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研究成果の概要（和文）：リソソーム蓄積病の病態解明を行った。細胞内コレステロールの蓄積とリソソーム膜
の脆弱性の関連、リソソーム膜の損傷をオートファジーで認識するリソファジーの分子機構の研究を行い、ユビ
キチンリガーゼの候補分子を同定した。オートファジーに関連する分子EPG5（Vici症候群の原因遺伝子）の作用
点を明らかにし、報告した。エンドソームやオートファゴソームがリソソームと融合する時に働く分子である
VPS33Aの変異による新しいリソソーム蓄積病様疾患（Mucopolysaccharidosis Plus Syndrome, OMIM #617303）
をエクソーム解析で同定し、その病態の一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：(i) Intracellular accumulation of cholesterol that is often observed in 
lysosomal storage diseases affects lysosomal membrane permeability. We identified a candidate 
molecule which works for ubiquitin ligase in the autophagic process following lysosomal membrane 
rupture. (ii) We analyzed skin fibroblasts from patients of Vici syndrome, which is caused by 
mutations of EPG5 gene, and elucidated that EPG5 functions for the fusion step between autophagosome
 and lysosome. (iii) Using whole exome sequencing, we established a novel syndrome which is caused 
by mutations of VPS33A gene (Mucopolysaccharidosis Plus Syndrome, OMIM #617303), and reported a part
 of pathophysiology of this new disease. Altogether we proved that not only undegraded substrates of
 lysosomal enzymes but also membrane lipid contents and intracellular vesicular trafficking are 
complicatedly implicated in the pathophysiology of lysosomal storage diseases.

研究分野：小児科学
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１．研究開始当初の背景	
 
	 	 リソソーム（Lysosome）は全ての真核
細胞の細胞質に存在する細胞内小器官で、内
部はプロトンポンプの働きで酸性に保たれ
ており、50種類以上のリソソーム酵素の働き
で細胞内の様々な基質を分解する。リソソー
ム酵素に変異がある場合、もしくはリソソー
ム酵素の細胞内輸送が障害された場合に、未
分解の基質がリソソーム内部に蓄積し、リソ
ソーム蓄積病（Lysosomal Storage Disease; 
LSD）が引き起こされる。現在一部の LSD
に対してリソソーム酵素の点滴補充療法が
行われているが、コストや臓器特異性などの
点でまだ問題は多く、LSDのさらなる病態解
明とそれに基づいた新たな治療戦略が求め
られている。 
 
 
２．研究の目的	
 
	 	 リソソーム膜は、シリカや尿酸などの結
晶、細菌毒素、コレステロール、薬剤などの
様々な要因で損傷する事が分かっており、
我々の研究室では損傷したリソソームが選
択的にオートファジーで隔離される現象“リ
ソファジー”を報告し、さらに腎臓において
尿酸結晶によって損傷したリソソームがオ
ートファジーの働きで隔離・排除される事で
腎症の悪化を防いでいる事も明らかにした
（Maejima I, et al. EMBO J 2013）。一方で
LSD では疾患ごとに様々な種類の基質がリ
ソソームに蓄積しているため、LSDの細胞に
おいてもリソソームの膜損傷が起こってい
るか、起こりやすい状態になっているに違い
ない。そこで、LSDの病態解明、特にリソソ
ーム膜の脆弱性やそれに引き続いて起こる
リソファジーの関与を明らかにする事を目
的として研究を行った。 
 
 
３．研究の方法	
	
	 	 リソソーム機能は酵素活性を 4MU 人工基
質 で 測 定 す る 生 化 学 的 な 方 法 や 、
LysoTracker を用いた酸性度の評価、リソソ
ーム内の基質の免疫染色や ELISA による定量
で評価した。リソソームを人工的に損傷させ
る手法としては既出の論文でも用いられた
LLOMe を細胞に投与する方法や、ビーズを取
り込ませる方法を用い、細胞内小器官の膜の
破れは細胞質内のガラクトース結合性のレ
クチンである Galectin3 を蛍光染色する事で
膜損傷部位への集積を検知した。また、リソ
ソームのマーカーである Lamp1、Lamp2、Limp2、
CtsD などと、オートファゴソームのマーカー
である LC3 の細胞内局在を蛍光免疫染色で観
察し、オートファジーのプロセス（オートフ
ァゴソームの形成、リソソームとの融合、オ
ートリソソーム内での分解）を評価した。オ

ートファゴソームとリソソームの融合に関
しては我々が開発した RFP-GFP-LC3（tandem	
fluorescent	LC3,	tfLC3）を用い、LC3 とリ
ソソームのマーカーである Lamp1 との共局在
などを評価した。エンドサイトーシスによる
取り込みや分解能は EGF レセプターの分解速
度、DQ-BSA の分解などを使って評価した。こ
れらの生化学的、形態学的方法に加え、siRNA
を用いたノックダウンや、ゲノム編集技術を
用い、CRISPR/Cas9 で特定の遺伝子のノック
アウト細胞を作製し、表現型の評価を行った。	
	
