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研究成果の概要（和文）：VAMP5は細胞内の小胞輸送に関わるタンパク群に属するが、その機能は明らかでな
い。私たちは、VAMP5の欠損マウスを作出し、VAMP5の生体での機能を探った。欠損マウスの表現形を形態解析し
たところ、呼吸器系、泌尿器系が機能不全になることを見いだした。形態解析のために技術開発も行った。同一
標本から3Dデータと切片による2Dデータを得られる新しい技術である。この技術により欠損マウスの死因究明
（肺の異常）や、泌尿器系の解析（嚢胞腎）が可能になった。

研究成果の概要（英文）：VAMP5 is a member of SNARE proteins, which regulate intracellular membrane 
trafficking. The VAMP5 gene was cloned in 1998, however, little is known about the function of 
VAMP5. We generated VAMP5 knockout mice and analyzed its phenotype by morphological techniques. We 
found disfunctions in respiratory and urinary systems in VAMP5-null mice. We also developed a novel 
method for correlating 2D light microscopic data and 3D volume data based on block-face imaging. Our
 new method allowed to reveal cause of death of VAMP5-null mice, and to analyze the cystic kidney.

研究分野：膜小胞輸送に関する分子の解析および３Dイメージング技術の開発

キーワード： 膜小胞輸送　SNARE蛋白質　VAMP　3Dイメージング　CoMBI
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
VAMP5欠損マウスの解析結果は、先天性腎尿路異常（CAKUT）の発症機序解明につながる可能性がある。CAKUTは
先天性とはいえ、原因遺伝子が分かっているのは少数であり、膜輸送関連蛋白質、尿路上皮基底側の機能低下に
よる発症機序はこれまで報告がなかった。新しく開発した3Dイメージング技術（CoMBI）は、本研究のみなら
ず、他の共同研究にも利用されている。幅広い生物試料を3Dデータ化できるため、幅広い研究分野で3D形態解析
が普及すると、期待できる。
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１．研究開始当初の背景  

 
VAMP5は、細胞内の膜小胞輸送を制御するSNARE蛋白質の一種である。クローニングされた当

初、VAMP5は骨格筋にmRNAが多く検出されたため、筋特異的なメンバーと称された（Zeng Q, 1998, 

Mol Biol Cell）。その後の私たちの解析で、VAMP5は神経系を除いた多くの組織に発現すること

が分かった（Takahashi M, 2012 Histochem Cell Biol）。さらに我々はVAMP5欠損マウスを作出

し、VAMP5欠損によって出生数の低下、不規則呼吸、重複尿管を呈することを見いだした。遺伝

子改変マウスの表現型解析において、VAMP5欠損マウスのように、少ない出生数、多臓器に渡る

変異を示す場合、同一個体から多様なデータを取得せざるを得ない。形態解析では、全身をくま

なく観察すると同時に、切片で細胞・分子レベルの顕微鏡解析ができることが望ましい。つまり、

同一個体で３D全身解析と、2D切片解析を行えることが望ましい。本研究では、新しいブロック

フェースイメージング装置を開発し、それを用いて、VAMP5欠損マウスの表現型、特に形態変化

を、個体・組織・細胞・分子レベルで、シームレスに解明する。 

 

２．研究の目的 

 

新規のフルカラー3次元形態観察装置の開発 出生数のすくないノックアウトマウス標本をくま

なく形態解析するために、新規のブロックフェースイメージング手法を開発する。新規装置は、

切削用に通常のクリオスタット、撮影用に市販カメラとマクロレンズを用いて構築する。クリオ

スタットとカメラシャッターを同期させ、ブロック面を自動で連続撮影し、3次元再構築する。

同時に切片も取得し顕微鏡解析を行う。なお、本研究で開発した手法は、広く利用される可能性

があるため、プロトタイプ製作の後、プリント基板やエンクロージャの製作を行い、どこでもだ

れでも構築できるようにプログラムや設計図をオープンアクセスとする。高い再現性を担保す

るため、連続画像の取得・処理においては、各種センサーの性能検証や、連続画像間のズレ最小

化のためのレジストレーションの検証を行い、画像取得と処理の精度向上と、手順最適化する。 

VAMP5欠損マウスの全身3次元形態解析と切片による顕微鏡解析 ホモ欠損型、ヘテロ欠損型、野

生型において、3次元形態解析を行い、VAMP5欠損マウスの表現型を全身で明らかにする。ほかに、

全身観察から分かった変異部位に対して、VAMP5分布や細胞腫の特定などの顕微鏡解析を行う。

特に、不規則呼吸が観られたことに対して、呼吸器系でのVAMP5欠損の影響を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 

