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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでにクラスII型PI3Kα酵素が成長因子などの受容体エンドサイトーシス
機能に必要であることを明らかにしてきた。その後、PI3K-C2αと連関して働く、PI 3’-ホスファターゼを探索
し、MTMR4を同定した。本研究では、AECII細胞のMTMR4の病態生理機能に焦点を当て、MTMR4によるエンドリソソ
ーム・オートファジー系細胞内分解システム制御に着目し、肺線維化発症におけるMTMR4の役割をより深く理解
することを目的とした。MTMR4はAECII細胞においてエンドソーム・オートファジー系調節を介して、発生期の肺
胞構築及び生後の肺胞構築の恒常性維持に必須な因子であることが示された。

研究成果の概要（英文）：We have previously demonstrated that Class II PI3Kα enzyme is essential for
 receptor endocytosis functions involving growth factors receptor signaling. Subsequently, we 
explored the Inositol 3'-phosphatase that works in conjunction with PI3K-C2α and identified 
Myotubularin-related protein-4 (MTMR4). In this study, we focused on the pathophysiological function
 of MTMR4 in AECII cells, specifically aiming to deepen our understanding of the role of MTMR4 in 
the control of the endolysosomal-autophagic cellular degradation system and its contribution to the 
development of pulmonary fibrosis. MTMR4 was shown to be a crucial factor in regulating 
endolysosome-autophagic processes in AECII cells, essential for both the embryonic and postnatal 
alveolar development and maintenance of homeostasis.

研究分野：分子生理学

キーワード： イノシトールリン脂質代謝酵素　PI3キナーゼ　ミオチュブラリン関連タンパク質　エンドリソソーム　
オートファジー　肺線維化　Ⅱ型肺胞上皮細胞　肺胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、MTMR4-KOマウスの肺形成異常は、エンドリソソーム・オートファジー系の機能破綻による肺
胞上皮分化異常ならびに間葉系細胞過形成に起因する正常肺胞構築障害であると結論づけられた。MTMR4は、
AECII細胞においてエンドリソソーム・オートファジー系調節を介して、発生期の肺胞構築および生後の肺胞構
築の恒常性維持に必須な因子であることが示された。MTMR4が肺胞幹細胞であるAECII細胞の分化・増殖の制御に
重要な役割を果たす事から、MTMR4によるエンドリソソーム・オートファジー系調節機構は、肺線維化の発症機
構解明および新たな治療法開発において重要な知見と成り得る。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 リソソームを介した細胞内分解（クリアランス）システムはプロテアソーム経路と並び、不要
となったタンパク質、糖、脂質、脂肪などを能動的に分解・再処理している。後期エンドソーム
〜リソソーム経路（エンドリソソーム系）およびオートファゴソーム〜リソソーム経路（オート
ファジー系）は、主要な細胞内クリアランス経路である。これら細胞内小胞輸送のシステムは、
低分子量 G タンパク質 Rab ファミリーを中心とした非常に複雑な制御機構によって成り立って
いる。細胞膜の主要な構成リン脂質である“ホスファチジルイノシトール”のイノシトール環水
酸基 3’位にリン酸基が付加されて生成する 3’-リン酸化イノシトールリン脂質（3’-ホスホ
イノシタイド：3’-PI）は、エンドサイトーシス及びオートファジーなどの細胞内小胞輸送（メ
ンブレン・トラフィッキング）を制御することが知られていた。特に、細胞膜小胞に特異的に局
在する 3’-PI は重要な役割を果たす。7 種の 3’-PI のうち、ホスファチジルイノシトール-3-
リン酸（PI(3)P）は、初期エンドソーム及びオートファゴソームに豊富であり、その後に PI タ
ーンオーバーを伴ってPI(3,5)P2を持つ後期エンドソームを経て、リソソームへと成熟していく。
この各膜小胞画分に特異的に局在する 3’−PI を足場にして、各 3’-PI 特異的結合ドメイン（PH、
PX、FYVE ドメインなど）を有する機能タンパク質を膜小胞にリクルートすることにより、メン
ブレン・トラフィッキングは的確に実行される。この PI ターンオーバーを駆動する PI 合成酵素
（PI 3’-キナーゼ(PI3K)）及び分解酵素（PI 3’-ホスファターゼ）は膜小胞輸送を精巧に制御
することが知られているが、これら PI 代謝酵素分子の実体と分子機構は十分に明らかとなって
いなかった。 

 我々はこれまでにクラス II 型 PI3Kα酵素(PI3K-C2α) が成長因子などの受容体エンドサイ
トーシス及びその後のエンドソーム膜上での受容体シグナリングに必要であることを明らかに
した（参考文献 1−4）。PI3K-C2αの酵素産物は、PI(3,4)P2及び PI(3)P である。その後、PI3K-C2
αと連関して働く、PI(3,4)P2及び PI(3)P の 3’-PI脱リン酸化酵素（PI 3’-ホスファターゼ）
を探索し、Myotubularin-related protein-4（MTMR4）を同定した（参考文献 5）。14 種からなる
Myotubularinファミリーに属する MTMR4 は、分子内 C末端に PI(3)P と結合する FYVE ドメイン
を有し、細胞内の局在部位はエンドリソソーム系およびオートファジー系であった。また、網羅
的な MTMR4発現解析をウエスタンブロット法により行った結果、マウス組織では II 型肺胞上皮
（AECII）細胞が最も高発現していた（参考文献 5）。以上の学術的背景および予備的検討から、
MTMR4 が肺組織において、「エンドリソソーム・オートファジー系の PI(3)P ターンオーバーを調
節する PI3’-ホスファターゼ」であると仮説を立てるに至った。 

