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研究成果の概要（和文）：細胞膜に存在するホスファチジルイノシトール（PI）は脂質リン酸化酵素PI3キナー
ゼにより種々の3’-ホスホイノシチド（3’-PI）に変換され、細胞内小胞輸送やシグナル伝達に関与する。
Myotubularin-related protein (MTMR）ファミリーはPI-3リン酸（PI(3)P）をPIへと変換する3’-PIホスファタ
ーゼである。本研究課題では、MTMR4が肺組織において II型肺胞上皮細胞（AECII）に高発現し、エンドソーム
～リソソーム（エンドリソソーム）、オートファゴソームといった細胞内クリアランスを担う小器官の機能調節
に重要な役割を果たすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Phosphatidylinositol 3-phosphate (PI(3)P) is the predominant 
phosphoinositide species in early endosomes and autophagosomes, in which PI(3)P dictates traffic of 
these organelles. Phosphoinositide levels are tightly regulated by lipid-kinases and-phosphatases; 
however, a phosphatase that converts PI(3)P back to phosphatidylinositol in the endosomal and 
autophagosomal compartments is not fully understood. We investigated the subcellular distribution 
and functions of myotubularin-related protein-4 (MTMR4), which is distinct among other MTMRs in that
 it possesses a PI(3)P-binding FYVE domain, in lung alveolar epithelial cells. MTMR4 knockdown 
markedly suppressed the motility, fusion, and fission of PI(3)P-enriched structures, resulting in 
decreases in late endosomes, autophagosomes, and lysosomes. This project has unveiled that MTMR4 is 
essential for the integrity of endocytic and autophagic pathways.

