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研究成果の概要：本研究では、トランスポーターを介した物質輸送のリアルタイムイメージン

グを行った。プローブとして、トランスポーター輸送基質の化学構造を考慮した蛍光標識体を

調製した。トランスポーター安定発現細胞における蛍光プローブの取り込み過程をセルファン

クションイメージャーにて観察したところ、細胞内に蛍光プローブが時間依存的に濃縮的に取

り込まれることが視覚的に証明され、取り込まれた蛍光プローブの細胞内局在まで明らかにす

ることが可能となった。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 1,800,000 0 1,800,000 

２００８年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,200,000 420,000 3,620,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：境界医学・応用薬理学 
キーワード：薬物輸送学、リアルタイムイメージング 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）生体内で起こっている様々な生体反応
を「みる」ために、バイオイメージングに関
する研究が世界中で盛んに行われている。こ
うした動きの中で、生体内の内因性物質や薬
物の膜透過機構に関してのバイオイメージ
ングに関する研究は未発展である。その理由
として、これまでトランスポーターの機能評
価には、ラジオアイソトープ標識体が主に用
いられていることが挙げられる。 
 
（2）トランスポーターの生体内における重

要性をこれまでとは異なった切り口から証
明することが可能となり、創薬への応用や他
分野との融合も期待できる。 
 
（3）これまでに研究代表者等はトランスポ
ーターを介した膜透過機構イメージングの
先駆けとして、肝臓に発現する有機アニオン
トランスポーターである OATP1B1 及び
OATP1B3 の基質となる蛍光標識胆汁酸を合成
し、生細胞における蛍光基質取り込み画像の
撮影に成功している。 
 



２．研究の目的 
トランスポーターを介した物質輸送のリア
ルタイムなイメージングを行い、トランスポ
ーター輸送のダイナミック解析系を確立す
る。 
 
３．研究の方法 
（1）新規蛍光ラベル化合物（基質候補化合
物）の調製：薬物の体内動態を制御するトラ
ンスポーターである有機アニオントランス
ポ ー タ ー organic anion transporting 
polypeptide（OATP）ファミリーについての
輸送基質として報告されている化合物の蛍
光標識化を行った。 
 
（2）トランスポーター発現細胞を用いた蛍
光ラベル化合物の輸送活性評価：トランスポ
ーター（OATP1B1 および OATP1B3）を恒常的
に発現させた細胞株を用いた輸送実験を行
った。蛍光化合物の取り込み量は、細胞を溶
解した後、蛍光強度を観察した。 
 
（3）リアルタイムイメージング：セルファ
ンクションイメージャー IN Cell Analyzer 
1000 を使用した。蛍光ラベル化合物の基質濃
度を、イメージングコントラストが最大（シ
グナル／バックグラウンド比が最高）となる
ように設定した後、蛍光基質細胞膜輸送の取
り込み速度や細胞内分布等についてイメー
ジング解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）新規プローブとして、DY-675（DYOMICS
社）で標識したケノデオキシコール酸
（CDCA-DY-675）並びに Cy5 標識ケノデオキ
シコール酸（CDCA-Cy5）合成した。 
 
（2）有機アニオントランスポーターである
OATP1B1 および OATP1B3 を発現させた細胞に
おける上記二化合物の輸送実験を行ったと
ころ、CDCA-DY-675 は OATP1B1 の基質となら
ず、OATP1B3 の基質になることが明らかとな
った。一方で、CDCA-Cy5 は OATP1B1 および
OATP1B3 両トランスポーターの基質とならな
いことが明らかとなった。 
 
（3）続いて、以前に研究代表者が報告して
いる 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole（NBD）
で 標 識 し た ケ ノ デ オ キ シ コ ー ル 酸
（ CDCA-NBD ）、 な ら び に 今 回 合 成 し た
CDCA-DY-675 を蛍光プローブとして、セルフ
ァンクションイメージャーを用いて、
OATP1B3 を介した輸送イメージングを画像解
析した。その結果、CDCA-NBD、CDCA-DY-675
ともに濃縮的な取り込みが認められ、取り込
まれた蛍光プローブは、細胞質に存在するこ
とが明らかとなった。また、同一細胞を経時

的に追跡したところ、時間依存的な取り込み
量の増加（細胞内シグナル／バックグラウン
ド比の増加）が視覚的に確認された。 
 

(A) (B)

図１． OATP1B3安定発現細胞におけるCDCA-NBD (A) 
およびCDCA-DY-675 (B) 取り込みのイメージング

 
（4）OATP1B1 および OATP1B3 により輸送が確
認されている NBD標識胆汁酸を蛍光プローブ
として、セルファンクションイメージャーに
よる、輸送イメージングを画像解析した。そ
の結果、OATP1B1 細胞においては NBD 標識リ
トコール酸が、OATP1B3 発現細胞においては
CDCA-NBD が最も濃縮的に取り込まれ、取り込
まれた蛍光プローブは、細胞質に存在するこ
とが明らかとなった。また、同一細胞におけ
る経時的な取り込み量の増加が視覚的に確
認された。阻害剤添加時には、それらの感受
性に依存して取り込み量の低下が観察され
た。 
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