２．研究の目的 
 AECII 細胞の MTMR4 の病態生理機能に焦点を当て、「MTMR4 によるエンドリソソーム・オートフ
ァジー系細胞内分解システム制御機構を解明することにより、肺の慢性炎症をともなう肺線維
化発症における MTMR4 の役割をより深く理解すること」を目指す。主に、MTMR4-KO マウス（全
身型 KOおよび肺組織細胞特異的コンディショナル KO）を用いた In vivo解析、それら KO マウ
スから単離した初代 AECII 細胞を用いた in vitro解析を中心に、以下の項目を明らかにするこ
とを目的とした。 

１） 全身型 MTMR4KO マウス、および AECII 細胞特異的 KO マウスにおいて、a)肺発達過程で
の肺胞壁過形成、b)成獣期での肺線維化発症、の表現型を詳細に解析し、AECII 細胞に
高発現する MTMR4 の病態生理的役割を明らかにすること。表現型の責任細胞を同定する
ために、線維芽細胞、血管内皮細胞特異的 KO マウスと比較検討すること。 

２） AECII 細胞における MTMR4 の機能的役割を明らかにするために、KO マウス組織より単
離 AECII 細胞、又は胎児線維芽（MEF）細胞を採取し、in vitro細胞アッセイ系を用い
て「エンドソームリソソーム・オートファジー系における MTMR4 機能が如何に細胞内ク
リアランス制御を行っているか」を明らかにすること。  

３．研究の方法 
１）MTMR4全身型 KO（MTMR4–/–）、AECII 特異的コンディショナル型 KO（MTMR4flox/flox; SPC-CreERT2 
= MTMR4ΔAECII）マウスにおける発生期肺胞壁過形成および成獣期肺線維化発症の分子機序 
実験１）線維芽細胞レポーターマウス（Col1α2-GFP Tg）を用いて、以下に示すマウス群を作出
し、ブレオマイシン誘発性肺線維化モデルにおけるMTMR4欠損の影響を調べた。 

・WT型： MTMR4+/+; Col1α2-GFPTgマウス（8〜10種齢、♂） 
・KO型： MTMR4–/–; Col1α2-GFPTgマウス（8〜10種齢、♂） 

 なお、Col1α2-GFP Tg マウスは、コラーゲン-Iα2（Col1α2）ﾌﾟﾛﾓｰﾀｰの下流で GFP を発現す
る遺伝子改変トランスジェニック（Tg）マウスであり、マウス肺組織での線維化を in vivoで可
視化することが可能となる。 
 上記マウスにおける肺線維化機序は、定法に従い、ブレオマイシン投与（腹腔投与、2 週間）
による肺線維化発症の程度を、組織切片の作製した後、アザン染色、コラーゲン抗体染色と GFP
蛍光の 2重染色により、MTMR4欠損の影響を解剖学的に評価した。 
 



実験２）肺組織全体での肺線維化の程度を調べ
るために、申請時当初は常法として知られるハ
イドロキシプロリン法による組織コラーゲン定
量を計画していたが、本学に新たに導入された
最新のカールツァイス社製 Lightsheet 顕微鏡
を用いた全肺組織３D イメージングによる評価
に切り替えた。ここでは、下記に示す AECII 特
異的コンディショナル KO マウスを作出して、マ
ウス個体レベルでの発生期肺胞壁過形成および
成獣期肺線維化発症の分子機序を検討した。 
  ・コントロール： MTMR4+/+; SPC-CreERT2; R26RtdTomato;Col1α2-GFPTg  
 ・MTMR4ΔAECII： MTMR4flox/flox; SPC-CreERT2; R26RtdTomato;Col1α2--GFPTg 