	
４．研究成果	
	
（1）リソファジーに関与するユビキチンリ
ガーゼの同定	
	 	 リソソームが損傷した時に、その周辺で
ユビキチン化が起こり、オートファジーによ
り認識され処理されるという事は報告され
ているが、損傷膜の何がユビキチン化される
のか、ユビキチンリガーゼは何であるかは明
らかでなかった。我々はこれまでの研究から
ある分子に注目し、それがリソソーム膜損傷
時に惹起されるリソファジーのユビキチン
リガーゼの候補である事を突き止めた。その
分子は損傷リソソームにリクルートされる
分子の網羅的質量分析においても同定され、
現在詳細なメカニズムを詰め、論文の投稿準
備を進めているところである（unpublished）。	
	
（2）コレステロールのリソソーム膜の安定
性への関与	
	 	 様々なリソソーム内基質蓄積が LSD の病
態、特にリソソームの膜の脆弱性に関与して
いる可能性に関して検討した。これまで LSD
細胞を取り扱い、細胞の生存率の経験などか
らコレステロールに着目し、細胞内コレステ
ロールを増減させたときのリソソーム膜の
安定性を評価した。U18666A などで細胞内に
コレステロールを蓄積させた状態ではビー
ズを用いてリソソームを損傷させた時、損傷
率が上昇した。すなわちコレステロールの蓄
積がリソソーム膜の脆弱性に関与している
可能性があった。また、コレステロールが蓄
積している LSD 細胞に対してサイクロデキス
トリンなどでコレステロールを減らす処置
を行うとリソソーム膜の破れが減少した。そ
れは治療の可能性を示唆するものである。ま
たコレステロールがオートファジーに与え
る影響に関しても興味深いデータが出てお
り、解析を続けて行く（unpublished、学会
発表①）。	
	
（3）Vici 症候群におけるオートファジー障
害のメカニズム	
	 	 線虫においてオートファジーに関連す
る遺伝子として同定された EPG5 はヒトにお
いて Vici 症候群の原因遺伝子である事が報
告された。Vici 症候群は脳梁欠損を特徴とす



る神経系の発生異常と、多臓器にわたる様々
な症状を呈する小児期発症の疾患である。
EPG5 がオートファジーのどの過程にどう関
与するのかについては様々な報告があり、詳
細なメカニズムは不明であった。我々は名古
屋市立大学（小児科）との共同研究で、エク
ソーム解析にて EPG5 遺伝子変異が同定され
た Vici 症候群の患者皮膚線維芽細胞を解析
する機会を得た。患者細胞に加え、HeLa 細胞
において siRNA によるノックダウンと、
CRISPR/Cas9 を用いたノックアウトを行い、
EPG5 がオートファゴソームとリソソームの
融合過程に働いている事を明らかにした（成
果⑤）。	

	

	

	

（4）新規 LSD 様疾患（Mucopolysaccharidosis	
plus	syndrome,	MPSPS）の発見と病態の解析	
	 	 我々は LSD のひとつであるムコ多糖症
（もしくはムコリピドーシス）と非常に類似
する症状を示すが重症で、リソソーム酵素の
欠損を認めず、確定診断がつかなかった症例
を経験した。エクソーム解析を行い、VPS33A
遺伝子の変異を同定した。VPS33A はオートフ
ァジーやエンドサイトーシスに関与する
HOPS 複合体の構成分子である。本疾患では未
知のメカニズムでリソソームの over	
acidification が引き起こされ、リソソーム
におけるムコ多糖の分解能が低下する事で
ムコ多糖症と似た病態が生じている事が推
測された。また、VPS33A 分子の中のそれぞれ
のドメインがエンドソームとリソソーム間、
およびオートファゴソームとリソソーム間
の融合を担っているが、本疾患で認められた
遺伝子変異はそれらとは別のドメインの変
異であり、オートファジーやエンドサイトー
シスの機能には明らかな異常を認めなかっ
た。従って今後ドメインに特異的な機能の解
明を進め、本疾患のさらなる病態解析を行う。
本疾患はトルコからも同様の症例報告があ
り（Dursun	A,	et	al.	Clin	Dysmorphol.	2017）、

新しい疾患として登録された（MPSPS；OMIM 
#617303）（成果④）。	

	

	
	
これらの研究成果から、LSD の病態形成には
リソソーム酵素欠損から生じる未分解基質
の蓄積のみならず、細胞内小胞輸送、膜脂質
の構成など様々な要素が密接に関わってい
る事が明らかになった。	
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