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研究成果の概要（和文）：MORN2発現MΦを用いた解析の結果、(1) SNARE蛋白質SNAP23はLAPosome形成に関与
し、(2) SNAP23はより多くLAPosomeに局在すること、(3) SNAP23のリン酸化はLAPosome形成に影響せず、(4)リ
ン酸化型SNAP23はLAPosome成熟を促進することが分かった。
次に、MORN2の相互作用分子の解析の結果、(5) PI4キナーゼA（PI4KA）を同定した。(6) PI4KA阻害剤処理したM
Φは、LAPosome形成が顕著に亢進した。以上から、MORN2はPI4KAに結合し不活性化することでLAPosome形成を亢
進する可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established macrophages (MΦ) that overexpressed the 
LAP-related factor MORN2 and analyzed LAPosome formation and maturation. Using the MΦ that further 
co-expressed the SNARE protein SNAP23, we found that (1) SNAP23 is involved in LAPosome formation 
and (2) is more localized at LAPosome than usual. As a result of investigating the effects of 
phosphorylation of Ser95 of SNAP23, we found that (3) the phosphorylation of SNAP23 has no effect on
 LAPosome formation, and that (4) phosphorylated SNAP23 is involved in promoting LAPosome 
maturation.
 Next, by analyzing of proteins that interact with MORN2, we identified (5) PI4 kinase A (PI4KA) as 
a protein that interacts with MORN2. (6) When MΦ was treated with a selective inhibitor of PI4KA, 
LAPosome formation was significantly enhanced. These results indicate that LAPosome formation is 
partially suppressed by PI4KA activity, but LAPosome formation may be promoted when PI4KA is 
inactivated by interaction with MORN2.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ファゴサイトーシスの一種LAPでは、貪食した異物の分解の程度が厳密に制御され、代謝・再利用あるいは抗原
提示への利用に振り分けられるが、その機構は未解明である。これらは生体の恒常性維持や防御機構に重要な反
応であり、LAPすなわち「LAPosomeの形成と成熟化の分子機構」の解明は急務である。本研究では、SNAP23とそ
のリン酸化の関与、そしてMORN2と相互作用するPI4キナーゼＡの関与を明らかにした。これらの成果は、LAP機
構の理解に大きく貢献するとともに、LAP機能の不全で発症する自己免疫疾患などの治療法開発や創薬に資する
可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

Phagosome は、マクロファージ(MΦ)などの食細胞が外来物を認識しファゴサイトーシスによ

って形成される。一方、近年、オートファジー関連因子 LC3 の関与するファゴサイトーシスが発

見され「LAP (LC3-associated phagocytosis)」と命名され、LC3 の局在化する phagosome は

「LAPosome」と呼ばれる。Phagosome と LAPosome はともに、endosome や lysosome など内部オル

ガネラと部分的に融合しつつ経時的にその内部環境は変化する（「成熟化」と呼ぶ）。いずれの場

合も、外来物は殺菌・分解・代謝され、生じた一部のペプチド断片は T細胞に抗原提示される。

両者の違いは、LAPosome において、外来物に依存して成熟化の進度がより厳密に制御される点

が挙げられるが、その詳細な機能はよくわかっていない。本研究では、LAP 機能の解析に LAP 促

進因子として同定された MORN2(membrane occupation and recognition nexus-motif protein 

2)を過剰発現させた MΦ を用いる。現在まで、LAPosome の形成と成熟に MORN2 がどのように機

能するのか、また、LAPosome 成熟の調節機構は不明である。 

 

２．研究の目的 

申請者は、細胞内小胞輸送において膜融合を担う SNARE 蛋白質に着目し、ファゴサイトーシス

の分子機構の解明を進めてきた。最近、細胞膜局在 SNARE 蛋白質である SNAP23 が phagosome の

形成と成熟に機能すること、その機能は SNAP23 の 95 番目の Ser 残基（S95）のリン酸化で制御

されることを明らかにした。LAP に関する予備的実験から、MORN2 を過剰発現した MΦ では

LAPosome 形成効率が促進すること、また、その促進は SNAP23 の発現抑制によって減弱すること

を見出した。これらの結果は、MORN2 と LC3 が SNAP23 に作用し、LAP すなわち LAPosome の形成

と成熟の進行を調節することが予想される。そこで、本研究では「LAPosome の形成と成熟化は

どのように調節されるのか」を学術的「問い」とし、LAP における SNAP23 の機能および MORN２

と LC3 による新規調節機構を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（外来遺伝子の安定発現 MΦ株の樹立）マウスマクロファージ様 J774 細胞に、①mVenus (以下

mV)、②mV-MORN2、③Myc、④Myc-SNAP23、⑤mV & Myc-SNAP23、⑥mV-MORN2 & Myc-SNAP23、⑦mV 

& Myc-Alfa-SNAP23 wild-type (WT)、⑧mV-MORN2 & Myc-Alfa-SNAP23 WT、⑨mV-MORN2 & Myc-

Alfa-SNAP23 S95A (SA：非リン酸化型)、⑩mV-MORN2 & Myc-Alfa-SNAP23 S95D (SD：疑似リン酸

化型)、⑪mV-Alfa、⑫mV-Alfa-MORN2、⑬mV-Alfa & FLAG-PI4KA、⑭mV-Alfa-MORN2 & FLAG-PI4KA 

をそれぞれ安定発現する株を樹立し実験に用いた。 

 

