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研究成果の概要（和文）：ファゴサイトーシスは、生体防御や発生において非常に重要である。本研究課題では、多色
蛍光ライブセルイメージング解析等を用い、Fc-gamma受容体依存的なファゴサイトーシスに特異的にRab35が寄与して
いることを見出した。Rab35は、ファゴサイトーシスの初期および後期の2面的に関与していた。さらに、後期過程であ
るファゴソーム成熟における物質輸送にRab35およびそそのエフェクター分子であるMICAL-L1が寄与することを明らか
にした。これらの結果は、Fc-gamma依存的ファゴサイトーシスにおける受容体のリサイクリングあるいは抗原提示にRa
b35/MICAL-L1が関与することを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Phagocytosis has a crucial role in immune defense and development. In this study, 
using multicolor living cell imaging, it is found that Rab35 is involved in Fc-gamma receptor mediated pha
gocytosis. Rab35 is localized in phagocytic cup and maturing phagosome. In maturing phagosome, Rab35 and i
ts effecter molecule, MICAL-L1 are budding form phagosome as tubular structures. These results are suggest
ing that Rab35/ MICAL-L1 play roles in receptor recycling or antigen presentation in Fc-gamma mediated pha
gocytosis. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 マクロファージ等の食細胞は、病原菌や外
来異物といった非自己因子の貪食による除
去と、それに続く、貪食異物の分解、主要組
織適合性因子への抗原提示を介して、生体防
御において非常に重要な役割を果たしてい
る。また、自己因子であるアポトーシス細胞
の貪食にも関わっており、生体恒常性の維持
や発生学的観点からも非常に重要な役割を
果たしている。 
 現在までに、貪食ターゲットの性状の違い
により、異なる受容体を介した細胞内情報伝
達機構が惹起される事が報告されている。こ
れにより、形態的、機能的に異なるファゴソ
ームの形成や成熟、それに伴う、貪食ターゲ
ットの分解、抗原提示への移行が制御されて
いると考えられているが、その分子機構の差
異は、ほとんど解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、これまでの研究成果、独自の
イメージング解析技術を生かし、異なる貪食
ターゲットによって惹起されるファゴソー
ム形成、成熟過程における細胞内情報伝達の
活性化と細胞形態変化の相関関係の解明を
目指す。特に、ファゴソーム形成、成熟過程
において重要な細胞内小胞輸送やアクチン
骨格調節に焦点をあて、これらの事象におい
て重要な役割を果たす低分子量 GTPase を中
心に解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養と遺伝子導入 
細胞：RAW264 マクロファージ（理研細胞バン
ク）を、10%ウシ胎児血清を加えたダルベッ
コ変法イーグル培地にて 37℃、5% CO2環境下
で培養した。RAW264 細胞への遺伝子導入には、
neon nucleofection system (Life 
technologies 社)により核内へ plasmid DNA
を導入した。細胞は、25 mm 径円形カバース
リップ上に培養し、遺伝子導入後 12-24 時間
後、カバースリップを Attofluor cell 
chamber (Life technologies 社)に組み入れ、
Ringer’s buffer (155 mM NaCl, 5 mM KCl, 
2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 2 mM NaH2 PO4, 10 
mM glucose, 0.5 mg/ mL bovine serum albumin 
and 10 mM HEPES at pH7.2)を 0.5-1.0 mL 入
れライブセルイメージに用いた。 
（２）ファゴサイトーシス実験 
様々な受容体を介したファゴサイトーシス
の実験モデルとして以下の実験を行った。
IgG コートしたラテックスビーズおよび IgG
オプソニン化した赤血球(Fc-gamma 受容体依
存的ファゴサイトーシス)、未処理のビーズ
(アポトーシス細胞のファゴサイトーシス)、
C3 オプソニン化したザイモザン(補体受容体
依存的ファゴサイトーシス)を貪食ターゲッ
トとして使用した。 
（３）蛍光顕微鏡観察 
蛍光タンパク質を融合した遺伝子産物を共

焦点レーザー顕微鏡(LSM700, Carl Zeiss 社)
において観察を行った。特に、37℃で細胞を
生きたままの状態で経時的に観察するタイ
ムラプス観察を重点的に用いた。 
 
４．研究成果 
（１） 様々な貪食モデルにおける Rab35 の
局在解析 
これまでに Rab35 が Fc-gamma 受容体依存的
なファゴサイトーシスにおいて機能してい
ることを明らかにしていたが(Y. Egami et al, 
2011)、Rab35 が他の貪食メカニズムにおいて
関与するのかどうかをその局在性を調べる
ことにより検討した。緑色蛍光タンパク質
(GFP)を融合した Rab35 を RAW264 細胞に発現
させ、様々な貪食ターゲットの取り込みにお
けるRab35の局在を共焦点レーザー顕微鏡で
観察した。その結果、Fc-gamma 受容体依存的
および C3 受容体依存的な取り込みでは、フ
ァゴサイトカップにおけるRab35の集積が観
察されたのに対し、アポトーシス細胞の取り
込みモデルであるコートしていないラテッ
クスビーズの取り込みでは、ファゴサイトカ
ップへの Rab35 の集積は見られなかった（図
1, 白色矢尻端）。また、Fc-gamma 受容体依存
的取り込みでは、細胞内に取り込まれたファ
ゴソーム上においてもRab35の強い局在が観
察されたが、アポトーシス細胞の取り込みモ
デルでは、そのような集積が見られなかった
（図 1, 黄色矢尻端）。以上のことから、Rab35
は、特定のファゴサイトーシス(Fc-gamma 受
容体および補体受容体を介したファゴサイ
トーシス)において積極的に取り込み初期
(カップ形成)および後期(ファゴソーム成
熟)に関与すると考えられた。 
 

