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研究成果の概要（和文）： 
	 リソソームは、生体成分の分解に必須な細胞小器官であり、可溶性の酸性加水分解酵素以外
に、リソソーム膜タンパク質が局在している。細胞傷害性 T細胞やナチュラルキラー細胞では、
細胞傷害顆粒と呼ばれる分泌型リソソームが存在している。本研究では、細胞傷害顆粒等の分
泌型リソソームの細胞内動態の可視化や高純度精製法の開発を目的として、リソソーム膜タン
パク質を用いた新しい分子プローブを作製し、様々な細胞におけるこれらの分子プローブの細
胞内局在を検討した。	 
 
研究成果の概要（英文）： 
	 	 Lysosomes	 are	 organelles	 essential	 for	 the	 degradation	 of	 biological	 components,	 and	 
contain	 soluble	 acid	 hydrolases	 as	 well	 as	 lysosomal	 membrane	 proteins.	 Secretory	 
lysosomes	 referred	 to	 as	 lytic	 granules	 are	 present	 in	 cytotoxic	 T	 lymphocytes	 and	 natural	 
killer	 cells.	 In	 this	 study	 novel	 molecular	 probes	 using	 lysosomal	 membrane	 proteins	 were	 
constructed	 for	 the	 visualization	 and	 purification	 of	 secretory	 lysosomes	 such	 as	 lytic	 
granules	 and	 the	 intracellular	 localization	 of	 these	 molecular	 probes	 on	 various	 types	 
of	 cells	 was	 analyzed.	 
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１．研究開始当初の背景 
	 リソソームは、その内部 pH が液胞型
H+-ATPase によって酸性に維持され、エンド
サイトーシスやオートファジーで取り込ん
だ生体成分の分解に必須な細胞小器官であ
る。リソソームには、可溶性の酸性加水分解

酵素以外に、lysosome-associated	 membrane	 
protein	 (LAMP) フ ァミリーや lysosomal	 
integral	 membrane	 protein	 (LIMP)ファミリ
ー等のリソソーム膜タンパク質が存在して
いる。	 
造血細胞や色素細胞では、典型的なリソソ
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ームとしての機能および分泌装置としての
機能が分泌型リソソームと総称される特殊
な細胞小器官で行われる。分泌型リソソーム
には、細胞傷害性 T細胞やナチュラルキラー
細胞に存在する細胞傷害顆粒等が含まれて
いる。細胞傷害顆粒には、LAMP-1 等のリソソ
ーム膜タンパク質が存在している。	 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、細胞傷害顆粒を含む分泌型リ
ソソームの細胞内動態の可視化や高純度精
製の開発を目的として、リソソーム膜タンパ
ク質（LAMP ファミリーおよび LIMP ファミリ
ー）を用いた新しい分子プローブの作製と機
能解析を行った。	 
 
３．研究の方法 
	 LAMP ファミリーおよび LIMP ファミリーに
は、膜貫通ドメインと C末端に短いサイトゾ
ル領域（10-20 アミノ酸程度）を有している。
本研究では、LAMP ファミリー遺伝子と LIMP
ファミリー遺伝子をクローニングした後、C
末端のサイトゾル領域に分子タグを挿入し
た融合遺伝子を作製した。さらに、これらの
リソソーム膜タンパク質の融合遺伝子を動
物細胞に一過的にトランスフェクションし、
細胞内局在を共焦点レーザ走査型顕微鏡で
観察した。	 
	 
４．研究成果	 
（1）蛍光タンパク質を付加したリソソーム
膜タンパク質の融合遺伝子の作製	 
ラットナチュラルキラー細胞株 RNK-16 細

胞の cDNA ライブラリーを作製し、LAMP ファ
ミリーおよび LIMP ファミリーとして、LAMP-1、
LAMP-2、CD63/LAMP-3/LIMP-1、LIMP-2 の 4 個
の遺伝子をクローニングした。これらのリソ
ソーム膜タンパク質の C末端側に、エピトー
プタグとして FLAG 配列、もしくは蛍光タン
パク質として EGFP と DsRed モノマーを付加
した融合遺伝子を構築した。さらに、様々な
細胞株で発現させることを目的として、EGFP
もしくは DsRed モノマーを付加したリソソー
ム膜タンパク質を、異なるプロモーター（CMV
プロモーター、SRαプロモーター、EF1αプロ
モーター）の下流に挿入したプラスミドベク
ターを構築した。	 
	 
