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研究成果の概要（和文）：リソソームは細胞内での分解反応に中心的な役割を担う細胞内小器官である。一方骨
吸収においてはリソソーム内の加水分解酵素が細胞外に分泌されて骨基質を分解する。リソソーム膜タンパク質
の主要成分LAMP-1/2は、リソソームの細胞内輸送に関与することが示唆されているが、LAMPそのものの高次構造
に関する知見はほとんどなかった。本研究では(1)結晶構造解析によりLAMP-1/2のドメイン構造がb-シートから
形成されるｂプリズム構造であること、(2)今まで構造の共通性が想定されていたLAMP-1とLAMP-2が異なる様式
でアセンブリすること、を見出し報告した。

研究成果の概要（英文）：Lysosomes play a central role in the intracellular degradation. Lysosomes 
are also involved in the degradation of bone-matrix after fusion of lysosomes with plasma membranes.
 Lysosome-associated membrane proteins 1 and 2 (LAMP-1/2) are the most abundant protein components 
of lysosome membranes and suggested to be involved in the intracellular transport of lysosomes. 
However, the structural aspects of LAMPs have not been elucidated. In the present study, we 
demonstrated that (1) the subdomains of LAMP-1 and LAMP-2 adopt the unique β-prism fold, (2) the 
assembly modes of LAMP-1 and LAMP-2 are different. 
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１．研究開始当初の背景 
リソソームはさまざまな加水分解酵素を

含む細胞内小器官である。リソソームはエン

ドソーム、ファゴソーム、オートファゴソー

ム、あるいは細胞膜と活発に膜融合すること

によりその機能を果たしている。膜融合する

相手と出会うためには、リソソームが細胞内

を適切に移動することが必要である。微小管

に沿ったリソソームの細胞内輸送には、細胞

の中央部（核近傍にある微小管形成中心）に

向かう方向と、細胞膜に向かう方向がある。

両方向に輸送されることによりリソソーム

は細胞内をパトロールして必要な分解反応

を遂行することができる。 

一方、骨吸収においてはリソソームが細胞

膜に輸送されることが必須である。破骨細胞

のリソソームは細胞膜（波状縁）と融合して

プロトンポンプやクロライドチャネルを移

行させ、吸収窩を酸性化して脱灰を進める。

そしてMMPやカテプシンを分泌して骨基質を

分解する。また、がん化の過程ではがん細胞

をとりまくがん微小環境が酸性化すると、が

ん細胞のリソソームが細胞膜に向かって輸

送され、プロテアーゼが分泌されてがんの浸

潤・転移が亢進する。そこでリソソームの細

胞膜への輸送は、歯周病や口腔癌による癌関

連骨破壊など、口腔領域において重要な問題

である顎骨吸収を抑制するために解明すべ

き本質的な課題である。 

Lysosome-associated membrane protein 2 

(LAMP2)はリソソームの膜タンパク質の主要

な成分である。LAMP2が欠損すると、ヒトで

はダノン病が発症し、マウスでは致死率の増

加や体重低下がみられる。またLAMP2欠損マ

ウスでは歯周病が引き起こされる [J. 

Immunol. (2008) 180, 475-482]。LAMP2の欠

損によりリソソームはファゴソームやオー

トファゴソームと膜融合が抑制されるが、そ

の原因としてLAMP2はリソソームと微小管を

連結する足場の形成を介してリソソームの

細胞内輸送に関与することが示唆されてい

る[EMBO J. (2007) 26, 313-324] 。 

 
２．研究の目的 

本研究ではリソソーム膜とモーター分子

を連結する分子機構の解明をめざして、リソ

ソーム膜主成分であるLAMP1, LAMP2の構造基

盤を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 
 
(1)結晶構造解析 
マウス LAMP-1, LAMP-2 の N ドメイン、C-ド
メインを糖鎖合成不全変異(N-アセチルグル
コサミン転移酵素欠損)HEK293 細胞で分泌タ
ンパク質として発現させた。精製されたタン
パク質の高マンノースN型糖鎖をエンドグリ
コシダーゼHで処理して根元のN-アセチルガ
ラクトサミンだけを残し、結晶化させた。
LAMP-1 の C ドメイン (208-370), LAMP-2 の
N-ドメイン(26-189)の結晶から反射を得る
ことができ、構造解析をおこなった。 
 
(2)免疫沈降 
マウス LAMP-1, LAMP-2 の全長または N-ドメ
インを欠いたものに FLAG タグもしくは Myc
タグを付加し、HEK293 細胞または前骨芽細胞
MC3T3-E1 細胞に一過性に発現させた。FLAG
タグ、Myc タグをもつものを共発現させ、抗
FLAG-抗体を結合させたアガロースを用いて
免疫沈降をおこない、免疫沈降物を抗 FLAG-
抗体、抗 Myc 抗体でイムノブロットした。 
 
４．研究成果 
 
(1)DC-LAMP の-プリズム構造は LAMP-1, 
LAMP-2 のドメイン構造にも保存されている。 
 

LAMP ファミリーのタンパク質の中でこれ
までに構造解析が行われているのは DC-LAMP 
(LAMP-3)のみである (PDB 4AKM)。DC-LAMP は
-シートに富む-プリズム構造をとること
が報告されている。 

LAMP-1, LAMP-2 は高度に糖鎖付加された
タンパク質であり、各ドメインには 8-９箇所
ずつの N型糖鎖が存在する。今回私達は糖鎖
合成不全変異体細胞を用いて LAMP-1 の C ド
メインと LAMP-2 の N ドメインの結晶構造解
析に成功した（図 1）。 

 
図 1 LAMP-1 C ドメイン, LAMP-2 の N-ドメイ
ンのプリズム構造 

 



結晶構造解析の結果 LAMP-1 の C ドメイン
と LAMP-2 の N ドメインも-プリズム構造を
もつことが明らかになった。-プリズム構造
は、LAMP ファミリーのタンパク質に共通する
ことが強く示唆された。 
 
(2) LAMP-1/LAMP-1 および LAMP-2/LAMP-2 相
互作用における N-ドメインの効果は反対で
ある。 
 

LAMP-1-FLAG により LAMP-1-Myc が沈降し
たことから、LAMP-1 分子同士は直接または間
接的に相互作用していることがわかった。し
かし LAMP-1 の N-ドメインを欠失させると沈
降が顕著に抑制されたことから、相互作用に
は N-ドメインが重要であった。驚いたことに
LAMP-2-FLAG による LAMP2-Myc の沈降は、N
ドメインを欠失させると顕著に亢進された
（図２）。 

LAMP-1とLAMP-2の組み合わせでも沈降が
観察されたことから、両者は相互作用してい
ることが示された。この組み合わせにおいて
も LAMP-1 の N-ドメイン欠失は相互作用を抑
制し、LAMP-2 の N-ドメイン欠失は相互作用
を亢進した。 

以上の結果から LAMP-1, LAMP-2 のアセン
ブリの様式は異なっていることが初めて明
らかになった。 

 
 

 
 
 

 
 
 
 

図 2 LAMP-1, LAMP-2 相互作用における N-ド
メイン欠失の影響  
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