図 1. ビーズ取り込みにおける GFP-Rab35 の
局在、上段: アポトーシス細胞貪食モデル、
下段: Fc-gamma 受容体依存的貪食モデル、白
色矢尻端: カップ形成時におけるRab35の集
積。黄色矢尻端: ファゴソーム成熟時での
Rab35 の集積、scale bar=10 m 
 



（２） Rab35 の取り込みへの影響 
Rab35 が、取り込みの初期で貪食ターゲット
依存的に関与していることを示すため、
Rab35 を阻害した場合の貪食ターゲットごと
の取り込みに対する影響について調べた。野
生型の Rab35(GFP-Rab35-wt)およびドミナン
トネガティブ型の Rab35(GFP-Rab35-S22N)を
発現した RAW264 細胞における、IgG コートし
たビーズ(Fc-gamma 受容体)および未処理の
ビーズ(アポトーシス細胞モデル)に対する
取り込みの量を比較した。その結果、IgG コ
ートしたビーズの取り込みは、ドミナントネ
ガティブ型のRab35を発現した細胞では抑制
された（図 2, 青色棒グラフ）。一方、未処理
のビーズの取り込みは、ドミナントネガティ
ブ型のRab35発現によって影響を受けなかっ
た（図 2, 赤色棒グラフ）。このことから、
Rab35 はアポトーシス細胞の取り込みモデル
において、機能していないことが明らかとな
った。 

図 2. Rab35 ドミナントネガティブ変異体発
現の貪食に対する影響、GFP-Rab35-wt あるい
は GFP-Rab35-S22N 発現させた RAW264 細胞に
IgG コートしたビーズあるいは未処理のビー
ズを加えた。 
 
（３） Rab35 のファゴソーム成熟過程での局
在 
上記でしめしたように（１）、Rab35 は、
Fc-gamma 受容体依存的取り込みにおいてカ
ップ形成だけでなくファゴソームの成熟に
も強く局在する。この成熟過程における
Rab35 の挙動を詳しく解析するため、Rab35
のファゴソーム周辺での局在について共焦
点レーザー顕微鏡を用いたタイムラプス解
析を行った。その結果、全てのファゴソーム
上に Rab35 が分布しているのでなく、一部の
ファゴソームにのみRab35が局在することが
明らかとなった。しかしながら、この局在性
の違いが何によるものなのかは不明である。
また、Rab35 は、ファゴソーム上で一様に分
布しているのではなくドット状の偏りを示
した。さらに、ファゴソーム周辺の Rab35 の
ドット状の偏りの動きについて時間分解能
を上げて解析を行ったところ、Rab35 が、フ
ァゴソームの周囲から、ドット状あるいは管
状の構造物として移動（出芽）していること
が明らかとなった（図 3、白色矢尻端）。Rab35
のファゴソームからの移動の方向は、主に、
細胞の中央付近に向かっていた。これまでに

もいくつかの Rab タンパク質(Rab7、Rab8)が
管状の膜構造を作ることが知られているが、
Rab35 も同様の管状の構造物を作っていると
考えられる。ファゴソームの成熟過程では、
エンドソームやリソソームなど多くの膜構
造物との融合および出芽を介した相互作用
があると考えられているがその詳細は明ら
かになっていない。Rab35 が局在する管状の
構造物もファゴソーム成熟過程の重要な段
階に寄与していることが予想される。 

 
図 3. GFP-Rab35 のタイムラプス観察、ファ
ゴソーム上に集積したGFP-Rab35の挙動につ
いて 10 秒間隔で画像を取得(左から順に配
置)、白色矢尻端は Rab35 の管状構造を示し
ている。scale bar=10 m 
 
（４） Rab35 のエフェクター分子の局在 
Rab35 は、他の低分子量 G タンパク質と同様
に、GTP 結合型と GDP 結合型を行き来するこ
とで分子スイッチとして機能している。活性
型である GTP結合型の Rab35 を結合するエフ
ェクター分子としてこれまでに報告されて
いる MICAL1 および MICAL-L1 についてファゴ
サイトーシスへの関与に付いて調べた。
RAW264細胞に赤色蛍光タンパク質融合Rab35 
(RFP-Rab35) と GFP-MICAL1 あ る い は
GFP-MICAL-L1 を共発現させ、ファゴソーム周
辺の局在について解析を行った。その結果、
GFP-MICAL1 は、ファゴソーム上に局在しなか
った。一方、GFP-MICAL-L1 は、ファゴソーム
に局在が観察され、Rab35 と一致していた。
さらに、GFP-MICAL-L1 は、Rab35 の管状の構
造物と同様の移動を示した。 

 
図 4. Rab35 と MICAL-1 の局在の比較、ファ
ゴソーム上において Rab35 (RFP)および
MICAL-L1(GFP)は、共局在し、ファゴソーム
から管状の構造として移動している(白色矢
尻端)。scale bar=5 m 
 
（５）まとめ 
近年、様々な受容体を介したファゴサイトー
シスにおいて、それぞれ異なる分子機構が存
在することが見出されてきている。本研究成
果によって、新たに Fc-gamma 受容体および



補体受容体を介したファゴサイトーシス特
異的に、Rab35 が寄与していることが明らか
となった。また、Rab35 がファゴソーム成熟
時において、Rab35 のエフェクター分子の一
つである MICAL-L1 と協同的に管状の構造物
を介した物質の移動に関わることが示唆さ
れた。これらの結果は、受容体のリサイクリ
ングあるいは抗原提示などファゴサイトー
シス後期におこる事象の分子機構の解明に
つながることが期待される。 
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