（LAP assay）（１）上記①と②の MΦ株に大腸菌（Rosetta DE3）を 60 分間与え、細胞を洗浄後

に回収した。その抽出液を SDS-PAGE 後、抗 LC3 抗体および抗アクチン抗体で western blot 解

析した。大腸菌を与えない場合の膜結合型 LC3-II を基準に大腸菌を与えた場合の LC3-II のバ

ンドの増加率を LAP 効率とした。（２）上記①と②の MΦ 株に酵母細胞壁成分 zymosan を 60 分

あるいは 90 分間与え、抗 LC3 抗体を用いた免疫染色法により染色した。zymosan を含む全

phagosome と LC3 の局在化する LAPosome について共焦点レーザー走査型顕微鏡（LSM780, Carl-

Zeiss 社）にて画像を取得し解析し、LAPosome 数/全 phagosome 数を LAPosome 形成効率（％）と

した。また、SNAP23 の過剰発現の影響については上記⑤と⑥、SNAP23 のリン酸化の影響には⑦



-⑩、FLAG-PI4KA の影響には⑪-⑭のそれぞれ MΦ を用い同様に LAPosome 形成効率を検証した。 

 

（MORN2 と相互作用する分子の解析）MORN2 と相互作用する分子を同定するため、Alfa タグと抗

Alfa-Nanobody(抗 Alfa-Nb)システムを用いた。上記⑪と⑫の MΦ 株に対し zymosan の有無で１

時間処理した後、回収した細胞から細胞抽出液を調製した。これら細胞抽出液について抗 Alfa-

Nb 結合セファロースで免疫沈降を行い、全沈降物を質量分析にて解析した（分析：EASY-

nLC1000/Orbitrap Elite, Thermo Fisher Scientific 社、データ分析及び定量：Protease 

Discoverer 1.4、Xcalibur, Thermo Fisher Scientific 社、 福島県立医科大学 和田郁夫教授

との共同研究）。 

 

４．研究成果 

A. MORN2 依存性 LAP の特徴と SNAP23 の関与について 

（A-1）MORN2 に GFP バリアントである mVenus (mV)を付加した mV-MORN2 を安定発現させたマウ

スマクロファージ様 J774 細胞（以下、MΦ/mV-MORN2）を用いて LAP への影響を解析した。MΦ/mV-

MORN2 に大腸菌を取り込ませた場合、コントロールの MΦ/mV に比べて膜結合型 LC3-II の増加

が見られ、酵母細胞壁成分 zymosan の場合、LAPosome 形成効率は顕著に促進した。後者は、ROS

産生酵素 NOX2 の阻害剤 DPI で処理すると LAPosome 形成効率は減少した。この特徴は報告され

ている一般的な LAP と同様であることから、以降は MORN2 依存性 LAP と呼ぶこととした。 

（A-2）次に MORN2 依存性 LAP における SNAP23 の関与を調べた。MΦ/mV-MORN2 における LAPosome

形成効率は、SNAP23 の siRNA を導入しその発現を抑制した場合には減少し、Myc-SNAP23 を過剰

発現させた場合には上昇した。一方、Myc-SNAP23を単独発現させたMΦ/Myc-SNAP23ではLAPosome

形成効率はコントロール細胞と変わらなかった。以上から、LAPosome 形成は MORN2 の発現が律

速になっていること、つまり MORN2 の下流で SNAP23 が機能している可能性が考えられた。 

（A-3）また、MΦ/mV-MORN2 & Myc-SNAP23 に zymosan を与えた場合、Myc-SNAP23 が通常より多

く局在する phagosome の割合の増加が観られた。次に、この細胞について phagosome 内の ROS 産

生を FcOxyBURST 試薬(Invitrogen 社)を用いて調べた結果、コントロール細胞に比べ ROS 産生量

が顕著に亢進していた。以上から、zymosan 取り込み時の MORN2 依存性 LAP において SNAP23 は

phagosome 膜上により多く局在化し、NOX2 複合体の会合を促進することで ROS 産生が亢進し、そ

の結果、LAPosome 形成（LC3 の局在化した phagosome 形成）が誘導される可能性が考えられた。

（以上の結果は、Biology Open (2020) 9, bio051029. doi:10.1242/bio.051029 に発表） 

 

