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研究成果の概要（和文）：食細胞におけるファゴソーム成熟化は、内部オルガネラの複雑な膜融合反応を伴うことが予
想されるが、その分子機構はほとんどわかっていない。
本研究では、細胞膜局在SNAREタンパク質の１つSNAP-23が、ファゴサイトーシスのみならず、ファゴソーム内部の活性
酸素産生、酸性化、ライソゾームとの膜融合といった成熟過程に機能することを明らかにした。また、新たに構築した
SNAP-23の一分子FRET解析系を用い、細胞膜ではVAMP5とsyntaxin3、ファゴソーム膜ではVAMP7とSNARE複合体形成する
ことを見出した。しかし、VAMP5がファゴサイトーシスに機能する結果は得られていない。

研究成果の概要（英文）：Phagosome maturation in phagocytes is thought to be accomplished by membrane fusio
n of phagosome with other organelles, but the molecular mechanism in this process remains unknown. 
In this study, we have found SNAP-23, a plasma membrane-localized SNARE, functions not only in phagocytosi
s but also in phagosome maturation processes such as production of reactive oxygen species and acidificati
on within phagosomes and fusion of phagosome with lysosome. To trace a conformational change of SNAP-23 du
ring fusion event, we established a single-molecule fluorescence resonance energy transfer system for SNAP
-23. Using this system, we have found a forming SNARE complex with VAMP7 on phagosomal membrane and a nove
l complex including VAMP5 and syntaxin3 on plasma membrane. This suggests that SNAP-23 mediates the membra
ne fusion of phagosome with lysosome by forming a SNARE complex with VAMP7. Unfortunately, we have never f
ound a positive function of VAMP5 in phagosome formation and maturation.
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１．研究開始当初の背景 
マクロファージなどの食細胞は、生体防御
の最前線で病原微生物などの侵入に対処す
る。この防御反応で重要なのは、ファゴサ
イトーシス（取り込み）過程とファゴソー
ムの成熟（ファゴソーム内での殺菌・分解・
除去反応）の過程である。前者については、
異物の取り込みの際、内部のいくつかのオ
ルガネラから膜成分が供給される。私たち
を含む複数のグループは、その際の膜融合
機構を明らかにしてきた。一方、後者は、
ファゴソームへエンドソームやライソゾー
ムからさまざまな成分の供給される反応で、
例えば活性酸素種産生のための分子装置、
内部酸性化のためのプロトンポンプや加水
分解酵素など異物代謝には重要な過程であ
る。しかし、それらを受け渡す膜融合機構
はほとんどわかっていない。 
私たちは、ファゴサイトーシスに機能する
細胞膜局在の膜融合装置 SNARE (soluble 
NSF (N-ethylmaleimide sensitive 
factor)-attachment protein receptor)タン
パク質を明らかにするために、その１つ
SNAP-23 の解析を進めていた。その過程
で、SNAP-23 はファゴサイトーシスでは
なく、むしろファゴソームの成熟化に機能
する予備的データを得たことが、本研究を
着想するに至った背景・経緯である。 
 
２．研究の目的 
 ファゴソーム成熟を司る膜融合反応は、フ
ァゴソーム膜上のSNAREタンパク質とエン
ドソームやライソゾーム上のSNAREタンパ
ク質が最適な組み合わせで、かつ順序よく機
能し進行すると考えられる。SNAP-23 は細
胞膜局在 SNAREタンパク質であり、ファゴ
ソーム膜上で機能することが予想される。本
研究では、これまで未知の SNAP-23 のファ
ゴソーム膜上での膜融合反応、つまりファゴ
ソーム成熟過程における新奇機能を解明す
るとともにそのパートナーとなりうる
SNAREタンパク質の同定を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ファゴソーム成熟過程の解析 
 ① pH 指示薬である pHrodo（インビトロジェ
ン社）が結合した黄色ブドウ球菌（pHrodo-SA）
を用いて、ファゴソームの成熟過程における
酸性状態を解析した。ｍVenus（黄緑色蛍光タ
ンパク質）を付加した SNAP-23の過剰発現マ
クロファージとmVenus過剰発現マクロファ
ージについて pHrodo-SA を与え、経時的に
反応を止め、酸性化に伴う赤色蛍光を定量し
比較検証した。 
 
 ② LysoTrackerRed (LTR: インビトロジェン
社)によりマクロファージのライソゾームを
標識し、IgGでオプソニン化したラッテクス
ビーズを与えファゴソームを形成させた。形
成初期には無色のファゴソームが LTR によ

り赤色化する割合（ファゴソーム数）を経時的
に 計 測 し た 。 こ れ ら を 上 述 の
mVenus-SNAP-23 過剰発現細胞、および
siRNAにより SNAP-23発現を抑制した細胞
について検証した。 
 