２）MTMR4遺伝子ノックダウン AECII 細胞（A549
細胞）における上皮間葉転換（EMT）の調節 
当該研究課題の申請時には、当初、マウス肺組織
より単離した AECII 細胞を用いたオルガノイド
培養系の構築を計画していたが、培養技術的な
障壁から計画を変更し、II 型肺胞上皮細胞モデ
ルである A549培養細胞を用いたRNA干渉法によ
る in vitro実験系を構築した。MTMR4遺伝子発
現抑制 A549細胞における上皮間葉転換（EMT）の
関与について検討した。 
４．研究成果 
１）全身型 MTMR4 ノックアウト（KO）マウスはホ
モ接合型（–/–）において、出生直後２４時間以
内に全例死亡することが確認された。野生型
（+/+）及びホモ KOそれぞれの肺組織を組織学的
に調べると、ホモ KO マウス肺では肺胞が野生型
に比べ十分に膨らんでいないことが明らかにな
った（図１）。そこで、肺組織の肺胞実質および間
質のより詳細な構造を調べるために、線維芽細胞
レポーターマウス（Col1α2-GFP Tg）を用いた肺
組織蛍光イメージングを行った。その結果、MTMR4 
KO マウス肺間質において、コラーゲン I産生線維
芽細胞の増加と肺胞壁の肥厚が認められた（図
２）。 
２）MTMR4 KO マウスの肺構造を客観的に観察（ノ
ンバイアスで）するために、組織透明化 CUBIC法
を用いた全肺組織３D 観察を行った。生後直後の
野生型および KO 型マウスより採取・固定化した
肺組織をCUBIC試薬により透明化した後、抗ABCA3
（AECII 細胞マーカー）抗体による３次元（３D）
免疫染色を行った。MTMR4 KO マウス出生直後の肺
組織は、肺全体において線維芽細胞の顕著な増生
が見られ、正しい肺胞構造の構築に傷害があるこ

図１） MTMR4-KOマウスは出生直後の肺胞形成異常によ

り胎生致死となる 

図 2） MTMR4-KO 新生児マウス肺組織では間質において

コラーゲン I 産生線維芽細胞が顕著に増加している 
GFP: コラーゲン I 産生線維芽細胞 

Podplanin: I 型肺胞上皮細胞マーカー 

図 3） MTMR4-KO 新生児マウス肺組織の全肺組織３D

観察（カールツァイス社製 Lightsheet 顕微鏡） 
GFP: コラーゲン I 産生線維芽細胞 

ABCA3: Ⅱ型肺胞上皮細胞マーカー 

図 4） AECII 細胞特異的 MTMR4-コンディショナル KO マ

ウス成獣肺組織はブレオマイシン誘発性に線維化を呈す

る 

アザン染色: 組織線維化の染色 

図 5） AECII 細胞特異的 MTMR4-コンディショナル KO マ

ウス成獣肺組織の Lightsheet-３D 観察 

GFP: コラーゲン I 産生線維芽細胞 

ｔｄTomato: SCP-CreERT2発現細胞（AECII 細胞） 

 



とが明らかとなった（図３）。 
３）MTMR4全身型 KO マウスは、ホモ（–
/–）型では生後直後２４時間以内に致死
となるため、成獣での肺線維化発症をし
らべる目的で、AECII 細胞特異的コンデ
ィショナル KO マウスを作出した。生後
１０〜１２週齢において、タモキシフェ
ン投与により AECII 細胞特異的に MTMR4
遺伝子を欠損（コンディショナル KO：
CKO）させた後、抗癌剤・ブレオマイシン
を腹腔投与により肺線維化を発症させ
た。コントロール群に比べて、CKO 群に
おいて肺間質における肺線維化が顕著
に増加していた（図 4）。また、透明化肺
組織を用いた 3D イメージングにおいて
も全肺領域で肺線維化が著しく進行していることが明らかとなった（図 5）。 
４）KO マウスで見られた肺間質における線維芽細胞の増生・線維化の亢進、および II 型肺胞上
皮細胞の異常増殖の機序を明らかにする為に、AECII 細胞モデル細胞である A549 細胞を用いた
in vitro細胞評価系を構築した。遺伝子を破壊する RNA 干渉法により MTMR4発現抑制細胞を用
いて、トランスフォーミング増殖因子・TGFβ1 刺激による細胞外マトリックスの発現変化を定
量的 PCR により評価した（図 6）。MTMR4遺伝子抑制細胞において、TGFβ1刺激による細胞外マ
トリックス（フィブロネクチン、コラーゲン I）および間葉系マーカーであるビメンチンの mRNA
発現が顕著に亢進していた。この結果は、MTMR4 は AECII 細胞において上皮間葉転換を負に制御
する機能を有することを示唆する結果である。 
  
 以上の研究結果より、MTMR4-KO マウスの肺形成異常は、エンドリソソーム・オートファジー
系の機能破綻（＝細胞内メンテナンス不良）による肺胞上皮分化異常ならびに間葉系細胞過形成
とこれに起因する正常肺胞構造の構築障害であると結論づけられた。細胞内脂質代謝酵素であ
る MTMR4 は、AECII 細胞においてエンドリソソーム・オートファジー系調節を介して、発生期の
肺胞構築および生後の肺胞構築の恒常性維持に必須な因子であることが示された。MTMR4 が肺胞
幹細胞である AECII 細胞の分化・増殖の制御に重要な役割を果たす事から、MTMR4 を始めとする
イノシトールリン脂質代謝酵素群によるエンドリソソーム・オートファジー系調節機構（参考文
献 6−9）は、肺線維化の発症機構解明および新たな治療法開発において重要な知見と成り得る。 
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図 6） MTMR4 ノックダウン A549 細胞において、TGFβ1 刺激に

よる細胞外マトリックスの発現が亢進している 
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