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研究成果の概要（和文）：マクロファージや好中球によるリソソーム酵素の放出は他者融解と呼ばれているが、
未だにどのような生理現象や病態発症に関与するのかは分かっていない。私達はこの過程を制御する候補分子を
同定し、実際にこの分子が他者融解を促進することを見出した。次に、この分子の欠損マウスに心血管炎症を誘
発する刺激を与えたところ、野生型マウスに比べ心血管炎症の発症が軽減していることが明らかとなった。更に
私達は、生体内で実際にどのようなリソソーム酵素が放出され、臓器・組織障害を引き起こしているのかをMRI
を用いて明らかにするため、19Fナノ粒子とガドリニウム錯体を用いた新規スマートプローブを開発した。

研究成果の概要（英文）：Secretion of lysosomal enzymes from macrophages or neutrophils is called 
heterolysis, but what kind of physiological phenomena or pathological condition can be induced by 
heterolysis remains elusive. We recently identified a candidate molecule that regulates this process
 and confirmed that this molecule actually promotes heterolysis. When cardiovascular inflammation 
was induced in mice deficient in this molecule, the onset of cardiovascular inflammation was reduced
 as compared with the wild type mice. Furthermore, in order to clarify what type of lysosomal enzyme
 is actually released to cause organ and tissue damage in vivo by using MRI, we developed a new 
smart probe using 19F nanoparticles and a gadolinium complex.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 

リソソームは小胞膜の内側に様々な加水分
解酵素を保有する細胞内小器官である。リソ
ソームの一部は分泌型リソソームとして細
胞膜と融合し、リソソーム内の加水分解酵素
や内容物を細胞外へと開口放出することが
知られている。これまでリソソームの開口放
出は、リソソームで消化しきれなかった残渣
を細胞外へと放出する機構として考えられ
ており、ほとんど注目されていなかった。 

一方、マクロファージや好中球などの炎症性
細胞によるリソソーム酵素の放出は他者融
解（heterolysis）と呼ばれ、腫瘍細胞や細菌
を融解して死滅させる生体防御機構の一つ
として古くから報告されている （Science. 

184, 468 (1974)）。ところが、リソソーム酵
素の放出が過剰になると、周囲の健常細胞ま
でも融解・死滅させ、様々な病態を引き起こ
すと考えられる。特に、動脈硬化などの慢性
炎症性疾患や心筋梗塞など虚血後の再灌流
障害を引き起こす主原因としてリソソーム
の開口放出が最近注目されており、放出され
たリソソーム酵素が臓器・組織の障害を引き
起こす重要な要因として考えられつつある 

 

２．研究の目的 

リソソームの開口放出を制御する分子機構
はこれまで明らかになっておらず、生体内で
どのような生理的・病理的現象に関与するの
かは不明であった。しかしながら私達は最近、
リソソームの開口放出を促進する候補分子
を同定した。私達はこの分子がマクロファー
ジや好中球のリソソームと細胞膜に特異的
に局在しているおり、カルシウム依存的に膜
のリン脂質ホスファチジルセリンと結合し、
リソソームと細胞膜の融合によるリソソー
ム酵素の放出を促進することを見出した。ま
た、実際にこの分子を欠損させた KO マウス
から樹立したマクロファージや好中球では、
リソソーム酵素の放出と、それに伴う他者融
解が阻害されていることが明らかとなった。
そこで本研究では、 (I) この KOマウスを用
いて、他者融解がどのような病態の発症に関
与するか、特に心血管系傷害を中心に組織学
的に解析し、(II) MRI を用いて他者融解を生
体内で可視化する技術（スマートプローブ）
の開発を目指す 

 

３．研究の方法 

（I）他者融解による心血管系傷害の発症機序
の解明 

我々が最近樹立した KO マウスにおいて、炎
症性マクロファージや好中球によるリソソ
ーム酵素の放出が強く阻害されていること
を利用して、他者融解を介した心血管炎症の
発症機構を明らかにする。すなわち、この
KO マウスに、動脈硬化や虚血再灌流障害、
動脈瘤など心血管炎症を誘発する刺激を与
え、WT マウスと比較することにより、リソ
ソーム酵素の放出が病態発症に及ぼす影響

を調べる。本研究により、炎症性マクロファ
ージや好中球によるリソソーム酵素の放出
が、心血管炎症の引き金になることを明らか
にできたならば、この分子を標的にした心血
管炎症の治療法を開発することが可能とな
り、現在世界中で多くの人が罹患している虚
血性心疾患や脳梗塞の治療に大きなインパ
クトを与えることができると期待される。 

 