 ③ EGFP（緑色蛍光タンパク質）は、酸性環
境で消光することから、ラテックスビーズを
精製 EGFP でコートし、さらに抗 EGFP 抗
体でオプソニン化したものを作成した。これ
をマクロファージに取り込ませ、顕微鏡観察
下に形成したファゴソームの蛍光の強弱で、
分類し定量した。これらを、SNAP-23 発現
抑制細胞について行った。 
 
（２）ファゴソームとライソゾームの融合解
析 
・Rhodamine B（赤色蛍光）結合デキストラ
ンをマクロファージに一晩与え、培地を交換
し５－７時間培養することでライソゾーム
を標識した。この状態に IgGオプソニン化ラ
テックスビーズを取り込ませ、形成初期には
無色のファゴソームが、ライソゾームとの膜
融合により経時的に赤色化する割合を計測
した。これらを mVenus-SNAP-23 過剰発現
細胞、および siRNAにより SNAP-23発現を
抑制した細胞について検証した。 
 
（３）SNAP-23の１分子 FRET解析 
 SNAP-23の過剰発現や発現抑制実験では、
この分子が実際に膜融合に機能するかはわ
からない。SNAP-25 (SNAP-23のアイソフォ
ーム)に関する先行研究で、X線構造解析から
SNARE 複合体形成時に分子内で近接する部
位に２色の蛍光タンパク質を導入すること
により１分子 FRET解析が行われていた。そ
こで、これを模して SNAP-23 の２つの
SNAREモチーフ（SN1と SN2）について、
SN1の N末端側に TagGFP2、SN2の N末
端側に TagRFPを導入した。コントロールと
して、SN2の C末端側に TagRFPを導入し
た。これらをマクロファージで発現させ、細
胞膜やファゴソーム膜上おいて、458nmで励
起し蛍光波長スペクトラムをとり、505nm 
(TagGFP2)と 580nm (TagRFP)の蛍光強度
比を FRET効率とした。FRETが検出されれ
ば、SNAP-23 がその場で SNARE 複合体形
成している（膜融合に機能している）状態と
考えることができる。 
 
４．研究成果 
（１）SNAP-23 過剰発現マクロファージの
解析 
・mVenus発現マクロファージ（コントロー
ル）と mVenus-SNAP-23 発現マクロファー
ジについて以下の解析を行い、SNAP-23 の
発現により、ファゴソームの成熟化が亢進し
ていることを明らかにした。 
① 精製ファゴソームの解析 
・ラテックスビーズをマクロファージに取り



込ませ、形成したファゴソームを経時的に回
収精製した。コントロールに比べ、
mVenus-SNAP-23 細胞では、ファゴソーム
形成の早い段階からライソゾームタンパク
質や液胞型ATPaseのサブユニットの局在化
が見られた。また、活性酸素種（ROS）産生
に関わる分子（gp91phoxや p22phox）の局在は
早い段階にみられ、その後は速やかに減少し
ていた。これらから、SNAP-23 はファゴソ
ームとライソゾームの膜融合や、ROS産生分
子の局在化に機能する可能性が考えられる。 
 
② ファゴソームの内部酸性化を指標にした
解析 
・pHrodo-SA を用いた解析から、SNAP-23
発現細胞ではコントロールに比べて赤色蛍
光強度が高くなった。これはファゴソーム内
部の酸性化の亢進により、pHrodo が蛍光を
発するようになったためであり、SNAP-23
がファゴソームの酸性化の促進に機能する
ことが考えられる。 
・LysoTrackerRed を用いたシングルファゴ
ソームレベルでの酸性化を解析した結果、
SNAP-23 発現細胞では、ライソゾームとの
膜融合あるは内部の酸性化が亢進している
ことがわかった。 
 これらの結果から、SNAP-23 はファゴソ
ームの成熟化（特に内部酸性化）に機能する
可能性が考えられる。 
 
③ ファゴソームとライソゾームの膜融合解
析 
・SNAP-23 過剰発現細胞において、あらか
じめライソゾームを Rhodamine Bデキスト
ランで標識した状態で、シングルファゴソー
ムを観察した結果、赤色蛍光を獲得したファ
ゴソームの割合がコントロールに比べ早い
時間から多く見られた。これは、SNAP-23
がファゴソームとライソゾームの直接の膜
融合に機能している可能性が考えられる。 
 
（２）siRNAによる SNAP-23発現抑制マク
ロファージの解析 
・SNAP-23 発現抑制細胞では、ファゴサイ
トーシス自体が抑制されていた。つまり、
SNAP-23 は取り込み過程にも機能すること
が明らかになった。そこで、発現抑制細胞を
用いて成熟過程を調べる際には、形成された
シングルファゴソームについて解析を行っ
た。さらに、SNAP-23 を過剰発現し機能回
復（レスキュー）実験を行った結果、SNAP-23
がファゴソームの成熟化過程で機能するこ
とが明らかになった。 
① ファゴソームの内部酸性化を指標にした
解析 
・EGFPでコートし（さらに IgGでオプソニ
ン化し）たラテックスビーズを用いてシング
ルファゴソームを解析した。このビーズはフ
ァゴソーム内部の酸性化によって、EGFPシ
グナルが減弱する。また、この場合、内部に

