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研究成果の概要（和文）：　ヒト肺がん腫A549細胞において、HM13、TMED10、SLC3A2がLysoTracker Red DND-99
と部分的に共局在し、LAMP1のC末端領域と連結したパーフォリンもしくはグランザイムBがLysoTracker Red 
DND-99と共局在することを明らかにした。シリアンハムスター腎臓由来BHK-21細胞において、LAMP1がおもに
trans-Golgiネットワークに局在することを見出した。マウス胸腺腫BW5147細胞において、T-box転写因子
eomesoderminがIFN-γ遺伝子座のプロモーター領域とCNSへのRelAとNFATc2の結合を促進することを見出した。

研究成果の概要（英文）：　HM13, TMED10, and SLC3A2 co-localized partly to LysoTracker Red DND-99, 
and perforin and granzyme B, which were fused to the C-terminal region of LAMP1, co-localized to 
LysoTracker Red DND-99 in human lung adenocarcinoma A549 cells. LAMP1 has been shown to localize 
mainly to the trans-Golgi network in Syrian hamster kidney BHK-21 cells. The T-box transcription 
factor eomesodermin has been shown to promote the binding of RelA and NFATc2 to the promoter region 
and multiple conserved noncoding sequences across the Ifng locus in mouse thymoma BW5147 cells.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 細 胞 傷 害 性 T 細 胞 （ cytotoxic T 
lymphocyte: CTL）やナチュラルキラー
（natural killer: NK）細胞は、生体防御に
重要な細胞であり、ウイルスに感染した細胞
やがん細胞を排除する。CTL や NK 細胞は、細
胞内に特殊な細胞小器官である細胞傷害顆
粒を有している。細胞傷害顆粒は、分泌型リ
ソソームとして機能し、その構成成分として、
ポア形成タンパク質であるパーフォリン
（perforin）、セリンプロテアーゼであるグ
ランザイム B（granzyme B）、リソソーム膜タ
ン パ ク 質 で あ る lysosomal associated 
membrane protein 1（LAMP1）等が報告され
ている。CTL や NK 細胞は、標的細胞を認識す
ると、細胞傷害顆粒をエキソサイトーシスす
る。このとき放出されたperforinによって、
granzyme B が細胞内に侵入し、標的細胞に細
胞死が誘導される。 
 
２．研究の目的 
 細胞傷害顆粒には、perforin や granzyme B
等の可溶性タンパク質の他に、LAMP1 等の膜
タンパク質が含まれている。これまでに細胞
傷害顆粒に関するプロテオミクスが報告さ
れているが、細胞傷害顆粒に局在している膜
タンパク質については十分に理解されてい
ない。本研究では、細胞傷害顆粒に特異的な
膜タンパク質を探索し、細胞傷害顆粒に対す
る膜結合型分子プローブの構築を行なうこ
とによって、細胞傷害顆粒の分子構造、生合
成、細胞内輸送の分子メカニズムを解明する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ラット腎臓由来 NRK 細胞（RCB0043）と
シリアンハムスター腎臓由来 BHK-21 細胞
（RCB1423）を理化学研究所バイオリソース
研究センターより入手した。ヒト肺がん腫
A549 細胞（JCRB0076）を国立研究開発法人医
薬基盤・健康・栄養研究所 JCRB 細胞バンク
より入手した。A549 細胞、NRK 細胞、BHK-21
細胞等にリポフェクション法によって発現
ベクターを一過的にトラスフェクションし、
共焦点顕微鏡による細胞内局在の観察等を
行なった。 
 
(2) マウス胸腺腫 BW5147 細胞（JCRB9002）
を国立研究開発法人医薬基盤・健康・栄養研
究所 JCRB 細胞バンクより入手した。マウス
Eomes をコードする発現ベクターを導入した
BW5147 細胞トランスフェクタントとコント
ロール発現ベクターを導入した BW5147 細胞
トランスフェクタントを樹立した。これらの
BW5147 細胞トランスフェクタントを、T細胞
受 容 体 の 刺 激 の 代 替 と し て 、 phorbol 
12-myristate 13-acetate（PMA）と ionomycin
（IM）で刺激し、リアルタイムPCRによるmRNA
定量、ELISA 法によるサイトカイン量の定量、
クロマチン免疫沈降（ChIP）による DNA 結合

