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研究要旨 

スフィンゴ糖脂質のライソゾームにおける分解にはライソゾーム酵素に加えてサポシン

と呼ばれる糖タンパク質が必要である。プロサポシンは 4 種類のサポシン A、B、C、D の

前駆体タンパク質であるとともに細胞外にも分泌されることから独自の生物機能が示唆さ

れている。我々はプロサポシンの新規機能を探索する目的でプロサポシン強発現マウス 

(PSAP-Tg) の表現型解析を行った。PSAP-Tg マウスは正常に出生し寿命は 1 年以上であっ

たが、組織病理学的解析の結果、PSAP-Tg マウスの網膜では視細胞が生後 3 週齢ころから

脱落し、生後 5 週齢には完全に消失することが明らかになった。網膜におけるプロサポシ

ン/サポシンの発現をイムノブロットと免疫組織染色で検討したところ、プロサポシン/サポ

シンは網膜色素上皮細胞、視細胞外節、神経節細胞に強い発現が認められた。一方、プロサ

ポシンノックアウトマウスおよびサポシン A、C、D の各欠損マウスには網膜変性の所見を

認めなかった。神経セロイドリポフスチノーシスのモデル動物であるカテプシン D 欠損マ

ウスも PSAP-Tg マウスに類似した網膜変性を呈することから、PSAP-Tg マウスは神経セ

ロイドリポフスチノーシスおよび網膜色素変性症の病態解析において有用なモデル動物と

なることが期待される。 

 
A. 研究目的 

スフィンゴ糖脂質は哺乳動物の生体膜を構成

する重要な脂質成分である。スフィンゴ糖脂質

のライソゾームにおける分解には疎水性のスフ

ィンゴ糖脂質と親水性の加水分解酵素を相互作

用させるためにサポシン (SAPs) と呼ばれる疎

水性の糖タンパク質が必要である。SAP-A、-B、

-C、-D は前駆体タンパク質であるプロサポシン 

(PSAP) がライソゾームに運ばれ、プロテアーゼ

による分解を受けて生成される。一方、PSAP は

脳脊髄液や母乳、精液などの体液中に豊富に存

在し、細胞外に分泌されることから、SAPs の

前駆体タンパク質としての機能に加え、独自の

生理機能を有することが示唆されている 

(Sandhoff K. Proc. Jpn. Acad. Ser. B Phys. 

Biol. Sci. 88, 554-582, 2012.) (図 1)。  

ヒト PSAP 欠損症はこれまでに世界で 4 家系 

 
の報告があるが、いずれの報告例も重篤な神経症

状と著明な肝脾腫を呈し、新生児早期に死亡して

いる。1996 年に藤田らによって作製されたプロ

サポシンノックアウトマウス (Psap-KO) は全

SAPs の欠損により全身組織に多彩なスフィンゴ

糖脂質が蓄積し、重篤な神経症状を呈して生後 30

日前後で死亡する (Fujita N. et al. Hum. Mol. 

Genet. 5, 711-725, 1996.) 。 

我々は、これまでの研究で SAP-A, SAP-C, 

SAP-D の特異的欠損マウスを世界に先駆けて作

製し、スフィンゴ脂質蓄積症 (スフィンゴリピド

ーシス) の病態解明に取り組んできた。本研究で

は、いまだ不明な点が多い PSAP の新規機能を探

索する目的で PSAP トランスジェニックマウス 

(PSAP-Tg) の表現型解析を行った。 

 



B. 研究方法と結果 
 
1) PSAP トランスジェニックマウスの作製 

 

 東海大学医学部分子生命科学の吉村真一博士

らとの共同研究によって、マウス ROSA26 遺伝

子座位に CAG-ヒト PSAP cDNA-PolyA カセッ

トを挿入し、プロサポシントランスジェニック

マウス (PSAP-Tg) を製作した (Otsuka M. et 

al. Nucleic Acids Res.38 (22) e198, 2010.) (図 2)。

出生した PSAP-Tg マウスから各臓器を採取し、

抗ヒトSAP-B抗体を用いたイムノブロット解析

を行った結果、脳を含む全身組織で PSAP を強

く発現していることが確認できた。また、Psap 

KO マウスとの交配実験の結果、トランスジーン

を持つ Psap KO マウスでは Psap KO マウスの

致死性やスフィンゴ脂質の蓄積がレスキューさ

れ、トランスジーン由来のヒト PSAP はマウス

体内において正常に機能することが確認できた 

(図 2)。これらの結果から、PSAP-Tg マウスは

PSAP を全身で安定的に過剰発現するマウスで

あることがわかった。 

 