フルカラー3D形態観察装置の開発と改良 電動クリオスタットの正面に、一眼レフカメラを設

置し、凍結試料を切削する度に、試料断面を撮影した。マイクロコントローラで、試料位置（反

射センサー）と、シャッター（フォトカプラ）を同期させた。反射センサの光源として、プロト

タイプでは、LEDファイバーランプを使っていたが、位置決め精度の向上と、省スペース化をめ

ざして、レーザー反射式、赤外線反射式で改良版を製作する。画像処理は、Adobe Bridge（RAW-

JPEG変換）、Photoshop（画像調整、サイズ変更）、ImageJ（ズレ補正）を用いて、手順を確立

した。連続画像の撮影時には、試料がゆっくりと動いた状態であるため、画像間で試料位置にわ

ずかなずれが生じる。ズレ補正するためにImageJの機能を使うのだが、レジストレーション関連

のプラグインは、数多くリリースされている。本法に最適なズレ補正手法を検討した。切片を採

取する際は、撮影を一時停止し、凍結切片を取得し、抗体染色などを施し、光学顕微鏡観察にも

ちいた。凍結切片の取得は、3D撮影のためのカメラをよけながらの作業となるが、通常の取得方

法であり、切片の品質は通常と変わりない。 



VAMP5欠損マウスの形態解析 死産マウス（P0）を用いて、全身の3D形態解析を行った。肺の切

片において、抗VAMP5抗体、Club細胞のマーカーとしての抗CC-10抗体で、免疫染色を行った。成

体のマウスでは、泌尿器系の解析を行った。嚢胞腎は3D形態解析し、嚢胞の出現場所と、嚢胞の

個数を調べた。3D解析と同時に、切片を取得し、抗ケラチン抗体などを用いて抗体染色し、嚢胞

を形成する上皮細胞の種類を特定した。重複尿管に対して、凍結切片を作製し、尿管壁の構成と

計測を行った。 

 

４．研究成果 

 

 フルカラー3 次元形態観察装置を完成させ、新規技

術として論文発表した（Tajika Y, 2017, Sci Rep）。

装置は、通常用いるクリオスタットで、ブロックフェ

ースイメージングによる 3 次元形態データを取得で

き、同時に凍結切片も採取し解析できる点は、従来の

ブロックフェースイメージング法にはない機能であ

る。Correlative Microscopy and Block-face imaging 

(CoMBI)と命名した（図１）。試料の位置決め（ブロッ

ク面の撮影タイミング）では、光反射を利用している

が、光源として LED ファイバーランプ、赤色レーザー

光、赤外線を試験した。その結果、赤外線反射を利用

することで、より正確な位置決めができ、安全性に優

れ、簡素な装置として開発することができた。位置決

め装置のほかに、ブロック面の 2灯傾斜照明、ブロッ

ク面を清掃するための電動ブラシを開発した。フレームやエンクロージャもデザインし、装置を

完成させた。ブロック面の撮影は、ゆっくりと動く凍結ブロックを撮影するため、写真間で多少

のズレが生じる。撮影後に ImageJ プラグイン（Image Stabilizer）によるズレ補正をかけたが、

わずかに失敗する箇所が残った。これには、凍結ブロックの形状を、直円筒にすることで解消し

た。連続断面像のピクセルサイズは 4.7 µm、再構築像のボクセルサイズは 20 µm であり、組織

形態を観察するのに十分な画質が得られた。装置・手技ともに安定し、共同研究として利用が拡

大している（カブトムシ角原基の 3D形態変化の計算科学；Matsuda K, Gotoh H, 2017, Sci Rep, 

ヒト顔面神経根の 3D微小解剖学；Iijima K, 2018, World Neurosug）。 

 VAMP5 欠損マウスは、出生率が低かった。ヘテロ

同士の掛け合わせから、野生型 36%：ヘテロ 58%:欠

損 6%の割合で生存していた。生存したVAMP5 欠損マ

ウスで、臓器を観察すると、嚢胞腎と重複尿管がみ

られた。嚢胞腎を開発した CoMBI で 3D 解析と 2D切

片解析を行い、嚢胞は腎盤由来で、嚢胞内面は尿路

上皮細胞であることが分かった（図 2）。尿の排出不

全を疑い、尿管と膀胱におけるVAMP5 の発現と分布

を調べたところ、ともに重層上皮のうちの基底側の

細胞に VAMP5 が存在することがわかった。尿管壁の

厚さに変化はなかった。次に、死産マウスを３D 解

析したところ、肺の拡張不全が見つかった。肺にお

ける VAMP5 の発現は、細気管支に限局し、基底細胞

に分布した。VAMP ファミリーは小胞輸送に関わるた

め、サーファクタント分泌との関与を検証したが、

分布の特性からそれには直接関与しないと考えら

図１ 開発したCoMBI装置 クリオスタット

に、カメラ、照明、制御盤、センサー（矢印）

を取り付けた。（参照 Tajika Y, Sci Rep 

2017） 

図 2 VAMP5 欠損マウスの嚢胞腎をCoMBIで形態解

析した ブロック面像から 3D 構築し、嚢胞がひと

つながりであることが分かった。切片で、尿路上皮

細胞（ケラチン陽性）を検出し、嚢胞の由来を特定

した。 



れる。VAMP5 欠損マウスの形態解析結果は、論文にまとめて報告することができた（Takahashi-

Ikezawa M, 2018, Dev Dynam）。VAMP5 欠損の影響が肺や尿路の機能に出たことが明らかになっ

たが、細胞内における VAMP5 の機能に関しては今後の検討課題である。 
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