研究分野： 生理学

キーワード： ホスホイノシタイド　脂質ホスファターゼ　ミオチュブラリン関連タンパク質　PI3キナーゼ　エンドサ
イトーシス　オートファジー　リソソーム　II型肺胞上皮細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
サーファクタントを分泌するII型肺胞上皮（AECII）細胞は正常肺発生において肺胞を形成する組織幹細胞であ
り、また外部環境由来の病原体アラームシグナルをいち早く感知し、これらによる肺組織の障害に対する防御・
修復応答に中心的な役割をはたすことが明らかになってきた。本研究の成果は、MTMR4がAECII細胞の細胞内クリ
アランス制御を介して細胞分化・増殖を調整して肺組織の構築および恒常性を維持する機能を有することを示し
た。この研究成果は肺形成・発達メカニズムの解明のみならず、肺線維症等の炎症性肺疾患（全世界の死亡原因
第３）の病態解明と新しい治療法開発戦略において有用な情報を与える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 肺線維症等の炎症性肺疾患は今日、全世界の死亡原因第３位となり約４人に１人の割合で罹
患し、重篤化する。サーファクタントを分泌する II 型肺胞上皮細胞（Alveolar epithelial cell 
type-II: AECII）は、肺組織の発生段階で重要な役割をはたす組織幹細胞としての役割を持つこ
とが明らかになりつつある。また有害な化学物質や病原体など外部環境由来のアラームシグナ
ルをいち早く感知し、これらによる肺組織の障害に対する防御・修復応答に中心的な役割をはた
すことが明らかになってきた（参考文献１）。 
 各種の細胞膜イノシトールリン脂質（ポリホスホイノシタイド（PPI））は、低分子 Gタンパク
Rab と共に細胞内小胞輸送を精妙に制御する。この PPI は、エンドサイトーシス（内在化）、細
胞内小胞輸送、オートファジー、細胞遊走などの膜動現象を制御する。形質膜・細胞内小器官膜
に局在する PPI の合成・分解酵素群は、PPI レベルの調節を介して小胞輸送を制御するが、代謝
酵素分子の実体と局在は十分に明らかとなっていない。我々はこれまで機能不明であったイノ
シトール環３位をリン酸化する PPI 合成酵素 “クラス II 型 PI3 キナーゼα酵素(PI3K-C2
α)” が血管内皮において成長因子受容体内在化・その後のエンドソームへの輸送とシグナ
リングに必須であることを明らかにした（参考文献２）。その後、PI3K-C2αと連関して機能
する PPI 特異的な３位脱リン酸化酵素・ミオチュブラリン関連タンパク質−４（MTMR4）を同
定し、MTMR4 全身性および臓器特異的ノックアウト（KO）マウスを作成した（未発表）。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、MTMR4 欠損マウスおよび培養肺胞上皮細胞モデルを用いて、１）肺形成・
発達過程における AECII 細胞の MTMR4 の役割、２）AECII 細胞の細胞内クリアランス機能
（エンドリソソーム系およびオートファジー系）における MTMR4 の役割、を明らかにするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）マウス各臓器における MTMR4の mRNA・タンパク質発現解析および MTMR4 遺伝子欠損マウス
の表現型解析：C57BL/6J 野生型マウス（雄、８週齢）より主要臓器を採取し、RNA およびタンパ
ク質を定法により抽出した。各臓器の mRNA量は、qPCR法により相対比較を行い、タンパク質発
現量は抗 MTMR4 抗体を用いたウエストブロット法により定量比較した。更に、MTMR4欠損マウス
の表現型を解析し、MTMR4のマウス発生・発達における役割を検討した。 
２）ヒト肺胞上皮癌由来 A549細胞を用いた MTMR4のエンドリソソーム・オートファゴソーム機
能調節機構の解析：GFP融合MTMR4を遺伝子導入した細胞の共焦点蛍光顕微鏡観察および抗MTMR4
抗体を用いた免疫染色法により、MTMR4 の細胞内局在を解析した。更に、特異的 siRNA により
MTMR4をノックダウンし、各オルガネラマーカーを用いたエンドソーム〜リソソーム（エンドリ
ソソーム）経路、およびオートファジー経路の形態を詳細に解析した。また、飢餓状態における
A549 細胞のオートファジー経路を観察するために、mRFP-GFP-LC3B オートファジーセンサーを
遺伝子導入によって発現させ、オートファゴソームの形成およびリソソームとの融合によるオ
ートリソソーム形成を評価した。 
 
４．研究成果 
１）Raessらの GTEx データベース解析の結果
（参考文献３）によると、MTMR4の mRNA は他
の臓器に比べ、脳組織（大脳皮質、小脳）に比
較的多く発現していることが示されていた
が、しかし実際、我々のマウス各臓器のウエス
トブロット解析の結果から、肺組織が最も発
現量が多いことが確認された。更に、肺組織を
構成する細胞の中でも AECII 細胞における発
現レベルが極めて高く、間質細胞（血管内皮、
血管平滑筋、線維芽細胞）では殆ど検出されな
いことが明らかになった（図１）。
興味深いことに、MTMR4欠損マウ
スは出生直後２４時間以内に肺
胞構築不全による呼吸不全が原
因で全例死亡することが判明し
た（図２）。 
 
２）ヒト肺胞上皮腺がん由来
A549細胞において、MTMR4は主に
Rab7 陽性後期エンドソーム
（PI(3,5)P2プール）と LC3B 陽性オートファゴソームに局在した。MTMR4は PI(3)P に富む EEA1
陽性初期エンドソームにはほとんど存在しなかった。特異的 siRNA により MTMR4 をノックダウ
ンすると、PI(3)P陽性小胞の融合・出芽のプロセスが障害され、Rab7 陽性後期エンドソーム及