2) PSAP-Tg マウスの表現型解析 

 

PSAP-Tg マウスは正常に出生し、寿命は 1 年

以上であった。組織病理学的解析の結果、5 週齢

の PSAP-Tg マウスでは網膜の視細胞が完全に

消失することが明らかになった。そこで、

PSAP-Tg マウスの網膜変性が、いつ、どこで始

まるのかを明らかにする目的で、日齢 5 から 5

日間隔で経時的に網膜の組織標本を作製し、組

織学的解析 (一般組織染色、免疫組織化学染色並

びに電子顕微鏡による超微形態観察) を行った。

その結果、PSAP-Tg マウスの網膜は正常に形成

され、2 週齢頃までは野生型マウスと差異を認め

ないが、3 週齢頃から視細胞の変性が始まり、5

週齢ではほぼ完全に視細胞が脱落することがわ

かった (図 3)。アストログリアのマーカーであ

る GFAP (Glia Fibrillary Acidic Protein) とマイ

クログリア・マクロファージのマーカーである

Iba1 (Ionized calcium binding adaptor molecule 

1) で免疫組織染色を行ったところ、PSAP-Tg マ

ウスの網膜では視細胞の変性・脱落に伴って、著

明なグリオーシスとマイクログリア・マクロファ

ージ様細胞の浸潤が認められた。また、PSAP-Tg

マウスの網膜には視細胞層を中心に自己蛍光物

質が認められた。 

次に網膜組織の電顕観察を行ったところ、日齢

30 の PSAP-Tg マウスの網膜では、視細胞の外節

が変性し、内節部分には膜様封入体を含むファゴ

ゾーム様構造が観察された。視細胞の核からなる

外顆粒層には、核質が濃縮した核が多数認められ、

視細胞が細胞死に陥っていることが推定された。

日齢 44 では視細胞が完全に消失し、多数のファ

ゴゾーム様構造を含むマイクログリア・マクロフ

ァージ様細胞が浸潤していた。網膜色素上皮細胞

には、ファゴゾーム様構造の増加は認められなか

ったが、電子密度の高い一層の膜に囲まれたライ

ソゾーム様構造物が増加傾向にあった。 

一方、Psap-KO マウスおよび Sap-A、C、D の

各欠損マウスには病末期においても網膜変性の

所見を認めなかった。これらの結果から、

PSAP-Tg マウスにおける網膜変性は PSAP の過

剰発現によって引き起こされていると推測され

た。 

 

3) 網膜における PSAP、SAPs の発現解析 

 

眼球における PSAP/SAPs の発現をイムノブロ

ットで、検討したところ、マウス PSAP、ヒト

PSAP ともに強く発現していた。次に網膜の免疫

組織染色で局在を検討したところ、野生型マウス、

PSAP-Tg マウスともに PSAP/ SAPs は網膜色

素上皮細胞、視細胞外節、神経節細胞に強く発現

していた。PSAP-Tg マウスでは活性化アストロ

グリアにも強い発現が認められた。 
 



C. 考察と展望 

PSAP には SAPs の前駆体タンパク質として

の機能に加え、独自の生理機能が示唆されてい

るがいまだ不明な点が多い。本研究によって

PSAP-Tgマウスの網膜では網膜色素上皮細胞に

隣接する錐体、桿体からなる視細胞層が 3 週齢

頃から進行性に変性・脱落することが明らかに

なった。 

これまでに PSAP の SAPs への分解にかかわ

るカテプシン D の欠損マウスが網膜変性を呈

することが報告されている (Koike M. et al. 