取り込まれたことを確認するために、
TagRFP結合の Fc受容体(FcγRIIa)を発現す
るマクロファージを用いた。取り込まれたフ
ァゴソームには TagRFP-FcR が局在するの
で赤色蛍光の輪郭で区別できる。赤色のファ
ゴソーム内 EGFP シグナルの経時的な変化
を定量した。SNAP-23 を発現抑止した細胞
では、コントロールに比べて EGFPシグナル
の減弱が抑制されていた。 
・また、LysoTrackerRed を用いた解析にお
いても、SNAP-23 発現抑制細胞では、ファ
ゴソームへの LysoTrackerRedの蓄積が阻害
傾向だった。 
 以上の SNAP-23 発現抑制と先述の過剰発
現の結果から、SNAP-23 はファゴソームの
内部酸性化に機能することが明らかになっ
た。 
 
② ファゴソームとライソゾームの膜融合解
析 
・ SNAP-23 発現抑制細胞について、
Rhodamine B デキストランを用いたライソ
ゾームとの融合解析を行った。コントロール
に比べ、ファゴソームとライソゾームの融合
は有意に抑制されていた。また、解析前に
SNAP-23 を過剰発現させた場合、このライ
ソゾームとの融合阻害が回復したことから、
見られた抑制は SNAP-23 特異的な効果であ
ることがわかった。 
 これらの結果から、SNAP-23 はファゴソ
ーム膜上のSNAREタンパク質としてエンド
ソームやライソゾームとの膜融合に機能し、
内部の酸性化などの成熟化を制御している
ことが明らかになった。 
 
（３）SNAP-23の１分子 FRET解析による
ファゴソーム膜上での動的機能の解明 
・SNAP-23の分子内に TagGFP2と TagRFP
を導入したプローブにおいて FRET シグナ
ルが検出できる条件について検証した。 
① 細胞膜上での FRET解析 
・マクロファージの細胞膜に局在する種々の
SNARE タンパク質と共発現させたところ、
VAMP5の場合に顕著な FRETシグナルが見
られた。また、VAMP5 と syntaxin3 (stx3)
を組合わせた場合、より強いシグナルが見ら
れ、これらのシグナルはコントロールのプロ
ーブでは見られなかった。これらの結果から、
作製したFRETプローブがSNARE複合体形
成の検出に使用可能であること、また、これ
ま で 知 ら れ て い な か っ た
SNAP-23/stx3/VAMP5 の SNARE 複合体が
存在しうることが明らかになった。 
 
② ファゴソーム膜上での FRET解析 
・SNAP-23 がファゴソーム成熟で機能する
ためには、ファゴソーム膜上でエンドソーム
やライソゾームのSNAREタンパク質と複合
体形成すると考えられ、それらについて
FRETプローブを用い解析した。初めに、ザ



イモサンにより形成させたファゴソーム膜
上の FRETシグナルを調べたが、経時的なシ
グナルの変動は検出できなかった。 
・次に、エンドソーム・リソゾーム局在の
VAMP3, 4, 7, 8をFRETプローブと共発現さ
せ、ファゴソーム膜上の FRETシグナルを解
析した。その結果、唯一 VAMP7を発現させ
た場合、顕著な FRETシグナルが検出できた。
この時、細胞膜上のシグナルは検出されず、
またコントロールのプローブでもファゴソ
ーム膜上にはシグナルは見られなかった。つ
まり、ファゴソーム膜上に見られたシグナル
は成熟過程における SNAP-23 の動的変化
（構造変化）と考えられる。 
 これらの結果から、SNAP-23 は実際にフ
ァゴソーム膜上でライソゾームとの膜融合
（恐らく VAMP7との SNARE複合体形成）
に機能することが明らかになった。 
 
（４）ファゴサイトーシスにおける VAMP5
の機能解析 
・SNAP-23の FRETプローブ解析から、細
胞膜上で SNAP-23/stx3/VAMP5 からなる新
規SNARE複合体が形成される可能性が考え
られた。そこで、VAMP-5の過剰発現マクロ
ファージを作製し、その局在を調べると、細
胞膜と形成されたファゴソーム膜に見られ
た。また、この細胞についてファゴサイトー
シス効率への影響を解析したが、顕著な変化
は見られなかった。したがって、この新規
SNARE 複合体がファゴサイトーシス反応に
関与する可能性は低いと考えられる。 
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国内外の別：  
 
〔その他〕 
ホームページ等 
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