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研究成果の概要（和文）：本研究は腫瘍血管内皮細胞におけるアミノ酸トランスポーターLAT1の発現とその役割
を明らかにすることを目的として、LAT1選択的阻害薬であるJPH203を処理した臍帯静脈内皮細胞を用いてin 
vitroにおける内皮機能を、マウスB16F10メラノーマ固形腫瘍モデルを用いてin vivoにおける抗血管新生、抗腫
瘍効果を検討した。その結果、JPH203はアミノ酸枯渇によるストレス応答を誘導することで増殖、遊走、チュー
ブ形成を阻害し、in vivoにおいて血管新生を抑制し、腫瘍進展を阻害することが見出された。以上の成果は抗
血管新生薬剤としてのLAT1阻害薬の新たな可能性を示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the pathological roles of system L amino acid transporter LAT1 
in tumor microenvironment, we examined in vitro endothelial function and in vivo tumor angiogenesis 
using LAT1 selective inhibitor, JPH203. JPH203 elicited amino acid deprivation stress and impaired 
endothelial cell growth, migration and tube formation in human umbilical vein endothelial cells. In 
mouse B16F10 melanoma xenograft model, JPH203 significantly inhibited tumor growth by attenuating 
angiogenesis. Taken together, these findings have provided the new insight in LAT1 function in tumor
 progression and showed the possibility of JPH203 as an angiogenesis inhibitor. 

研究分野： 血管生物学

キーワード： がん微小環境　アミノ酸トランスポーター　腫瘍血管新生
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

がん微小環境における血管新生は腫瘍進
展や転移と密接に関わり、血管内皮細胞増殖
因子 VEGF モノクローナル抗体 Bevacizumab 
をはじめとする抗血管新生薬剤が抗癌治療
における新たな選択肢として用いられるよ
うになった。ハーバード大学 Folkman 博士が
提唱したこのような抗癌療法は、癌組織に酸
素・栄養素を供給する経路を標的とし、癌細
胞における生存・増殖に必須なエネルギーを
枯渇されるということが基本的なコンセプ
トとなっている。本治療法においてキーとな
る栄養素（糖、アミノ酸）は容易に細胞膜を
通過できないことから、栄養素を細胞内へ取
り込むトランスポーターの局在・機能により
治療効果が大きく左右されることが推察さ
れる。 
我々は以前より、癌細胞に対する栄養供給

経路である病的血管新生メカニズム解明を
目的とし、VEGF 刺激下の臍帯静脈内皮細胞
（HUVEC） を病的血管内皮細胞のモデルとし
て用いた研究を行ってきた。そのなかで DNA 
マイクロアレイによるトランスクリプトー
ム（Suehiro J, et.al. Blood, 2010 )、次
世代高速シークエンサーによるエピゲノム
解析（Suehiro J et.al. J Biol Chem, 2014）
を行い、血管新生に関わる遺伝子を網羅的に
抽出する中から、Na+非依存アミノ酸トランス
ポーターLAT1、ヘテロダイマーを形成する
4F2hc が内皮細胞に発現することを見出し
た。LAT1 は中性アミノ酸を基質とするトラ
ンスポーターであり、種々の癌細胞に高発現
し、アミノ酸の取り込みを促進することで細
胞増殖に寄与している。そのため、癌治療薬
開発の有望な分子標的として考えられてき
た。2010 年 Oda らの報告によると LAT1 を
選択的に競合阻害する化合物 JPH203 を用い
て細胞内へのアミノ酸の取り込みを阻害す
ると、ヒト結腸腺癌 HT-29 の in vitro にお
ける細胞増殖抑制、ゼノグラフトモデルにお
ける抗腫瘍効果を示すことが報告されてい
る(OdaK, et.al.,Cancer Sci,2010) 。 
この JPH203 の腫瘍抑制効果は LAT1 を高

発現する癌細胞の増殖抑制による直接的作
用と考えられていたが、我々による予備的検
討により JPH203 は VEGF 刺激下の血管内皮
細胞に対して作用し、LAT1 機能抑制により
アミノ酸取り込み、増殖、チューブ形成を阻
害することが確認された。 
 

２．研究の目的 

以上の背景より、アミノ酸トランスポータ
ーLAT1 は癌細胞のみならず腫瘍血管内皮細
胞においても発現・機能し、がん微小環境決
定に寄与する可能性が示唆された。そこで本
研究では、HUVECを用いた in vitro において
LAT1の発現・機能解析を行うこと、B16 メラ
ノーマ細胞を用いて作成された固形腫瘍進
展、及び腫瘍血管新生を観察することを通し
て、がん微小環境下におけるアミノ酸トラン

