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研究成果の概要（和文）： 

マクロファージによる異物貪食は外来微生物からの免疫応答に重要な役割を果たしている．本

研究ではマクロファージの異物貪食の分子機構について、小胞輸送に関連する分子である

VAMP7 を欠失したマウス(VAMP7 KO マウス)を用いて検討した． その結果、VAMP7 依存的な異物

貪食は経路特異的であること、ファゴソームとライソソームの融合に関係する可能性があるこ

とを明らかにした．また個体におけるマラリア感染に対する免疫応答には VAMP7 は関与してい

ないと推測された． 
 
研究成果の概要（英文）： 
Phagocytosis by macrophages plays important roles in immune response to microbes.  In 
this study, we investigated the molecular mechanisms of phagocytosis by using mice lacking 
the VAMP7 gene, which regulate vesicular trafficking.  The results show the possible 
roles of VAMP7 in phagocytosis and phagosome-lysosome fusion in macrophages through some 
specific pathways.  However, we also revealed that VAMP7 does not regulate immune 
response to malaria.  The physiological roles of VAMP7 are still to be investigated. 
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１．研究開始当初の背景 
 マクロファージなどの貪食細胞が異物を
貪食し消化するには種々の細胞内小器官が
関わっている．とりわけ Lysosome の重要性
が報告されているが，その分子メカニズムに
ついてはいまだに不明な点が多い．また，こ

のような Phagocytosis における細胞内小器
官の動態については，主に培養細胞株を用い
た実験によって解析されてきているが，それ
に関与する分子の高等動物の組織や細胞に
おける生理的な意義はほとんど明らかにな
っていない． 
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 VAMP7/TI-VAMP (Vesicular-Associated 
Membrane Protein-7)は Lysosome に局在する
SNARE 蛋白の一つで、Lysosomal exocytosis
や Lysosome 同士の融合に重要と考えられて
いる．Phagocytosis との関連では，VAMP7 を
ノックダウンしたマクロファージ系の培養
細胞でヒツジ赤血球の貪食効率が著しく低
下することが報告されている (Braun et al. 
EMBO J. 23 p4166, 2004)．これら以外でも
培養神経細胞の突起伸長や上皮細胞におけ
る形態形成に重要な極性輸送の際も VAMP7の
関与が示唆されている． 
 そこで VAMP7が高等真核生物の細胞内小胞
輸送においていかに重要であるかを個体レ
ベルで明らかにするために，VAMP7 のノック
アウトマウスを作成し，その解析を行った．
予想に反して上皮組織や神経組織には大き
な異常を認めなかったが，腹腔マクロファー
ジを用いた貪食実験で，ヒツジ赤血球の貪食
能が低下している可能性が示唆された．また
貪食された赤血球周囲への Lysosome マーカ
ーの集積が VAMP7ノックアウトマウス由来の
マクロファージでは低下している可能性を
示す所見も観察した． 
これらのことより VAMP7がマクロファージの
貪食能に関与している可能性が考えられた
ことから本研究を立案した． 
 
２．研究の目的 
これまでの研究からマクロファージの異物
貪食能，およびその後の Phagosome の成熟に
関係する v-SNARE として VAMP7 が挙げられて
いる．本研究ではその過程における VAMP7 の
役割を VAMP7ノックアウトマウス由来の培養
マクロファージを用いて検討した．またノッ
クアウトマウスを用いる最大の利点として，
個体レベルでの解析が可能なため，マウス・
マラリアモデルを用いてその生理的意義に
ついても検討した． 
これらを通して外来微生物に対する初期の
免疫応答としてきわめて重要な役割を果た
しているマクロファージによる異物貪食に
細胞内膜輸送がどのように関与しているか，
明らかにすることが本研究の目的である． 
 
３．研究の方法 
(1) 異物貪食の効率について 
野生型および VAMP7 ノックアウトマウス（主
に 6〜8 週齢を使用）の腹腔にチオグリコネ
ートを注入することで炎症を惹起し，腹腔マ
クロファージを取得した．取得したマクロフ
ァージにヒツジ赤血球や Zymosan、大腸菌パ
ーティクルといった異物を付加し貪食効率
を測定した．これにより VAMP7 が，特定の経
路に特異的に関わるのか，それとも全ての貪
食経路に関わるのか検討した． 
(2) Phagosome の成熟について 

