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研究成果の概要（和文）：アミノ酸は生体にとって必須の栄養素である。また一部のアミノ酸は、シグナル分子
としての役割を持ち、多様な生体反応に関与している。このアミノ酸の細胞内外の濃度調節を行っている分子が
アミノ酸輸送体である。今回の研究では、癌の増殖、進展に関与すると考えられるアミノ酸トランスポーターに
ついて検討を行った。
細胞増殖に重要なロイシンやNO合成に必須なアルギニンを輸送する輸送体に関して検討を行った結果、癌の増殖
にはLAT1が最も重要であると示唆された。そこで、LAT1の機能調節を行う分子の同定と解析を行った。その結
果、LAT1の機能調節に関わりそうな、分子シャペロンやタンパク質分解系のタンパク質が得られた。

研究成果の概要（英文）：Amino acids are essential for our body. Some of the amino acids have a role 
for signaling molecules and are involved in various reaction in our body. Amino acid transporters 
has an ability to regulate amino acid gradient across membrane. In this study, we examined amino 
acid transporters related with cancer progression.
 We focused on transporters that transport leucine and arginine important for cell growth and NO 
production. It was suggested that LAT1 is the most important transporter in cancer growth. We also 
searched and investigated regulators of LAT1 transporter. We found molecular chaperone and one of 
the protein related with protein degradation pathway for LAT1 interacting proteins.

研究分野： 薬理学

キーワード： トランスポーター　癌

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

アミノ酸は生体にとって必須の栄養素で
あり、タンパク質生合成などの基質として使
われている。また一部のアミノ酸は、シグナ
ル分子としての役割を持ち、神経の興奮や細
胞増殖の促進など多様な生体反応に関与し
ている。特に必須アミノ酸に含まれるロイシ
ンとアルギニンは細胞増殖、シグナル伝達に
重要な役割を果たしていると考えられる。細
胞内に流入したロイシンとアルギニンは、
mammalian target of rapamycin（mTOR）系を
活性化し、細胞増殖を増加させることが知ら
れている（図 1）（Jewell et al. Nat Rev Mol Cell 

Biol. 2013, Bauchart-Thevret et al. Am J Physiol 

Endocrinol Metab. 2010）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

またアルギニンは一酸化窒素（NO）合成の際
の基質となり、その NO は様々なシグナリン
グに関与している（図 2）。近年、慢性炎症組
織から放出される NO が、良性の大腸腺腫細
胞から悪性の大腸癌細胞へ進展する際の原
因となることが示された（Tazawa et al. Exp 

Cell Res. 2013）。つまり、ロイシンやアルギニ
ンの取り込みを担うアミノ酸トランスポー
ターがこれら機能を調節していると言える。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

癌は我が国において死亡原因の第 1 位であ
り、一部を除きその治療効果は満足できるも
のではなく、新規の治療法確立が待望されて
いる。増殖が盛んな癌細胞は、多くのグルコ
ースやアミノ酸などの栄養素を外部から必
要とする。したがって、アミノ酸トランスポ

ーターは癌細胞の成長・増殖過程において非
常に重要な分子であり、細胞の癌化に伴って
強い発現の認められるトランスポーターを
分子標的とした、癌細胞の増殖抑制が可能で
あると考えられる。 LAT1 (L-type amino acid 

transporter 1) は、当研究室により同定された、
多くの必須アミノ酸を含む中性アミノ酸を
輸送するアミノ酸トランスポーターの 1 つで
あり、多種類の癌細胞に高発現を示すことが
明らかとなっている。このことから、研究協
力者の遠藤仁氏は LAT1 の特異的阻害剤
JPH203 を創製し、新規抗癌薬として開発を進
めている（Oda et al. Cancer Sci. 2010）。その
後の我々の研究で、乳癌細胞や前立腺癌細胞
において JPH203 非感受性のロイシン取り込
み、細胞増殖を観察した。つまり、LAT1 以
外に癌細胞の増殖に重要なアミノ酸トラン
スポーターが存在することになる。その候補
分子として挙げられるものが y+LAT1 と
y+LAT2 である。これらは、Na+依存的に必須
アミノ酸を含む中性アミノ酸を輸送するだ
けでなく、Na+非依存的に塩基性アミノ酸、
つまりアルギニンを輸送する。これらのこと
から、y+LAT1 と y+LAT2 は mTOR を活性化
し、細胞増殖を増加させ、さらには NO 合成
も増加させることが示唆される。また、アル
ギニン（+リジン）を特異的に輸送するトラ
ンスポーターとして、 cationic amino acid 

transporter (CAT) familyがある。特に CAT1は、
大腸癌組織において高発現するということ
が報告されている（Lu et al. PLOS ONE, 2003）。 

 

２．研究の目的 

本研究計画では、トランスポーターの発
現・機能解析を介して以下の点を明らかにす
ることを目的とする。 

 

(1) 各種癌培養細胞や癌組織でのアミノ酸ト
ランスポーターの発現様式を明らかにする。 

(2) アミノ酸トランスポーター発現による、
癌細胞の増殖や LAT1 阻害薬 JPH203 の感受
性の違いを明らかにする。 

(3) 癌の進展に関与するアミノ酸トランスポ
ーターの調節因子を同定し、その抑制効果を
検討する。 

 

 これら研究を進め、特定のアミノ酸トラン
スポーターによる癌発生・進展への関わりを
明らかにし、それが癌の新たな治療標的とな
りうる可能性に関して検討を行う。 

 