B. LAPosome 形成と成熟における SNAP23 の 95 番目 Ser 残基(S95)のリン酸化の影響について 

 SNAP23 の S95 のリン酸化は Fc 受容体依存的な

phagocytosis において phagosome 形成と成熟に抑制的に

機能する。そこで、MORN2 依存性 LAP におけるリン酸化の

影響を明らかにするため、SNAP23 の S95 のリン酸化変異

体を発現する MΦ/mV & Myc-Alfa-SNAP23 WT (コントロー

ル細胞、以下、MΦ/mV & M-A-SN23 WT)、MΦ/mV-MORN2 & 

M-A-SNAP23 WT (以下、MΦ/mV-M2 & M-A-SN23 WT)、 

MΦ/mV-M2 & M-A-S23 SA、MΦ/mV-M2 & M-A-SN23 SD の４

種の細胞株を樹立した。 

（B-1）これらの細胞株について zymosan を与えた時の



LAPosome 形成効率を調べた結果、コントロール細胞に比べ MΦ/mV-M2 & M-A-SN23 WT では促進

が見られ、この促進は他のリン酸化変異体でも同程度だった（図１）。よって、LAPosome 形成効

率に SNAP23 の S95 のリン酸化状態は関与しないことがわかった。 

（B-2）次に SNAP23 のリン酸化状態の LAPosome 成熟への

影響について、ライソゾームタンパク質 LAMP1 の

LAPosome 局在化を指標に調べた。その結果、コントロー

ル細胞に比べ MΦ/mV-M2 & M-A-SN23 WT と MΦ/mV-M2 & 

M-A-SN23 SD で成熟化の促進が見られた（図２）。さらに

phagosome 膜上の SNAP23 の S95 は IKK2 (IκB キナーゼ-

2)によりリン酸化されることから、IKK2 の特異的阻害剤

SC-514 存在下に MΦ/mV-M2 & M-A-SN23 WT と MΦ/mV-M2 

& M-A-SN23 SD の LAPosome 成熟への影響を調べた。その

結果、後者では阻害剤の効果は見られなかったが、

MΦ/mV-M2 & SN23 WT では有意に LAPosome の成熟化が減

弱した（図３）。 

 以上から、MORN2 依存性 LAP では、phagosome 膜上に

SNAP23 が多く局在化することで LC3 が集積し、IKK2 活性

によって SNAP23 がリン酸化状態になり、ライソゾームと

の融合（LAPosome 成熟）が促進される可能性が考えられ

る。IKK2 は LC3 と相互作用する LIR モチーフを有するこ

とから、LAPosome にリクルートされやすくなっているのかもしれない。 

 

C. MORN2 と相互作用する分子の同定について 

 MORN2 と相互作用する分子に対する質量分析の結果、MΦ/mV-Alfa-MORN2 において zymosan 有

の条件で複数の分子と有意な相互作用が見られた。それらの分子から、膜コンタクトやエンドサ

イトーシスなど細胞内輸送に関連する PI4 キナーゼ A (PI4KA; phosphatidylinositol 4-kinase 

A)を有望な候補としてクローニングし、MORN2 との相互作用と LAP における機能を解析した。 

（C-1）HEK293T 細胞に mV-Alfa または mV-Alfa-MORN2 と FLAG-PI4KA を一過的に共発現し、それ

らの細胞抽出液について抗 Alfa-Nb あるいは抗 FLAG 抗体で免疫沈降実験を行った。その結果、

抗 FLAG 抗体で mV-Alfa-MORN2 との相互作用が確認できた。また、一過的発現に用いた組合せを

安定発現する MΦ株をそれぞれ樹立し、同様に免疫沈降実験を行った結果、抗 Alfa-Nb を用いる

ことで mV-Alfa-MORN2 と FLAG-PI4KA との相互作用が確認できた。 

（C-2）MΦ/mV-Alfa-MORN2 と MΦ/mV-Alfa-MORN2 & FLAG-PI4KA、またコントロールとして

MΦ/mV-Alfa と MΦ/mV-Alfa & FLAG-PI4KA について

zymosan を与えて LAPosome 形成効率を調べ、FLAG-PI4KA

発現の影響を検討した。その結果、FLAG-PI4KA 発現の影

響は見られなかった。FLAG-PI4KA の発現量や適切な局在

化が不十分な可能性が考えられたため、PI4KA 特異的阻

害剤 GSK-A1 の影響を調べた。初めに、LAPosome 形成効

率が阻害されると予想し、MΦ/mV-Alfa-MORN2 と MΦ/mV-

Alfa-MORN2 & FLAG-PI4KA について調べたところ、GSK-

A1 添加は、むしろ LAPosome 形成効率を促進した（図４）。



次に、MΦ/mV-Alfa と MΦ/mV-Alfa & FLAG-PI4KA につい

て同様に GSK-A1 添加の効果を調べたところ、より顕著な

LAPosome 形成効率の促進が見られ、それは MΦ/mV-Alfa-

MORN2 の場合と同程度の高い効率だった（図５）。 

 以上の結果から、PI4KA は MORN2 と相互作用すること、

PI4KA活性の阻害はLAPosome形成効率を促進することが

わかった。これらから、通常 PI4KA の活性は LAPosome 形

成に阻害的に機能するが、zymosan を与えた MΦ におい

ては、PI4KA と MORN2 との相互作用によりそのキナーゼ

活性が抑制され、LAPosome 形成が促進される可能性が考えられる。MORN2 を介した PI4KA 活性と

SNAP23 局在化の制御、そして LC3 局在化と LAPosome 成熟との関連の解明は今後の課題である。 
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