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研究成果の概要： ファゴサイトーシス、マクロパイノサイトーシスは、細胞が粒子状外来異物

や液体を細胞外から細胞内ファゴゾーム・マクロパイノゾームへと取り込み、処理する現象で

あり、生体防御機構の最前線で重要な役割を果たす。本研究は、ファゴゾーム・マクロパイノ

ゾーム形成および膜輸送に関わる制御分子を探索し、その分子の時間空間的関与をライブセル

イメージングにより明らかにする目的でおこなわれた。この研究により、ファゴゾーム形成、

マクロパイノゾームの成熟過程に関わる分子として、Rab35, Rab21 などが見出され、重要な

機能的意義を示唆する結果を得た。 
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１．研究開始当初の背景 

  ファゴサイトーシスは、マクロファージ

等の活発な貪食細胞によくみられる粒子状

外来異物の取り込み現象であり、生体防御

の最前線において重要な免疫機構の役割を

担っている。IgGが結合した細菌などを取り

込むFｃレセプター介在性ファゴサイトー

シスでは、粒子状異物の表面に結合したIgG

がFcレセプターに結合することからシグナ



ルが生じ、Ｆ-actinの重合・構築変化が起

きて粒子表面に沿って偽足がカップ状に伸

展し、ファゴゾームを形成する。 

 マクロパイノサイトーシスは径0.2 μm以

上の大型のパイノソームによる非選択的な

液相の取り込みであり、マクロファージ、

樹状細胞では、抗原提示経路として重要な

役割を持つ。マクロパイノゾーム形成はF-

アクチン依存性で細胞表面波状（ラフッル）

膜の移動による円状ラッフルの形成に始ま

り、円状ラッフルの上部が閉鎖されると細

胞内に引き込まれてマクロパイノゾームと

なり、次いでその膜からF-アクチンがはな

れてライソゾームとの融合が起こる。これ

らの過程はファゴサイトーシスとよく似て

おり、ファゴサイトーシスおよびマクロパ

イノサイトーシスの機械的分子機構とシグ

ナル制御系は、ある程度の類似性と特異性

の両者を有していると考えられているが、

その詳細は未知な点が多い。 

 ファゴサイトーシスは、細菌などの異物

を貪食するだけでなく、アポトーシス小体

の処理にも与り、そのファゴゾーム形成・

成熟の異常が、自己免疫疾患の原因となる

可能性が指摘されており、ファゴサイトー

シス過程の分子メカニズム、制御機構の解

明は非常に重要である。また近年、マクロ

パイノサイトーシスは、ある種の病原性細

菌、ウイルス、狂牛病プリオンなどの感染

経路となることが判明し、マクロパイノゾ

ーム形成・成熟の分子メカニズム、制御機

構の解明は、これらの感染症に対する予防

法、創薬ターゲットの探索にもつながるこ

とが期待される。 

 

２．研究の目的 

 ファゴサイトーシスおよびマクロパイノ

サイトーシスは、マクロファージのような

活発な貪食細胞で観察される外来異物取り

込み現象で、自然免疫･獲得免疫において重

要な役割を果たしている。細胞内への取り

込みすなわちファゴゾーム、マクロパイノ

ゾーム形成には、複雑なアクチン細胞骨格

の再編と膜輸送が関与しており、rab蛋白や

その他のシグナル分子により巧妙に制御さ

れているようである。本研究の目的は、フ

ァゴゾーム、マクロパイノゾーム形成に必

要な細胞内膜系の膜輸送を同定すると共に、

その時間空間的制御に関わるシグナル、制

御因子を明らかにすることである。さらに、

形成されたファゴゾーム、マクロパイノゾ

ームの成熟からライソゾームへの消化分解

経路あるいは抗原提示経路への移行メカニ

ズムに関わる分子の探索を行い、その機能

を明らかにする。 

  