量の定量等を行なった。 
 
４．研究成果 
 (1)ヒト NK 細胞株 YTS 細胞から精製された
細胞傷害顆粒のプロテオーム解析によって、
細胞傷害顆粒に含まれるタンパク質の網羅
的な解析結果が報告されている[1]。一方、
ヒト末梢血由来 NK 細胞においてインターロ
イキン2刺激によって発現が亢進する遺伝子
のゲノムワイドな解析結果が報告されてい
る[2]。これらの論文で共通する膜タンパク
質の遺伝子として、histocompatibility 
minor 13 (HM13) 、 transmembrane p24 
trafficking protein 10 (TMED10)、solute 
carrier family 3 membrane 2 (SLC3A2)を見
出した。本研究では、ヒト NK 細胞株 YTN10
細胞から cDNA ライブラリーを作製し、PCR を
用いて HM13、TMED10、SLC3A2 の 3 種類の遺
伝子をクローニングした。さらに EGFP タグ
をC末端に連結したHM13-EGFP、TMED10-EGFP、
SLC3A2-EGFP をコードする発現ベクターを構
築し、A549 細胞に一過的に発現させた。共焦
点顕微鏡による観察を行なったところ、
HM13-EGFP、TMED10-EGFP、SLC3A2-EGFP の 3
種類の膜タンパク質はいずれも LysoTracker 

Red DND-99と部分的に共局在することが観察
された。 
YTN10 細胞において、限界希釈法を用いて、

単一の細胞から増殖可能な複数のクローン
を単離した。これらの YTN10 細胞クローンの
中から、野生型 YTN10 細胞に比較して、
perforin の発現量が同程度であるが、エレク
トロポレーションによる遺伝子導入効率が
高いクローンが得られた。今後、これらの 3
種類の膜タンパク質について、YTN10 細胞等
の NK 細胞における細胞内局在を調べる必要
がある。 
 
(2) LAMP1 は、C 末端に膜貫通ドメイン及び
リソソームの局在に必要なチロシンモチー
フを含む短いサイトゾル領域を持っている。
可溶性タンパク質である perforin と
granzyme B に LAMP1 の C 末端領域である
LAMP1（325-417）を連結させた遺伝子を作製
した。Perforin、granzyme B、LAMP1、perforin- 
LAMP1（325-417）もしくは granzyme B-LAMP1
（325-417）の C末端に EGFP タグを連結した
遺伝子を A549 細胞に一過的に発現させ、共
焦 点 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 そ の 結 果 、
perforin-EGFP、granzyme B-EGFP、LAMP1-EGFP、
perforin-LAMP1 (325-417)-EGFP、granzyme 
B-LAMP1 (325-417)-EGFP は い ず れ も
LysoTracker Red DND-99 と共局在することが
観察された。今後、これらのタンパク質を CTL
や NK 細胞において発現させ、細胞傷害顆粒
に対する膜結合型分子プローブとしての可
能性を検討する必要がある。 
 
(3) これまでの先行研究から、NRK 細胞では、
LAMP1-EGFP が細胞内に散在し、LysoTracker 



Red DND-99 と共局在しているのに対し、
BHK-21 細胞では LAMP1-EGFP が比較的一箇所
に集積し、LysoTracker Red DND-99 と共局在
しないことを見出した。本研究では、BHK-21
細胞に LAMP1-EGFP を一過的に導入し、
LysoTracker Red DND-99 で染色した後、超解
像 顕 微 鏡 で 観 察 し 、 LAMP1-EGFP が
LysoTracker Red DND-99 と共局在しないこと
を確認した。さらに、本研究では、NRK 細胞
と BHK-21 細胞における内在性 LAMP1 の局在
を検討した。抗 LAMP1 ポリクロナール抗体を
用いて内在性 LAMP1 を検出したところ、NRK
細胞では LAMP1 が細胞内に散在していたが、
BHK-21細胞ではLAMP1が核周辺部に集積して
いることが観察された。以上の結果から、内
在性 LAMP1 は、NRK 細胞と BHK-21 細胞におい
て、LAMP１-EGFP と類似した局在を示すこと
が明らかになった。さらに、BHK-21 細胞では、
LAMP1-DsRed-Monomer が cis-Golgi マーカー
GM130-EGFP と共局在しないが、trans-Golgi 
network protein 2-EGFP と共局在しているこ
とが観察された。以上の結果から、BHK-21 細
胞では、NRK 細胞と異なり、LAMP1 がおもに
trans-Golgi network に局在していることが
明らかになった。現時点では、BHK-21 細胞に
おいて、LAMP1 がリソソームに局在しないメ
カニズムは不明であり、さらなる研究が必要
である。 
 
