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研究成果の概要（和文）：GARP complexの既知構成因子ならびに我々が新規に同定した因子の機能欠損マウスを
用いて表現型解析を行ったところ、これら遺伝子が機能的に3つのグループに分類されることがわかった。これ
はGARP complexが発生過程において構成因子を取り替えることで様々な役割を果たすことを示す新たな発見であ
る。さらに、GARP complexの組織発生過程における役割を解明するモデルとして、肝臓特異的Vps52欠損解析を
行ったところ、オートファジー関連遺伝子の肝臓特異的欠損胚と同様の表現型を呈することを突き止めた。これ
はGARP complexがオートファジーと関連があることを示す重要な証拠と言える。

研究成果の概要（英文）：To elucidate roles of GARP complex during mammalian development, we obtained
 previously established mutant mouse lines for components of the GARP complex and generated knockout
 mouse lines for genes that we newly identified as components of the GARP complex. From phenotypes 
of mutant embryos, we found that these genes could be classified into three groups. These results 
suggest that the GARP complex plays various roles by exchanging components during mammalian 
development. Furthermore, we carried out liver specific Vps52 knockout analysis for a model for 
identification of the role of the GARP complex during tissue development. Liver specific Vps52 
knockout embryos showed very similar phenotypes to liver specific knockout embryos for an autophagy 
related gene. These results provide new evidence that the GARP complex seems to regulate autophagy.

研究分野： 発生遺伝学
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１．研究開始当初の背景	
GARP	complexはタンパク質の細胞内局在異常
を示す酵母変異体のスクリーニングにより
同定されたタンパク質、VPS52、VPS53、VPS54
よ り 構成されるタンパク質複合体で
（Conibear	and	Stevens,	2000）、その後新
たに VPS51 が構成因子に加わった。これらタ
ンパク質は単細胞生物の酵母から哺乳類に
至るまで保存されていることからも、細胞の
生存自体に重要な役割を果たしていると考
えられていたため、多細胞生物の発生との関
連性には注目されていなかった。一方、野生
マウスより発見されたマウス初期胚致死変
異の責任遺伝子が Vps52であることを我々が
突き止め、GARP	complex が哺乳類初期発生を
制御する重要な役割を担っていることが明
らかとなった（Sugimoto	 et	 al.,	 2003,	
Sugimoto	et	al.,	2012）。さらに、Vps52 が
細胞間相互作用を介して多能性幹細胞の分
化にも関わっていることを示す結果も得ら
れていることから、GARP	complex は様々な細
胞・組織の分化制御に関わっていると考えら
れる。	
２．研究の目的	
(1)	Vps52 コンディショナルノックアウトマ
ウスを用いて、各組織で特異的に GARP	
complex の機能を消失させることで、マウス
の組織発生過程における GARP	complex の役
割を突き止めることを目的とした。	
(2)	我々が新たに同定した VPS52 と結合する
タンパク質（CCDC132 ならびに TSSC1）は全
く機能が調べられておらず、ノックアウトマ
ウスも存在していなかった。これらをコード
する遺伝子を破壊し、その他の GARP	complex	
gene 欠損マウスの表現型と比較することで、
マウス発生過程における GARP	complex の構
成因子それぞれの役割を突き止めることを
目的とした。	
３．研究の方法	
(1)	Vps52 コンディショナルノックアウトマ
ウスと組織特異的 Cre 発現マウスを交配し、
組織特異的 Vps52欠損胚の表現型を解析する。	
①	利用可能な組織特異的 Cre 発現マウスが
実際に組織特異的解析に利用できるかを
R26R レポーターマウスを交配して確認し、組
織特異性の高い系統を用いて解析を行う。	
②	組織切片作製、ウエスタンブロッティン
グなどを行い、表現型を確認する。既存のノ
ックアウトマウスの表現型と比較すること
で、該当組織における GARP	complex の機能
を明らかにする。	
(2)	GARP	complex の構成因子の内、ノックア
ウトマウスが入手不可能なものに関して、新
規にノックアウトマウスを作製し、既存の変
異マウスの表現型解析と合わせ、それらの比
較を行う。	
４．研究成果	
(1)	本研究では組織特異的な Vps52欠損によ
る組織レベルでの表現型解析を行うため、
Cre ドライバーマウスでの組織特異性は非常