３．研究の方法 

（1）癌培養細胞・癌組織におけるアミノ酸
トランスポーターの発現解析 

 RT-PCR およびウエスタンブロッティング、
免疫染色によって、LAT1, y+LAT, CAT family

の発現解析を行う。癌培養細胞としては、ヒ
ト歯肉癌細胞 Ca9-22, ヒト妊娠性絨毛癌細
胞 JEG-3, ヒト喉頭癌細胞 HEp-2 細胞、膀胱
癌細胞 T24 を用いた。ヒト癌組織は購入可能

 

図 1 アミノ酸の流入と細胞増殖シグナル 

 

図 2 アルギニン流入と NO合成 



であった、胃癌、乳癌、大腸癌の組織切片を
用いた。 

（2）トランスポーター発現による細胞増殖
抑制効果の検討 

LAT1 特異的阻害剤 JPH203 を用い、細胞増
殖の抑制効果を検討した。またその際、y+LAT, 

CAT family を過剰発現させて、トランスポー
ター発現による JPH203 の感受性の変化を観
察した。 

（3）LAT1 結合タンパク質の同定と機能解析 

Yeast hybrid screening によって、LAT1 と相
互作用する分子を急性リンパ芽球性白血病
の Jurkat 細胞ライブラリーを用いてスクリー
ニングした。同定した結合タンパク質に関し
て、その阻害剤を用いて効果を検討した。 

 

４．研究成果 

癌培養細胞における y+LAT1, 2 の発現 

LAT1 以外に癌細胞の増殖に重要なアミノ酸
トランスポーターの候補分子として挙げら
れるものが y+LAT1 と y+LAT2 である。これ
らは、Na+依存的に必須アミノ酸を含む中性
アミノ酸を輸送するだけでなく、Na+非依存
的に塩基性アミノ酸、つまりアルギニンを輸
送する。これらのことから、 y+LAT1 と
y+LAT2 は mTOR を活性化し、細胞増殖を増
加させ、さらには NO 合成も増加させること
が示唆される。そこで、ウエスタンブロット
を用いて、癌培養細胞でこれらトランスポー
ターの発現を確認した。その結果、多くの癌
培養細胞でその発現が確認できた（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

癌培養細胞における CAT トランスポーター
の発現 

アルギニン（+リジン）を特異的に輸送す
るトランスポーターとして、cationic amino 

acid transporter (CAT) family がある。特に
CAT1 は、大腸癌組織において高発現すると
いうことが報告されている（Lu et al. PLOS 

ONE, 2003）。この CAT family に関して、
RT-PCR を用いて mRNA レベルであるが、発
現を確認した。その結果、癌細胞の種類によ

って発現はまちまちであるが、少なくとも 1

種類の CAT トランスポーターの発現が確認
でした（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

癌組織における y+LAT1, 2 の発現 

癌組織切片として、前立腺癌、乳癌、胃癌、
大腸癌組織を入手し、y+LAT1, y+LAT2 トラ
ンスポーターの発現を免疫染色によって観
察を行った。その結果、癌組織によって違い
はあるものの、y+LAT1, y+LAT2 の両トラン
スポーターの発現が確認できた（図 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

細胞増殖過程における JPH203 の影響 

 LAT1 特異的阻害薬 JPH3203 を用いて、
Ca9-22, JEG-3, HEp-2, T24 細胞の増殖抑制効
果を検討した（図 6）。Captisol は、コントロ

y+LAT1

y+LAT2

 

図 3 癌培養細胞における y+LAT1 と

y+LAT2 のタンパク質発現 
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図 4 CAT family の mRNA の発現 
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図5 癌組織における y+LAT1と y+LAT2

の発現 



ール試薬となる。それぞれの細胞において、
JPH203 による抑制効果が異なっており、他の
トランスポーターによる可能性が示唆され
た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

細胞増殖におけるトランスポーターの影響 

比較的 JPH203 の感受性が高い細胞を用い
て、LAT1 以外のアミノ酸トランスポーター
を過剰発現させ、JPH203 感受性の変化や増殖
能の変化を観察した（図 7）。アミノ酸トラン
スポーターとして、LAT2, y+LAT1, y+LAT2 

を過剰発現させたが、JPH203 の感受性に変化
は見られなかった。また、LAT1 の機能調節
に重要であると報告されている LAPTM4b や
JPH203 の取り込み過程に関与すると言われ
るOATP1B1やOATP1B3も強制発現させたが、
その感受性に変化はなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LAT1 結合タンパク質の同定と機能解析 

Yeast hybrid screening によって、LAT1 と相
互作用する分子を急性リンパ芽球性白血病
の Jurkat 細胞ライブラリーを用いてスクリー
ニングした。その結果、LAT1 の機能調節に
関わりそうなたんぱく質が多数得られた。そ
のうち、分子シャペロンとタンパク質分解系
の 2 種類のタンパク質に着目して解析を行っ
た。免疫沈降で結合を確認したのち、それら
の阻害剤を用いて影響を検討した。その結果、
その阻害剤単独でも殺細胞効果は見られる
が、JPH を併用すると相加効果が見られた。
また、阻害剤存在下でしばらく培養し LAT1

の局在を免疫蛍光染色で観察を行うと、LAT1

の細胞表面での発現が減少していた。したが
って、この 2 種類のタンパク質が LAT1 の機
能発現に重要な役割を果たしていると考え
られた。 
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図 6 JPH203 による細胞増殖抑制効果 
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図 7 細胞増殖におけるトランスポーター

の影響 
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