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研究成果の概要（和文）：細胞内のリソソーム分解系の障害によりリソソーム病が生じるが、リソソーム酵素活
性の低下だけでなく細胞内輸送の障害によっても類似した疾患が生じることが分かった。我々はセルラインにお
いて遺伝子編集技術を用いてリソソームや細胞内輸送に関連する様々な遺伝子をノックアウトした細胞を作製し
解析を行なった。リソソーム酵素欠損の一部においてのみ顕著にオートファジーが障害されており、活性化刺激
に対する反応性から、オートファジー障害のメカニズムは一様ではないことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Lysosomal disease is caused by impairment of lysosomal degradation system, 
but similar diseases are caused not only by reduction of lysosomal enzyme activity but also 
intracellular transport. We edited genes related to lysosomal functions or intracellular trafficking
 to prepare knock-out cell lines of these genes, and investigated cellular phenotypes. Our results 
showed that autophagy was significantly impaired only in a part of the lysosomal enzyme deficiency, 
and suggested that the mechanism of autophagy disorder among them was not uniform.

研究分野：小児科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により遺伝性希少疾患であるリソソーム病の疾患メカニズムの一端が明らかになり、今後のリソソームお
よびリソソーム病研究を発展させるための細胞実験系や測定系が構築できたのは意義深い。また、リソソーム病
に対する疾患特異的な治療法ではなく、共通の病態メカニズムを持つリソソーム病に対して疾患横断的に改善効
果を与える手がかりとなる成果が得られ、今後本研究を発展させることで難病の治療法の開発につながることが
期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
  リソソームはプロテアーゼ、グリコシダーゼ、リパーゼ、ヌクレアーゼ、ホスファターゼな
どのリソソーム酵素を内部に含む酸性の細胞内小器官であり、内因性（オートファジー）や外因
性（エンドサイトーシス）に運ばれてきた基質を分解している。リソソームの働きは細胞内のメ
タボリズムだけでなく、アポトーシス、細胞内シグナル伝達、免疫、老化など様々な細胞機能に
関わっている。リソソーム酵素の遺伝的な欠損は、基質のリソソーム内蓄積を引き起こし、様々
なリソソーム蓄積症（Lysosomal Storage Diseases: LSD）を引き起こすが、現在までに約 50 種
類の遺伝性の LSD が報告されている（例：ムコ多糖症、スフィンゴリピドーシス、白質ジスト
ロフィー、神経セロイドリポフスチン症などで、実際はこれらの中でも細分類される）。これら
の疾患はそれぞれ数万〜数十万出生に 1 人ほどの発生頻度の希少疾患で、多くは小児期に発症
し、いまだに根本的な治療法が存在せず予後不良であるものが多い。 
  LSD では欠損する酵素の種類により蓄積する基質の種類は疾患ごとに様々であるが、蓄積
がどのように病態（例えば神経細胞死など）を引き起こしているのかはまだ不明の点が多い。最
近我々は LSD のひとつであるムコ多糖症と臨床症状が酷似する全く新しい疾患をエクソーム解
析で発見した。この病気はリソソーム酵素が正常であるにも関わらずムコ多糖が多量に蓄積し
ていた。原因遺伝子は細胞内輸送に関わる分子をコードしており、オートファジーやエンドサイ
トーシスに関わる分子であった。そこで我々は、LSD はリソソーム酵素の欠損によるものだけ
ではなく、細胞内外の基質や小胞体からの酵素の運搬も含め、リソソームを中心とする細胞内分
解系の一部の破綻により引き起こされる様々な細胞障害であると捉える必要があると考えた。 
 
２．研究の目的 
  本研究は、リソソーム酵素の遺伝子変異による酵素活性の欠損で引き起こされる
conventional な LSD と、リソソーム酵素以外の分子の遺伝子変異で引き起こされる LSD 類似
疾患を含めて網羅的に比較解析し、これらの各疾患間の共通点や相違点を細胞実験レベルで明
らかにすることを目的とする。また、障害された細胞の機能を回復する方法について、疾患横断
的に検討することで共通の治療法を見つけ出すことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
  まず、リソソーム関連遺伝子ノックアウトセルラインを作製する。ゲノム編集技術
（CRISPR/Cas9）で、LSD の原因遺伝子として報告されているリソソーム酵素遺伝子、我々が見
つけた新規疾患の原因遺伝子（オートファジーやエンドサイトーシスに関わる遺伝子）、その他
LSDの原因とは報告されていないがリソソーム機能に関わる分子（リソソーム酵素のレセプター、
リソソーム膜蛋白など）を単独または組み合わせて HeLa細胞のゲノム上でつぶしていく。同じ
セルラインをベースとする事で細胞間の比較が容易となる。次に、リソソーム機能低下や細胞内
の膜輸送の障害から生じる共通の病態をあぶりだす。上で作製したノックアウトセルラインを
用い、細胞内輸送、形態学的な表現型、細胞内蓄積物質について網羅的に解析していく。さらに、
得られた細胞表現型を回復させる手法につき疾患横断的に検討する。 
 
４．研究成果 
（1）ノックアウトセルラインの作製 
  リソソーム機能に関連すると考えられる遺伝子群を CRISPR/Cas9 でノックアウトした。設
計したガイド RNA の場所付近で遺伝子変異はランダムに生じるが、一つの遺伝子に関して複数
の変異を持つクローンを樹立し、クローン間における表現型の共通性を確認した。全部で 40種
類程度の遺伝子ノックアウトセルライン約 300 クローンを樹立し、以降の実験に速やかに用い
ることが出来る体制を整えた。 