 ３．研究の方法 

（１）ファゴゾーム形成、成熟にかかわる

rabタンパク質と細胞内膜系要素の探索と

機能分析 

 ファゴサイトーシスのモデルとして、IgG

コートしたカバースリップに接着、伸展中

のマクロファージを全反射顕微鏡でLive観

察し、IgGガラス接着面の細胞膜への細胞内

膜の輸送、シグナル分子の挙動を高距離分

解能、高時間分解能解析する。対照として、

ＩｇＧコートを施していないカバーグラス

上にマクロファージを接着させ、単なる接

着 と Ｉ ｇ Ｇ を 介 し た frustrated 

phagocytosisとの比較を行う。通常の粒子

状異物の取り込み過程のＬｉｖｅ cell 

蛍光顕微鏡観察とも比較し、ファゴゾーム

形成時の膜輸送とそのシグナル制御を解析

した。具体的な方法は以下のとおりである。 

① Rab5, Rab11, Rab34, Rab21、Rab35な

どのメンブラントラフィック制御に関わる



分 子 の GFP 変 異 体 融 合 蛋 白 質 、

phosphoinositidesに対する特異的なプロ

ーブ、細胞内膜マーカー蛋白のGFP-融合蛋

白質などを電気穿孔遺伝子導入装置により

発現させ、細胞内膜の細胞膜への輸送・融

合への関与、相互関係をGFP/RFP または

YFP/CFP共発現系で顕微鏡観察した。 

②さらに、これらRabタンパクのmutant

（constitutive active GTP bound formお

よび dominant negative GDP bound form）

とwild typeの発現細胞で偽足の伸展程度が

異なるかどうかをガラス面に接着した面積

を形態計測することにより、定量した。 

③Rab mutantを発現させたマクロファージ

でIgGオプソニン化ヒツジ赤血球をファゴ

サイトーシスさせ、通常のFcレセプター介

在性ファゴサイトーシスのMetaMorphイメ

ージングシステムによるタイムラプスイメ

ージングで動画解析し、機能分析を行った。 

(2)マクロパイノゾーム形成と成熟経路に

関わるRab タンパク質の同定と機能解析 

①RAW264マクロファージ、上皮系細胞A431

細胞においてファゴサイトーシスの場合と

同様に上述のRabタンパクを発現させ、マク

ロファージコロニー刺激因子（M-CSF）また

は上皮性成長因子（EGF）を添加することに

よりマクロパイノサイトーシスを亢進、誘

起させ、Live cell imagingでRabタンパク

挙動を蛍光顕微鏡観察した。マクロパイノ

ゾームにリクルートすることが確認された

Rabタンパクについて、そのリクルートの時

期、局在場所、他のマーカータンパクとの

共存状態を観察し、時間空間的局在変化と

マクロパイノサイトーシスに伴う形態的変

化の関連を解析した。 

②マクロパイノサイトーシスに関与するこ

とが判明した Rabタンパクについて、

GDP-bound mutant (inactive form) 

GTP-bound mutant (active form)を発現さ

せ、マクロパイノゾームへのリクルートへ

の影響、マクロパイノゾーム形成への影響

成熟過程への影響の有無を調べることのよ

り、そのRabタンパクの機能を解析した。 

 