に重要となってくる。というのも、もし対象
の組織における CRE タンパク質の発現が不完
全であった場合、Vps52 が欠損されなかった
細胞だけでその組織の機能を十分に補うこ
とが出来る可能性があるためである。そこで、
組織特異的 Cre ドライバーマウスにおける、
CRE タンパク質発現の組織特異性を検証した。
その結果、AQP2-Creマウス（腎臓発現）なら
びに Ptf1a-Creマウス（膵臓発現）における
CRE タンパク質の発現は完全ではないことが
わかった。一方、Alb-Creマウス（肝臓発現）
の CRE タンパク質の発現は肝臓に限局してお
り、発生過程において効率よく組織特異的組
換えが起こっていることが確認できた（図 1）。	

この結果を踏まえ、Alb-Cre を用いて Vps52
を肝臓特異的に欠損させたところ、一見する
と正常に出生するように見受けられたもの
の、生後 4日以内にほぼ全て死亡し、多くは
生後 1-2 日で死亡した。そこで、出生直前の
E18.5 胚の肝臓の組織学的解析を行ったとこ
ろ、正常胚では肝細胞の成熟とともに生じる
空胞（脂肪と推察される）が認められるのに
対し、欠損胚ではそういった空胞は認められ
ず、成熟前の未熟な肝細胞の状態であること
がわかった（図 2）。このことから、VPS52 は

肝細胞の分化・成熟過程で重要な役割を果た
していると考えられる。さらに、この表現型
は、オートファジーと関連がある遺伝子を肝
臓特異的に欠損させたときの表現型に極め
て類似していることがわかった（未発表）。
これらの結果は、VPS52 がオートファジーの
制御に何らかの形で関与しており、オートフ
ァジー経路を介して肝細胞の発生を制御し
ている可能性を示唆している。	



(2)	GARP	complexと関連する6遺伝子のうち、
Vps51,	Ccdc132,	Tssc1 を欠損させたマウス
系統は存在していなかったため、これらを欠
損させたマウス系統を CRISPR/Cas9 システム
を利用して作製した。Vps52 ノックアウトマ
ウス系統、Vps53 ノックアウトマウス系統、
Vps54 遺伝子トラップマウス系統と合わせ、
これらの表現型解析を行った。Vps52,	Vps53
ノックアウト胚はともにエピブラストの発
達不全により E6.5 に致死となることが確認
された（図 3）。一方、Vps54機能欠損遺伝子

トラップマウス胚は E12.5 に致死となること
が判明した。遡って解析したところ、胚本体
に形態的な表現型が現れる前の E10.5 の時点
で、卵黄嚢における著しい血管形成不全が観

察された（図 4）。さらに、Vps51,	Ccdc132,	
Tssc1 欠損胚の表現型を確認したところ、
Vps51 欠損胚は Vps52 欠損胚、Vps53 欠損胚
と同様にエピブラストの発達不全により
E6.5 に致死となるが、Ccdc132欠損胚、Tssc1
欠損胚はともに E8.5 に致死となることがわ
かった（図 5）。興味深いことに、Ccdc132欠
損胚、Tssc1欠損胚では、visceral	yolk	sac
が波打った特徴的な形態を示していた。これ
は、内側の外胚葉組織の発達が悪い状況下で
visceral	endoderm の細胞が増殖したためと
考えられる。GARP	complex 遺伝子を欠損させ
た際の表現型より、これら因子を 3つに分類
できることがわかった（図 6）。これまで GARP	
complex は全ての構成因子が常に協調的に機

能すると考えられていたが、これらの結果よ
り、GARP	complex は構成因子を入れ替えるこ
とで発生過程の様々なステージ・組織で多面
的な役割を果たしていることが示唆される。	
	
本研究の結果を元に考察すると、VPS51,	
VPS52,	VPS53 の 3 つが GARP	complex の主要
因子であると推察される。そして、CCDC132
と TSSC1、ならびに VPS54 が必要に応じて加
わることで、GARP	complex は哺乳類発生過程
において多様な役割を果たすと考えられる。	
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