 
（2）オートファジーの解析 
  上記で作製したリソソーム関連遺伝子ノックアウトセルラインに関して、同一の手法で網
羅的にオートファジーの機能解析を行った。手法としては、リソソーム阻害剤を用いて一定時間
リソソームにおける分解を停止することによるオートファジー関連基質の蓄積を評価する、ガ



イドラインに基づいたオートファジーフラックスの評価方法を用いた。LSDにおいては疾患ごと
に患者細胞やモデルマウスを用いたオートファジーの解析（オートファジーの障害）の報告が存
在するが、阻害剤を用いたフラックスの評価を行っている報告は非常に少なく、また各報告によ
り評価手技も異なっているためそれらを比較することは困難であった。我々はその問題を解決
するために共通の背景を持つ細胞で共通の手技で評価した。その結果、既報とは異なり一部のノ
ックアウト細胞（下図、青で囲んだもの）においてのみ明らかにオートファジーが障害されてい
ることが分かった。これは我々の手法を用いることで始めてあぶり出された所見である。異常を
示した疾患（原因遺伝子）の特徴はコレステロールの代謝に関係していたことから、さらに研究
を進め、細胞培養液中へのコレステロール負荷や、コレステロール輸送異常を惹起する薬剤を用
いてコレステロールを細胞に蓄積させた結果、同様にオートファジーの機能が障害されること
を確認した。また一方でサイクロデキストリンを用いてコレステロールを減少させるとオート
ファジーが回復することも確認した。以上の結果から、コレステロールの蓄積がオートファジー
に大きく影響を及ぼしている可能性が考えられた。 

 
（3）形態学的解析 
  ノックアウトセルラインに形態学的な評価を加えた。高感
度で高解像度の蛍光顕微鏡システムを構築し、ノックアウト細
胞を免疫染色で評価した。LSD の一つであるムコリピドーシス
患者細胞で見られる様な膨大化したリソソームの所見が、同様
にノックアウトセルラインでもリング状に観察されるなど、顕
微鏡の性能を生かした観察が可能となった。また既報の LSD患
者細胞の表現型と原因遺伝子をノックアウトしたセルラインで
共通の表現型が観察できたことで、ノックアウト細胞による実
験系の有用性が確認された。 
  電子顕微鏡による観察では、いくつかのノックアウト細胞
は異常なリソソームと思われる構造を示し、これはリソソーム
機能不全による蓄積物質であることが示唆された。蓄積物質の
姿は様々な形態を示しており、今後詳細な蓄積物質の同定と定
量が必要であると考えられた。また、異常なリソソーム構造を示した細胞は上記オートファジー
機能が障害されていた細胞に特徴的に認められる傾向があり、ここでも蓄積物質と細胞機能の
間に関連がある可能性が示唆された。 

 
（4）蓄積物質の解析 
  上に示した様に、オートファジーの評価と形態学的な解析から蓄積物質の詳細な同定と定



量が必要と考えられ、コレステロールなどの脂質の関与が示唆されている事から、HeLa 細胞を
ベースとしたノックアウトセルラインで蓄積脂質の変化が捉えられるかを検討した。各種のノ
ックアウトセルラインを薄層クロマトグラフィー（TLC）で評価したところ、スフィンゴ脂質の
蓄積の変化を捉えることが出来た。この結果をもとに、LSDで蓄積する脂質を、質量分析機を用
いて網羅的に測定する系（リピドミクス）を立ち上げ、GM1、GM2、GM3、GA1、GA2、GA3、Gb1、
Gb2、Gb3、Gb4、GalCer、Sulfatide、Sphingomyelin、Ceramide、Sphingosineなどに加え、毒性
が高いと考えられているそれらのリゾ体を含め、全 21クラスに対し、結合している脂肪酸側鎖
や骨格の炭素数違いも含めておよそ 300 分子種を一斉分析できる系を独自に構築した。これら
の脂質は GM1-gangliosidosis、Tay-Sachs、Sandhoff、Fabry、Gaucher、Krabbe、Metachromatic 
leukodystrophy、Niemann-Pick A/B、Farberなどの LSDで蓄積する基質をカバーしており、将
来の解析研究に有用である。 
 
（5）疾患横断的な細胞機能回復の試み 
  LSDの治療に関しては、欠損酵素を補充する考え方が主流であるが、我々は病態ごとに共通
の治療法を探っている。そこで、ノックアウトセルラインの解析で明らかになった表現型である
オートファジーに注目し機能回復を試みた。オートファジーが障害されていた 4 種類の細胞に
おいてオートファジーの活性化に対する反応を確認した。4種類の細胞はある刺激（刺激 1）に
対しては全く回復を示さなかったのに関わらず、別の刺激（刺激 2）に対しては 4種類のうち 2
種類は回復し、2種類は無反応
であった。このことから、病態
に基づく治療法の可能性が示
されたのみならず、LSDの一部
でオートファジーが障害され
ているメカニズムは複数ある
ことが示唆されたことは学術
的にも興味深い。今後詳細な
メカニズムを追求していく必
要がある。 
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