（II）他者融解を生体内で可視化する技術の
開発 

マクロファージや好中球が放出するリソソ
ーム酵素は多様であり、例えば蛋白質分解酵
素に限ってもコラゲナーゼやエラスターゼ
などのマトリックス・メタロプロテアーゼは
２３種類、カテプシンは１５種類も存在する。
よって、生体内で実際にどのような酵素が放
出され、心血管炎症を引き起こしているのか
は、ほとんど明らかになっていない。そこで
私達は、生体内で放出されたプロテアーゼを
可視化する画期的な技術の開発を行う。19F 

ナノ粒子は、高感度な MRI プローブである
が、ガドリニウム錯体（Gd3+）で周囲を覆う
と MRI で検出することができなくなる。こ
のことを用いて、19Fナノ粒子と Gd3+をカテ
プシン Kの酵素認識配列ペプチドで繋ぎ、カ
テプシン K による切断で活性化可能な MRI

プローブを開発する（図１）。種々の改良を
加えてプローブの感度と特異性を向上させ、
改良型プローブを用いた MRI により心血管
系傷害の発生過程が生体内で可視化できる
かを検討する。このプローブは、酵素認識配
列を変えるだけで容易に各種プロテアーゼ
に対応可能である。成功した場合には他のカ
テプシンに対する特異的 MRI プローブの作
製も行い、その実用性を検討する。このよう
な MRI プローブはこれまで世界でも例がな
く、画期的な技術進展をもたらすと考えられ
る。また、この可視化技術を用いることによ
り、様々な心血管炎症疾患のモデル動物で、
どのようなプロテアーゼが、どの部位で、ど
の時期に放出されているのかを明らかにし、
病態の理解を深めることができるだけでは
なく、将来、臨床の場においても、心血管炎
症疾患の診断や治療効果の判定に大きく役
立つと期待される。 

 

 

図１．MRI用スマートプローブの原理 



４．研究成果 
（I）まず、私達が同定した分子の KO マウ
スとWTマウスの腹腔内に大腸菌を投与して
腹腔内のマクロファージや好中球が腹水中
に放出したリソソーム酵素の量を定量した。
すると、WT マウスでは、大腸菌の投与後、
強く増加するのに対し、KO マウスではリソ
ソーム酵素の放出が障害されていることが
明らかとなった。そこで腹水による細胞傷害
性を調べる為、大腸菌投与後の腹水を濃縮し
NIH3T3 細胞の培養液に加えた。その後、
NIH3T3 細胞の生存率を調べたところ、WT

マウスの腹水ではほとんどの細胞が死滅す
るが、KO マウスの腹水では、殺す活性が顕
著に減弱しているのが分かった。このことか
ら、この分子はリソソーム酵素の放出を介し
て、細胞傷害を促進する分子であると考えら
れる。次に KO マウスに心血管炎症を誘発す
る刺激を与え、WT マウスと比較することに
より、リソソーム酵素の放出が病態発症に及
ぼす影響を調べることにした。特に動脈瘤の
発症におけるこの候補分子を介したリソソ
ーム酵素放出の寄与を調べるため、マウスに
コラーゲン架橋酵素阻害剤 BAPN（β アミノ
プロピオニトリル）を投与した後、
angiotensin II による高血圧負荷を行い、２
４時間後に、大動脈を単離し、EVG 染色を
行った。すると、WT マウスでは、動脈瘤が
効率よく引き起こされるのに対し、KO マウ
スでは、動脈瘤の発症頻度が顕著に減少して
いることが明らかになった。今後は、解離部
位に集積してくるマクロファージや好中球
を調べることにより、実際に KO マウスで、
リソソーム酵素の放出が障害されているか
を検討する予定である。 

 

(II) 生体内におけるリソソーム酵素の放出
を可視化する為、MRI の強いプローブであ
る 19F ナノ粒子（FLAME）を用いた。 19F 

ナノ粒子は Gd3+で周囲を覆うと、シグナルが
打ち消される。そこで、Gd3+と 19F ナノ粒子
を、リソソーム酵素の認識配列を含んだペプ
チドでつないだプローブを作製した。このプ
ローブは、リソソーム酵素により、このペプ
チドが切断されると、Gd3+が外れ、MRI で
検出可能になる。実際に、カテプシン K の
認識配列を含んだプローブを作製してみた
ところ、このプローブは通常状態で MRI で
検出されないが、カテプシン K を作用させ
ると、強く検出されるようになることが明ら
かとなった（図２）。現在はまだ特異性の面
に問題があり、カテプシン K 以外にもカテプ
シン S にも反応してしまうが、今後更なる改
良を進めていく予定である。 

 
 
 
 
 

 

図２．カテプシンを検出する MRI 用スマー
トプローブの開発 
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