Mol. Cell Neurosci. 22, 146-161, 2003.)。カテプ

シン D は神経セロイドリポフスチノーシス 

(NCLs) の原因遺伝子の一つである。NCLs は網

膜病変による視力障害、てんかん、精神退行を

特徴とする進行性神経変性疾患で、現在 14 の原

因遺伝子 (CLN1－CLN14) が知られており、カ

テプシン D 欠損症を含むいくつかの病型では

SAP-A および D の細胞内蓄積を認める。 

一方、セマフォリン研究を行っている豊福ら

は、網膜色素変性症の原因遺伝子の１つである

セマフォリン 4A (Sema4A) のノックアウトマ

ウス (Sema4A-KO) が網膜視細胞の変性を呈

することを見出し、その分子メカニズム解析か

ら、網膜色素上皮細胞に発現する Sema4A は

PSAP と相互作用し、細胞外への PSAP のエキ

ソサイトーシスに必須であることを発見した 

(Toyofuku T. et al. Genes Dev. 26, 816 -829, 

2012.)。豊福らは、培養網膜色素上皮細胞が酸化

ストレス下で細胞外に PSAP を分泌すること、

Sema4A-KO マウスではそれが阻害されている

ことを示し、PSAP の視細胞保護作用が欠失す

るために視細胞が脱落すると推論している。し

かし、我々の解析では、Psap-KO マウスは病末

期においても網膜変性を呈さないことから

Sema4 欠損による視細胞脱落の原因は、PSAP

が網膜色素上皮細胞内にとどまることが原因で

あると考えられる。 

PSAP-Tg マウスの解析結果に加え、上述の報

告は PSAP/SAPs の細胞内蓄積と網膜変性の関連

を示唆している。今後はその分子メカニズムを明

らかにする必要がある。そために、我々は、網膜

色素上皮細胞あるいは視細胞において PSAP と

相互作用する分子の同定を試みている。PSAP は

脂質結合能をもつ疎水性タンパク質であること

から、レチノイドやレチノイド関連タンパク質と

相互作用する可能性がある。視細胞では、外節部

の細胞膜に存在するオプシンが 11-cis-retinal と

結合してロドプシンを構成し、光刺激による

11-cis-retinal から all-trans- retinal への異性化

で膜電位変化が起こり視覚が形成される。

All-trans-retinal は網膜色素上皮細胞へ輸送され、

visual cycle により再生されて、再び視細胞へ供

給される。一方、網膜色素上皮細胞は視細胞の外

節をファゴサイトーシスにより取り込み、ライソ

ゾームで分解してレチノイドとして再利用して

いる。PSAP-Tg マウスの網膜におけるレチノイ

ド代謝産物量の測定や色素上皮細胞におけるオ

ートファジーフラックスの解析によって、

PSAP-Tg マウスの網膜における病態機構の一端

が明らかにできるだろう。 

網膜色素変性症は失明の主要原因であり、神経

セロイドリポフスチノーシス (NCLs)をはじめ多

くのライソゾーム病では網膜色素変性症を合併

する。PSAP-Tg マウスの解析により、網膜にお

ける PSAP の機能と視細胞変性の分子メカニズ

ムを明らかにすることは、ライソゾーム病態解明

に加え、網膜色素変性症の病態メカニズムの解明、

予防や治療方法の開発にもつながることが期待

される。 

 
D. 結論 

 

 PSAP-Tg マウスの網膜では色素上皮細胞に隣

接する視細胞層が進行性に変性・脱落することを

発見した。プロサポシンにはサポシンの前駆体タ

ンパク質としての機能に加え、独自の生理機能が



示唆されていたが不明な点が多かった。今回の

研究によって網膜におけるプロサポシンの新た

な機能が示された。これが契機となりプロサポ

シン、サポシン研究の新しい展開がなされると

予想される。 

 

PSAP-Tg マウスを用いた動物実験計画書は

東海大学の「遺伝子組換え実験安全委員会」お

よび「動物実験委員会」、川崎医科大学の「組換

え DNA 実験安全委員会」および「動物実験委

員会」から承認を得て施行された。 
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図 1 プロサポシンとサポシンの構造 
 

 
 
 
図 2 プロサポシントランスジェニックマウスの作製 



図 3 プロサポシントランスジェニックマウスの網膜組織所見 
 


