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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。我々は、本研究課題において、サポシンおよびプロサポシンの機

能解析を行い、下記の研究成果を得た。1) 均一な糖鎖を持つ化学合成サポシン C はゴーシ

ェ病の欠損酵素であるグルコシルセラミド-β-グルコシダーゼ酵素製剤に対して活性化作用、

安定化作用、プロテアーゼからの保護作用を持つ。2) ガラクトシルセラミド-β-ガラクトシ

ダーゼとサポシン C の両欠損マウスでは脳組織にラクトシルセラミドが蓄積し、特定の領

域の神経細胞が細胞死を起こす。3) サポシンおよびプロサポシンは胚組織である脱落膜、

栄養膜細胞、卵黄嚢細胞に強く発現し、マウスの胚発生において重要である。4) プロサポ

シン強発現マウスは網膜視細胞の変性・脱落を呈する。これらの成果はサポシンおよびプロ

サポシンの新たな機能を示しており、スフィンゴリピドーシスの病態解明と治療法開発への

今後の展開が期待される。 

 

A. 研究目的 

スフィンゴ糖脂質は生体膜を構成する脂質成

分の一つである。スフィンゴリピドーシスはラ

イソゾームにおけるスフィンゴ糖脂質の分解異

常症で、多くは重篤な神経病変を呈する。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、加水分解酵素 (ラ

イソゾーム酵素) に加えて、サポシンと呼ばれる

疎水性の糖タンパク質が必要である。サポシン

は前駆体タンパク質のプロサポシンからライソ

ゾーム内でのプロテアーゼ分解を受け、4 種類の

サポシン A、B、C、D が生成される。各サポシ

ンは構造的に極めて相同性が高いが、ヒトの欠

損症やモデルマウスの解析から、生体内におい

ていくつかのオーバーラップがあるものの、特

定のライソゾーム酵素を活性化する (Sandhoff 

K. Proc. Jpn. Acad. Ser. B Phys. Biol. Sci. 88, 

554-582, 2012.) (図 1)。一方、プロサポシンは脳脊

髄液、精液、母乳などの細胞外分泌液に豊富に存

在することから、神経栄養因子、精子形成促進因

子などの独自の生理活性が示唆されているが未

だ不明な点が多い。 

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 GSL 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、先行研究において、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。我々は、

本研究課題において、フィンゴリピドーシスの

神経病態の解明と治療法開発を目指し、各種モ

デルマウスを用いてサポシンおよびプロサポシ

ンの機能解明を行った。 

 

B．研究成果 

1) グルコシルセラミド--グルコシダーゼに対

する化学合成サポシン C の影響の検討 

サポシン C はゴーシェ病の欠損酵素：グルコ

シルセラミド(GlcCer)--グルコシダーゼ(GCase) 