（2）リソソーム膜タンパク質の細胞内局在
の解析	 
ラット腎臓由来 NRK 細胞、ハムスター腎臓

由来 BHK-21 細胞、チャイニーズハムスター
卵巣由来 CHO-K1 細胞、ヒト子宮頸がん由来
HeLa 細胞、ヒト肺がん由来 A549 細胞に、EGFP
を付加した LAMP-1、LAMP-2、CD63、LIMP-2
を一過的に発現させ、LysoTracker®	 Red	 
DND-99 との共局在を共焦点レーザ走査型顕

微鏡によって検討した。その結果、NRK 細胞
や A549 細胞では、LAMP-1、LAMP-2、CD63､
LIMP-2 の局在が LysoTracker®	 Red	 DND-99 の
局在とほとんど一致することが観察された
（図 1）。一方、BHK-21 細胞、CHO-K1 細胞、
HeLa 細胞においては、LAMP-1、LAMP-2、CD63､
LIMP-2 の局在が LysoTracker®	 Red	 DND-99 の
局在と必ずしも一致しなかった。	 
	 

図1 NRK細胞におけるリソソーム膜タンパク質の
細胞内局在 
EGFPを付加したリソソーム膜タンパク質をNRK
細胞に一過的に発現させた。 LysoTracker® 
DND-99 で染色した後、共焦点レーザ走査型顕微
鏡で観察した。 
	 

図 2 BHK-21 細胞におけるリソソーム膜タンパク
質の細胞内局在 
EGFP を付加したリソソーム膜タンパク質を
BHK-21細胞に一過的に発現させた。LysoTracker® 
DND-99 で染色した後、共焦点レーザ走査型顕微
鏡で観察した。 
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（3）BHK-21 細胞における LAMP-1 と LIMP-2
の細胞内局在の解析	 
	 BHK-21 細 胞 では、 LIMP-2 の 局 在と
LysoTracker®	 DND-99 との局在が部分的に一
致していたが、LAMP-1、LAMP-2、CD63 の局在
と LysoTracker®	 DND-99 の局在がほとんど一
致していなかった（図 2）。さらに、BHK-21
細胞においては、LAMP-1、LAMP-2､CD63 が共
局在していること、並びに LAMP-1 が小胞体
マーカーであるカルレティキュリンやゴル
ジ体マーカーである GM130 と共局在せず、初
期エンドソームマーカーである EEA1 と共局
在していることが観察された。LAMP-1 ､
LAMP-2､CD63 の C 末端のサイトゾル領域には
チロシンモチーフ（YXXΦ：Φは疎水性アミ
ノ酸）が存在し、一方、LIMP-2 の C 末端サイ
トゾル領域にはジロイシンモチーフ
（DEXXXLL）が存在している。そこで、LAMP-1
と LIMP-2 の C 末端サイトゾル領域を交換し
たキメラタンパク質を作製し、BHK-21 細胞に
発現させたところ、LAMP-1×LIMP-2 では
LysoTracker®	 DND-99 との共局在が観察され、
LIMP-2×LAMP-1では	 LysoTracker®	 DND-99と
の共局在がほとんど観察されなくなった（図
3）。以上の結果から、BHK-21 細胞では、チロ
シンモチーフによるリソソームへの輸送機
構が正常に行われず、LAMP-1 が主に初期エン
ドソームへと輸送される可能性が示唆され
た。 
	 

図 3  BHK-21細胞における LAMP-1と LIMP-2の
キメラタンパク質の細胞内局在 
EGFP を付加した LAMP-1× LIMP-2 および
LIMP-2×LAMP-1を BHK-21細胞に一過的に発現
させた。LysoTracker® DND-99で染色した後、共
焦点レーザ走査型顕微鏡で観察した。 
	 
（4）今後の展望	 
	 本研究では、蛍光タンパク質を付加した
LAMP-1、LAMP-2、CD63、LIMP-2 の作製と細胞
内局在の解析を行い、これらのリソソーム膜
タンパク質がリソソームの可視化に有用な
分子プローブであることを示した。今後、細
胞傷害顆粒を有するナチュラルキラー細胞
に、エピトープタグや蛍光タンパク質を付加
したリソソーム膜タンパク質を遺伝子導入
することによって、細胞傷害顆粒の細胞内動
態の可視化や高純度精製が可能になること
が期待される。	 
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