４．研究成果 

(１)全反射顕微鏡、live cell microscopy

によるファゴゾーム形成に関わる膜輸送と

シグナル制御の解析 

 ①IgGコートしたカバースリップ上に生き

た マ ク ロ フ ァ ー ジ を 接 着 伸 展 さ せ る 

“frustrated phagocytosis”をファゴゾー

ム形成のモデルとして全反射顕微鏡法で観

察し、膜輸送のタイミングと部位を分子レ

ベルで高分解能観察するというユニークな

方法での解析を試みた。Rab34、 Rab11など

のsmall GTPaseや細胞内膜マーカー蛋白の

GFP-融合タンパク質を発現させたRAWマク

ロファージをＩgＧ-coatカバースリップ上

でfrustrated phagocytosisを起こさせたと

ころ,骨髄由来のマクロファージのように

は広く伸展せず、IgGコートをしていないも

の と あ ま り 差 が 認 め ら れ な か っ た 。

frustrated phagocytosisモデルでファゴゾ

ーム形成機構を解析するには、骨髄マクロ

ファージにおいてGFP融合タンパク遺伝子

導入を行うか、免疫組織化学染色で観察す

る必要があることが分かった。最近、骨髄

マクロファージへの遺伝子導入に成功し、

引き続きfrustrated phagocytosisの解析を

進める予定である。 我々の観察の結果は、

マクロファージの由来、細胞種によってフ

ァゴゾーム形成に寄与する膜輸送、膜供給

が異なっていることを示唆している。今後、

由来の異なるマクロファージにおいてファ

ゴゾーム形成のメカニズムの差異ついても

解析を加えたい。 



 ②通常のLive cell imagingによる解析で

は、Rab35, Rab34などの分子がファゴサイ

トーシスに関わることを形態学的に証明さ

れた。Rab34は、マクロパイノサイトーシス

への関与を示唆する報告があるが、ファゴ

サイトーシスへの関与を形態学的に直接証

明したのは、我々の研究が初めてである。

Rab35につても、プロテオーム解析でファゴ

ゾームに局在することが予測されていたが、

その機能やいかなる過程で関与するのかは

全く知られていなかった。我々のライブセ

ルによる時間空間的解析からRab35は、ファ

ゴゾーム形成時にリクルートされ、Rab35の

GDP－bound mutantの発現で、ファゴゾーム

の形成は抑制されることから、ファゴゾー

ム形成に関わることが示唆された。Rab35, 

Rab34のファゴサイトーシス過程における

役割は現在さらに詳細な解析を進めている。 

（2）マクロパイノゾーム形成と成熟に関わ

る分子の探索と機能解析 

 細胞外液を液相で取り込むマクロパイノ

サイトーシスは、自然免疫での抗原提示経

路として働くだけでなく、HIVウイルスやあ

る種の病原菌感染経路となるため、その制

御機構の解明は、その治療法の開発につな

がる重要な課題である。我々は、マクロパ

イノサイトーシスの形成と成熟過程での膜

輸送を制御すると予測されるRabタンパク

質について解析した。これまで60種類以上

が同定されているRab family Gタンパク質

の一つであるRab21は、主にエンドゾームに

局在し、receptor-mediated endocytosis過

程で膜輸送に関わることが推定されていが、

マクロパイノサイトーシスへの関与は明ら

かにされていない。そこで我々は、マクロ

パイノサイトーシス過程へのRab21の関与

とその機能的役割について、GFP変異体融合

タンパク質発現Live cell imaging法により

解析した。GFP変異体融合Rab21を強制発現

させた上皮系A431細胞およびRAW264マクロ

ファージ培養細胞にEGFないしM-CSFを添加

してマクロパイノサイトーシスを誘起させ、

Rab21の時間空間的局在の変化を動画観察

すると、Rab21は、初期エンドゾームに局在

するRab5と大部分共存するが、Rab5よりわ

ずかに遅れてマクロパイノゾームにリクル

ートされ、後期エンドゾームに局在する

Rab7よりやや早い時期にアソシエイトする

ことが判明した。また、後期エンドゾーム/

ライソゾームのマーカーであるLampタンパ

クが現れる前には消失することが分かった。

このことから、Rab21は、マクロパイノサイ

トーシスの初期から中期にまたがるRab5と

Rab7の中間的ポジションをとっていること

が分かった(下図)。 

 

 また、Rab21のGTPが結合しない不活性型

変異体（Rab21T33N）では、マクロパイノゾ

ームへのリクルートが見られなかったが、

マクロパイノゾーム形成には影響を与えな

かった。以上のことから、Rab21は、初期か

ら中期のマクロパイノゾーム機能、おそら

く成熟過程での膜輸送に関与し、その局在

には、GTPの結合が必須であることが示唆さ

れた。 
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