の活性化タンパク質である。ゴーシェ病の治療

には酵素補充療法が有効である。しかし、酵素

製剤は血中で不安定であり、酵素の安定性を高

める低分子化合物の開発や、より安定で活性の

高い酵素製剤の開発などの取り組みが行われて

いる。そこで、我々は均一なアスパラギン結合

型糖鎖をもつ 3 種類の化学合成サポシン C (無糖、

1 糖、9 糖付) を用いて、サポシン C による GCase

酵素製剤 (セレザイム®) の活性化能、安定化能、

プロテアーゼからの保護能を検討した。 

サポシン C は疎水性のタンパク質で、その不

溶性から化学合成が難しいタンパク質である。

東海大学の北條らは、N 端側ペプチド鎖

Val1-Ala34 を O-アシルイソペプチド法を併用し

た Boc  (t-butoxycarbonyl) 法で、C 端側ペプチ

ド 鎖 Cys35-Arg80 を 、 Fmoc (fluorenyl- 

methoxycarbonyl) 法で固相合成し、両者をネ

イティブケミカルライゲーション法で縮合して、

マウスサポシン C のペプチド鎖部分を合成した 

(Hojo H. et al. Tetrahedron Lett. 52, 635-639, 2011.)。

同様の方法を用いてサポシン C の、21 番目のア

スパラギンに GlcNAc を導入した 1 糖付サポシ

ン C を合成し、Glycosynthase (Endo-M) によ

って複合型の 8 糖を転位して 9 糖付サポシン C

を合成した (Hojo H. et al. J. Org. Chem. 77, 

9437-9446, 2012.)。 

まず GCase の活性化能を、セレザイム®を酵素

源、4-メチルウンベリフェロン-β-D-グルコシド 

(4MU-Glc) を基質として、界面活性剤 Triton 

X-100 非存在下、ホスファチジルセリン存在下の

アッセイ系で検討した。その結果、糖鎖なし、1

糖付、9糖付いずれの化学合成サポシンCもGCase

の酵素活性を濃度依存的に同等に上昇させ、2μM

のサポシン C 存在下で約 30 倍の活性上昇が得ら

れた。次に低濃度下のセレザイム®の安定性に対

するサポシン C の影響を検討した。セレザイム®

を 20nM に溶解すると 37℃で 30 分後には活性は

半分以下になり、2 時間後には測定限界を下回る

が、化学合成サポシン C と BSA を 0～1.5μMの濃

度で添加し、37℃で 2 時間インキュベーション後

の GCase 活性を比較したところ、化学合成サポシ

ン C が BSA に比しより低濃度で GCase 活性の低

下を抑制した。GCase のプロテアーゼによる分解

の抑制能をGCaseのイムノブロットで検討した結

果、化学合成サポシン C の添加によってカテプシ

ン D によるセレザイム®の分解が有意に抑制され

た。以上の結果から、サポシン C はセレザイム®

の活性化だけでなく、安定化やプロテアーゼから

の保護作用もあることがわかった。 

これらの結果は、ゴーシェ病の酵素補充療法に

おいて、酵素製剤であるセレザイム®とサポシン C

の共投与の有用性を示唆している。今後は、ゴー

シェ病モデルマウスにおけるセレザイム®とサポ

シンCとの共投与の効果などを検討する必要があ

る。 

2) ラクトシルセラミド蓄積マウスの作製と表現

型解析 

ラクトシルセラミド  (LacCer) はゴルジ体で

LacCer 合成酵素により合成され、ガングリオ系、

グロボ系などの多様なスフィンゴ糖脂質の合成

の起点になる重要な中間体である。LacCer は好中

球をはじめ血球細胞に豊富に存在し、炎症反応時

に細胞膜上の “マイクロドメイン”を構成して、細

胞内外からのシグナル伝達に関与することが報

告されている。LacCer のライソゾームにおける分



解にはガラクトシルセラミド (GalCer)-β-ガラク

トシダーゼ (GALC) と GM1-β-ガラクトシダー

ゼ (BGAL) の 2 つの β-ガラクトシダーゼに加え、

複数のサポシンが関わるとされている。そこで、

GALC の遺伝的欠損マウスでクラッベ病のモデ

ルマウスである Twitcher マウス (Galc-/-) とサポ

シン C の欠損マウス (Sap-C-/-) の交配により

GALC と サ ポ シ ン C の 両 欠 損 マ ウ ス 

(Galc-/-,Sap-C-/-) を作製し、LacCer 蓄積マウスの

作製を試みた。脳組織の脂質分析の結果、

Galc-/-,Sap-C-/-では Galc-/-に比して LacCer が優位

に蓄積していた (図 2)。Galc-/-,Sap-C-/-は Galc-/-

より重篤な神経症状を呈し、短命であった。神

経病理学的解析の結果、Galc-/-,Sap-C-/-では Galc-/-

には認められない神経細胞死を、海馬 CA2 錐体

細胞、嗅内皮質等の領域に特異的に認め、抗

LacCer 抗体を用いた免疫組織染色で、これらの

脳領域では LacCer が蓄積していた。これらの結

果からサポシンCはBGALによるLacCerの分解

に必須であり、LacCer の蓄積は特定の神経細胞

に細胞死を引き起こすことが明らかになった。

また、クラッベ病の神経病態への LacCer の分解

異常の関与も示唆する。 

3) プロサポシンノックアウトマウス胚の表現型

解析 

プロサポシンノックアウトマウス(Psap-KO) 

はスフィンゴ脂質が全身組織に蓄積し、生後30

日程度で死に至ることがわかっているが、その

出生率が極めて低いことが示されていたが胎仔

の解析は十分にはなされていなかった (Fujita N. 