(4) T-box ファミリーは、組織の発生や分化
を制御している転写因子であり、DNA に結合
するT-boxドメインと転写活性化ドメインを
有している。T-box 転写因子の一つである
eomesodermin（Eomes）と T-bet は、免疫系
の制御に重要な役割を担い、CD4+ T ヘルパー
1（Th1）細胞、CD8+ CTL、NK 細胞の分化に重
要である。T-bet は、エフェクターCD8+ T 細
胞で多く発現しているが、メモリーCD8+ T 細
胞でその発現が減少する。一方、Eomes はメ
モリーCD8+ T 細胞で強く発現している。
Interferon-γ（IFN-γ）はウイルス感染細
胞やがん細胞に対する免疫応答を調節する
重要なサイトカインである。IFN-γは、おも
に Th1 細胞、CTL、NK 細胞によって産生され
る。ナイーブ CD8+ T 細胞では IFN-γの発現
がほとんど見られないが、エフェクターCD8+ 
T 細胞やメモリーCD8+ T 細胞では、IFN-γの
発現が高い。Eomes は、IFN-γの産生に重要
であるだけでなく、perforin や granzyme B
の発現及び細胞傷害活性に重要であること
が報告されている。以上の点から、Eomes は
細胞傷害顆粒の生合成にも関与している可
能性が示唆される。 

T-bet や Eomes は、IFN-γの発現に重要な
役割を担っている。T-bet は、IFN-γ遺伝子
座のプロモーター領域や複数の conserved 
noncoding sequences (CNS)に結合し、ヒス
トン修飾を調節していることが明らかにな
っている。しかしながら、T-bet に比べて、
EomesによるIFN-γの転写調節に対する役割

は十分に理解されていない。研究代表者らは、
マウス胸腺腫 BW5147 細胞に Eomes や T-bet
を発現させると、IFN-γの産生が誘導される
ことを見出した[3]。さらに、Eomes や T-bet
が IFN-γ遺伝子座のプロモーター領域や複
数の CNS に結合することを見出した[3]。本
研究では、IFN-γ遺伝子に対する Eomes の転
写調節の分子メカニズムの解明を目的とし
た。 
Eomesを発現させたBW5147細胞トラスフェ

クタントを PMA と IM で刺激すると、IFN-γ 
mRNA の発現や IFN-γの培地中への産生が誘
導された。PMA と IM による IFN-γ mRNA の発
現や IFN-γの産生は、carcineurin 阻害剤
FK506でほぼ完全に阻害され、nuclear factor 
κB(NF-κB)阻害剤 TPCA-1で部分的に阻害さ
れた。以上の結果から、Eomes による IFN-γ
の発現には、carcineurin 依存性の NFAT 経路
が必須であるが、NF-κB経路も関与している
ことが示唆された。さらに、Eomes を発現さ
せたBW5147細胞トランスフェクタントをPMA
と IM で刺激すると、コントロール BW5147 細
胞トランスフェクタントと比較して、IFN-γ
遺伝子座にあるプロモーター領域及び複数
の CNS への NF-κB サブユニット RelA 及び
NFAT ファミリーNFATc2 の結合が顕著に増加
することを見出した。以上の結果から、Eomes
が IFN-γ遺伝子座にあるプロモーター領域
や CNSへの RelA と NFATc2 の結合を促進する
ことが明らかになった。Eomes を発現させた
BW5147 細胞は、IFN-γの転写調節の分子メカ
ニズムを解明するための有用な研究材料で
あると考えられる。 
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