VAMP7 ノックアウトマウス由来腹腔マクロフ
ァージ中の種々のオルガネラの動態を，
Lysosome を中心に，更に分子細胞生物学的に
解 析 し た ． 特 に VAMP7 は Lysosomal 
exocytosis に関与することが知られている
ため，異物貪食時のマクロファージにおける
Lysosomal marker分子の動態を共焦点レーザ
ー顕微鏡や免疫電子顕微鏡を用いて解析を
行った． 
(3) 生理的意義について 
VAMP7 欠失による貪食能の変化がもたらす生
理的な意義について，マウス・マラリアモデ
ルを用いて解析した．具体的にはマウスのマ
ラリアである P. yoelii を野生型および
VAMP7 ノックアウトマウスに感染させ、生存
率、感染率を比較した．また主に感染後の脾
臓で，共焦点レーザー顕微鏡や電子顕微鏡を
用いて形態学的な解析を行った．その際，遺
伝的なバックグラウンドを統一するため，８
代にわたり野生型 C57BL6 マウスと交配させ
て作成した VAMP7ノックアウトマウスを用い
た． 
 
４．研究成果 
(1) マクロファージによる異物貪食におけ
る VAMP7 の関与 
VAMP7 ノックアウトマウス由来マクロファー
ジにおける異物貪食効率についての研究結
果を図１〜３に示す． 
図１はオプソニン化していないヒツジ赤血
球を貪食させた際の取り込み効率を測定し
たものである．VAMP7 ノックアウトマウス由
来腹腔マクロファージでは野生型マウスに
比較して，非オプソニン化ヒツジ赤血球の貪
食効率がわずかに低下していた．しかし統計
学的有意差はなく，非オプソニン化赤血球は
VAMP7 非依存的な経路により貪食されると推
測された． 

図２は大腸菌 BioParticleの取り込み効率を
測定したものである．図に示す通り，野生型
マウスと VAMP7ノックアウトマウスとでは全
く差が見られなかった． 
 
図３は補体依存的に貪食されることが知ら
れている Zymosan粒子を取り込んだマクロフ



ァージである．図に示す通り，ノックアウト
マウスにおいても野生型同様に Zymosan粒子
の取り込みが観察された． 
これまでの報告から，VAMP7 はオプソニン化
ヒツジ赤血球の貪食における VAMP7の関与す
ることが知られている．今回の研究成果を合
わせると、マクロファージの異物貪食におけ
る VAMP7の関与は経路特異的であることが示
唆された． 

 
(2) Phagosome-Lysosome fusion (P-L 
fusion)における VAMP7 の関与 
VAMP7 は Lysosome 膜上に局在し，Lysosome
と形質膜との融合を調節していることが知
られている．異物貪食後の Phagosome の酸性
化に Lysosome が関係しており(P-L fusion)，
その過程における VAMP7の関与について免疫
電子顕微鏡で検討した． 
得られた結果を図４に示す。VAMP7 ノックア
ウトマウス由来のマクロファージでは，
Phagosome上に局在するLysosomeマーカー分
子 LAMP-1 のシグナル数が少ない傾向が観察
された．このことは貪食された異物を処理す
るために必要な phagosome の成熟に VAMP7 を 
介した P-L fusion が関与している可能性を
示している． 
 
 
 
 
 
 
 

しかしながら，同時に個体間および細胞間に
おけるデータの差も大きく，P-L fusion にお
ける VAMP7の関与を結論づけるには骨髄由来
マクロファージを用いた検討が必要と思わ
れる． 
 
(3) 生理的意義について 
本研究における最大の特色はノックアウト
マウスを用いることで，VAMP7 欠失の影響を
個体レベルで検討できる点が挙げられる．そ
こで VAMP7欠失によるマクロファージ貪食能
の変化がもたらす生理的意義について，マウ
ス・マラリアモデルを用いて検討した． 
マウス・マラリア Plasmodium yoelii 感染後
の生存率を図５に示す．VAMP7 ノックアウト
マウスでは半数が５日までに死亡したのに
対し，野生型では半数が死亡するまでに６日
を要した．わずかながら VAMP7 ノックアウト
マウスでマラリアの重症化が早まることが
示唆された． 

 
一方で，マラリア感染マウス中の赤血球にお
ける感染率を測定した結果を図６に示す．P. 
Yoelii が検出された赤血球の割合は、観察中
のどの日時においても野生型マウスと VAMP7
ノックアウトマウスの間に有意な差が認め
られなかった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
マラリア感染マウスより取得した脾臓の電
子顕微鏡の所見を図７に示す．野生型マウス，
VAMP7 ノックアウトマウスいずれにおいても
脾臓内にマラリア感染赤血球を貪食したマ
クロファージが観察された． 
 
これらのことからマラリア感染時における
免疫応答については VAMP7の関与は否定的と
考えられた． 
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