認することができた。また SDモデル
マウスから樹立した細胞株を用いた発現解
析を行ったところ、脳内の免疫細胞であるミ
クログリア細胞においてレクチン X の
mRNA 発現量が増加していることが分かっ
た。 
	 従来のレクチン X研究から、レクチン Xは
肝臓の免疫系細胞から産生され、血中に分泌
されることがわかっている。脳以外の組織に
おけるレクチンXの発現について検討したと
ころ、SD モデルマウスの肝臓においてもレ
クチン Xの mRNA発現上昇が認められた。
一方、脾臓、腎臓、肺では有意な変化は観察
されなかった。野生型マウスの肝臓における
レクチンXの産生細胞はF4/80を高発現する
卵黄嚢由来組織マクロファージであるクッ
パ―細胞である。脳内のミクログリアも
F4/80 高発現型の卵黄嚢由来細胞である。
F4/80の発現及び F4/80高・低発現型マクロ
ファージ共に発現するマクロファージマー
カーCD68について、SDマウス各組織（脳・
肝・脾・腎・肺）における mRNA 発現を比
較した。レクチン Xの発現が上昇する脳・肝
選択的に F4/80 mRNA の発現が上昇してい
たのに対し、CD68 の発現は脳・肝に加えて
腎・肺においても上昇していた（図２）。以
上の結果から、SD モデルマウスにおいて
F4/80 高発現型の卵黄嚢由来マクロファージ
によるレクチンX発現が亢進することが示唆
される。肝臓以外のレクチン X産生細胞に関
する報告はこれまでなく、脳内ミクログリア
細胞によるレクチンXの産生を示した本研究
によって、マクロファージの分類とレクチン
Xの発現の相関を初めて示すことができた。 

	
（４）ミクログリア細胞における欠損酵素と
レクチン X発現の相関 
 
	 脳内のミクログリア細胞の活性化は、GM2
蓄積症における脳内炎症に強くかかわると
考えられている。また（３）においてレクチ
ンXの発現亢進がミクログリア細胞において
認められたことから、ミクログリア細胞にお
ける欠損酵素とレクチンX発現の関係につい
て検討した。SD は酵素 HexA の欠損症であ
る。所属研究室では安定性の高い HexA改変
酵素 mod2B を開発し、酵素補充による治療
モデルを確立している（Kitakaze K et al, J 
Clin Invest. 2016）。ミクログリア培養系に
mod2Bを添加すると細
胞内の HexA 活性が上
昇し、糖鎖の蓄積が解消
される。このときレクチ
ンXのmRNA発現を定
量すると、mod2B添加
に伴いレクチン X の
mRNA発現が 4割程度
まで減少した（図３）。
以上の結果は、ミクログ
リ ア 細 胞 に お け る
HexA 発現の減少がレ
クチン X 発現亢進の原
因であることを示唆す
る。 
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図２	 SDモデルマウス臓器におけるレクチン X、F4/80、CD68 mRNA発現量の変動 

レクチン X、F4/80、CD68 mRNAの発現量をリアルタイムポリメラーゼ連鎖反応法を用いて測定した。野生型マ
ウス臓器におおける発現量を 1とした。 

 
図３	 SD モデルマウス臓器におけるレク

チン X、F4/80、CD68 mRNA発現量の変動 

レクチン X、F4/80、CD68 mRNAの発現量
をリアルタイムポリメラーゼ連鎖反応法を

用いて測定した。野生型マウス臓器におおけ

る発現量を 1とした。 
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