図１）MTMR4 はヒト肺胞上皮腺がん由来 A549 細胞

に高発現している 

図２ MTMR4 全⾝ KO マウスは肺形成異常により⽣後直後に死亡 



び LAMP1 陽性リソソーム数の減少、なら
びに PI(3)P 陽性の肥大化・凝集した初
期エンドソームと後期エンドソームが
観察された。これら MTMR4ノックダウン
で観察された現象が、MTMR4 のホスファ
ターゼ活性に依存しているのか確認す
るために、MTMR4 不活性型変異（C407S）
かつ siRNA耐性の変異体発現プラスミド
および野生型で siRNA耐性の MTMR4発現
プラスミドを作製し、レスキュー実験を
試みた。その結果、MTMR4 ノックダウン
細胞で見られた肥大化・凝集のエンドソ
ーム異常は、野生型 MTMR4の発現により
レスキューされ、正常な形態に戻った。
一方、MTMR4 不活性化変異体（C407S）の
強制発現では、MTMR4ノックダウンによる異常形質をレスキュー出来なかった。これらのことか
ら、MTMR4は後期エンドソームにおいてホスファターゼ活性依存的に PI(3)P を PIへと分解する
ことによって、リソソームとの融合、成熟を促進する PI 代謝酵素であることが示された（図３）。 
 また、飢餓状態の MTMR4ノックダウン細胞において、エンドソームとオートファゴソームの融
合小胞（アンフィソーム）及びオートリソソームの形成が著しく減弱しており、後期エンドソー
ム/オートファゴソームとリソソームとの融合の障害が示唆された。これは PI(3)P陽性小胞（初
期エンドソーム、オートファゴソーム）から PI(3)P を分解・消去して各小胞が成熟しリソソー
ムとの融合に進む過程に、MTMR4が必須であることを示唆している。一方、飢餓ストレス応答性
転 写 因 子 Transcription factor-EB 
(TFEB)は、細胞が飢餓状態に置かれると核
移行し、リソソーム・オートファジー関連
遺伝子群の発現を亢進させることが知ら
れている。興味深いことに、この過程が
MTMR4ノックダウン細胞において、著しく
減弱し、これに伴うリソソーム関連遺伝子
群の発現が有意に減少していた。これらの
結果は、MTMR4ノックダウン細胞における
エンドソーム、オートファゴソーム、およ
びリソソームの形成異常および機能障害
のメカニズムに TFEBの異常が関与するこ
とを示唆している。しかし、MTMR4が TFEB
の活性化および核移行を調節するメカニ
ズムは現在分かっていない（図４）。 
 以上の結果から、後期エンドソームおよびオートファゴソームに局在する MTMR4 は、PI(3)P
を脱リン酸化して PI に変換する必須の 3’-PI ホスファターゼであり、エンドリソソームおよ
びオートファジー経路の機能を調節して、細胞内クリアランス制御に関与することが示唆され
た。エンドサイトーシス、オートファジー機構による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、膜分子や外界から取り込んだ異物、不要となったタンパク質、脂肪、糖、を
能動的に分解・再処理する装置である。7種のイノシトールリン脂質のうち、PI(3)P は初期エン
ドソーム、後期エンドソーム(多胞体)およびオートファゴソームに豊富であり、従来これらの細
胞内小器官機能を制御する PI(3)P の主要産生酵素はクラス III 型 PI3K（Vps34）と考えられて
きた。クラス III PI3Kに加えて、近年の研究よりクラス II PI3Kもエンドソームの PI(3)P レ
ベルに寄与すると考えられている。14 種のアイソフォームからなる MTMR ファミリーの中で、
MTMR4が後期エンドソーム、オートファゴソームに局在する MTMR であることを同定した。MTMR4
はこれらの小胞分画の成熟、融合に関与し、エンドリソソーム・オートファジー経路による物質
分解を調節することが示唆された。細胞内クリアランス機構は生命の重要な基本原理であり、
MTMR4-KOマウスの今後の詳細な解析によって MTMR4 機能の解明が進むことが期待される。 
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図３）MTMR4 によるエンドソーム〜リソソーム
（エンドリソソーム）成熟の制御.  

図４）MTMR4 によるオートファジー経路の制御.  
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