et al. Hum Mol Genet. 6, 711-725, 1996.)。そこで、

Psap-KOマウスの胎生致死の原因解明を目的に、

Psap-KOマウスの胚の解析とマウス胎生期のプ

ロサポシン/サポシンの発現変化を検討した。 

Psap ヘテロマウス同士を交配して、胎齢 6.5

日 (E6.5) から E19.5 まで経時的に遺伝子型別の

存在率を決定した。その結果、Psap-KO マウス

は E10.5 頃から存在率が低下し，多くが胎生致死

であることがわかった (図 3)。胚の病理組織学的

検討を行った結果、Psap-KO マウスは胎生早期の

E7.5-9.5 頃から胚発生の遅延が見られ、臓側卵黄

嚢の形態変化が認められた。臓側卵黄嚢内皮細胞

に存在する巨大ライソゾームにエンドサイトー

シスされることの知られている IgG を抗 IgG 抗体

で免疫組織染色したところ、プロサポシン欠損マ

ウスでは IgG の免疫反応性が弱く、巨大ライソゾ

ームの大きさが不均一であることがわかった。胎

盤では海綿状栄養膜の低形成が観察された。 

次に野性型マウス胚を用いて胎生期のプロサ

ポシンおよびサポシンの時空間的な発現変化を

イムノブロットと免疫組織染色により検討した。

イムノブロット解析の結果、E6.5の胚ではプロサ

ポシン、サポシン共に殆ど発現を認めないのに対

し，E 7.5ではプロサポシンの発現量が急激に増加

し，E10.5頃より低下することが分かった。羊水

中にもプロサポシンが検出され、発現のピーク

E10.5-11.5で、胎生後期にかけて発現量が減少し

た。Psap-KOマウスの羊水ではプロサポシンが検

出されなかったことから，羊水中のプロサポシン

は胎仔由来と考えられた。 

免疫組織染色の結果、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

卵黄嚢内皮細胞の巨大ライソゾーム内に明瞭な

発現を認めた。E10.5以降は胎盤の母体由来であ

る脱落膜と、胎仔由来である栄養膜巨細胞および

海綿状栄養膜細胞に発現を認めた。Psap-KOマウ

スの胚では、胚体組織および胎盤の栄養膜巨細胞、

海綿状栄養膜の発現は消失していたが、脱落膜、

臓側卵黄嚢の発現は野性型マウスと同等に認め

られたことから、脱落膜周辺、臓側卵黄嚢プロサ

ポシン/サポシンは母体由来であると考えられた。 

これらの結果から、プロサポシン/サポシンは

胚発生において重要な生物機能を持つことが示

唆された。臓側卵黄嚢内皮細胞は胎盤が形成され

る以前において、エンドサイトーシスにより母体



からの栄養成分を取り込み、巨大ライソゾーム

内で分解し、胎仔へ供給する組織と考えられて

おり、その機能異常がPsap-KOマウスの胎生致

死の原因である可能性がある。今後は胚組織由

来の細胞を用いたプロサポシンの機能解析が必

要である。 

4) プロサポシン強発現マウス (PSAP-Tg) の表

現型解析 

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) を作製し、

その表現型解析を行った。PSAP-Tg は東海大学

医学部分子生命科学の吉村真一博士らによって、

マウス ROSA26 遺伝子座位に CAG-ヒト PSAP 

cDNA- PolyA カセットを挿入し作製された。

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 3 週齢ころから脱落

し、5 週齢にはアストログリアおよびマイクログ

リアの活性化を伴い完全に消失することが明ら

かになった (図 4)。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、Psap-KO 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。 

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生後 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。これまでにプロサポシンのサポシ

ン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

型ではサポシン-A および D の細胞内蓄積を認め

る。一方、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 

はプロサポシン と相互作用し、細胞外への プロ

サポシン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.)。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、プロサポシンが網膜色

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。今後はプロサポシン/サポシンの細胞内

蓄積が網膜変性を引き起こす分子メカニズムを

明らかにする必要がある。 

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

けるプロサポシン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。 

 

C. 結論 

近年、サポシンには、ライソゾーム加水分解酵

素のコファクターとしての機能に加え、脂質抗原

提示能や小胞膜融合促進能などの新たな機能が

報告されている。一方、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

が、細胞外にも分泌され、神経栄養因子などの独

自の生物機能が示唆されている。本研究によって

プロサポシン/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。 



1) 均一な糖鎖を持つ化学合成サポシン C を用い

て、サポシン C がゴーシェ病の欠損酵素である

グルコシルセラミド-β-グルコシダーゼ酵素製剤

に対して活性化作用、安定化作用、プロテアー

ゼからの保護作用を持つことを明らかにした。

この成果はゴーシェ病に対する酵素補充療法に

おけるサポシン C 補充の有用性を示している。 

2)  クラッベ病の欠損酵素である GALC とサポ

シン C の両欠損マウスを作製したところ、脳組

織に LacCer が蓄積し、クラッベ病の神経病態が

増悪することが明らかになった。この成果はサ

ポシンCがBGALによるLacCerの分解に必須で

あり、クラッベ病の神経症状に LacCer の分解異

常が関与することを示している。 

3) プロサポシンおよびサポシンはマウス胚に

おいて脱落膜、栄養膜細胞、卵黄嚢細胞に強く

発現し、羊水中にも分泌されることを明らかに

した。この成果はプロサポシン/サポシンがマウ

スの胚発生に必須であることを示している。 

4) 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

を明らかにした。この成果は、網膜におけるプ

ロサポシン、サポシンの新たな機能を示してい

る。 
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大学の「組換えDNA 実験安全委員会」および「動
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図 1 サポシンはライソゾームにおけるスフィンゴ糖脂質の分解に必須である 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2  GALC と SAP-C 両欠損マウスの脳組織には LacCer が蓄積する 



図 3 プロサポシンノックアウトマウスの多くは胎生致死である 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 プロサポシントランスジェニックマウスは網膜視細胞の変性・脱落を呈する 