スポーターLAT1 の役割を明らかにすること
を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)LAT1 発現、及びプロモータ解析 
炎症・血管新生関連因子を HUVEC に作用さ

せ、定量 PCR、ウェスタンブロッティングに
より LAT1 の発現を検討する。また、LAT1 遺
伝子の 5’-領域をルシフェラーゼベクターに
組み込むことでプロモータ活性を検討する。
プロモータ上に存在する転写因子結合領域
に欠失・変異を加えることにより責任領域を
同定し、内皮細胞における LAT1 発現・誘導
に必須なゲノム領域を解析する。 
 
(2)LAT1 を介した血管内皮機能の解析 
LAT1 選択的競合阻害薬である JPH203 を

種々の濃度で HUVEC に作用させ、 
① 細胞計数、Propidium Iodide (PI)色素を
用いたフローサイトメトリー（増殖・細胞周
期） 
② スクラッチアッセイ（遊走） 
③ マトリゲルを用いた 3 次元培養（チュー
ブ形成） 
④ 放射性同位体標識 L-leucine の細胞内へ
の取り込み（アミノ酸取り込み） 
以上の４項目について機能解析を行う。 

 
(3)LAT1 下流にある遺伝子のエピジェネテ
ィックス・転写活性化機構の解析 
HUVEC に LAT1 選択的阻害薬である JPH203 

を作用させた際の遺伝子発現解析を DNA マ
イクロアレイにより行う。また、クロマチン
免疫沈降法により発現が変動した遺伝子上
で H3、H4 アセチル化、H3K4 トリメチル化と
いったヒストン修飾が増減するか、検討を行
う。 
 

(4)LAT1 選択的阻害薬 JPH203 を作用させた
際の血管新生、腫瘍進展 
マウス大動脈を用いた Aortic ring アッセ

イにおいて、種々の濃度の JPH203 を作用さ
せ、血管新生能を検討する。また、C57BL マ
ウスにおいて、B16F10 メラノーマ細胞を用
いて皮下移植するモデルを作製する。このモ
デルで、JPH203 の投与群と非投与群でマウ
スの体重、腫瘍容積を経時的にモニタリング
し、エンドポイントにおいては腫瘍重量を計
測する。安楽死後、摘出した固形腫瘍にて凍
結切片を作製し、腫瘍内血管密度、及び白血
球細胞の存在を CD31(血管内皮細胞 )、
CD45(白血球細胞)の免疫組織化学にて定量
する。 
 
４．研究成果 
(1)LAT1 発現、及びプロモータ解析 
HUVEC に血管内皮増殖因子（VEGF）、腫瘍壊

死因子-α(TNF-α)をそれぞれ作用させると、
LAT1 及び 4F2hc が数時間以内に誘導された。
また、多くの因子を作用させる中で特に



compound A、compound B（いずれも未発表に
つき非公開）が LAT1、4F2hc ともに最も強く
誘導することが確認された（図 1）。LAT1 遺
伝子の翻訳開始点上流 2kbp をルシフェラー
ゼ発現ベクターに組み込み、上流から段階的
に欠失させることで責任領域の同定を行っ
たところ、5’-UTR領域を含む GCリッチ領域
（404bp）にて全長と同等の活性が認められ
た。一方、先に検討を行った LAT1 を誘導す
る因子を作用させ、レポーター活性の検討を
行ったところ、いずれの刺激によってもレポ
ーター活性の上昇は見られなかった。このこ
とから、刺激によるプロモータ活性の上昇に
は他のゲノム領域が必要であると推察され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)LAT1 を介した血管内皮機能の解析 

HUVECを用いて MTTアッセイにて JPH203に
よる増殖抑制の用量反応関係を検討したと
ころ、IC50: 5-10µM となり、真皮微小血管、
真皮リンパ管由来の内皮細胞でも同様の傾
向が認められた。この濃度において放射性同
位体標識 L-leucineの取り込みを検討したと
ころ、コントロールに比して 90%以上抑制さ
れていた。また、PI を用いたフローサイトメ
トリーによる細胞周期の検討では、JPH203は
G0/G1 期でのアレストを誘導することが確認
された。以上で見出された LAT1 阻害による
増殖抑制に伴い、JPH203（100μM）処理によ
り、スクラッチアッセイによる細胞遊走、マ
トリゲル上での三次元培養によるチューブ
形成が有意に低下することを明らかにした。 

 
(3)LAT1 下流にある遺伝子のエピジェネテ
ィックス・転写活性化機構の解析 

LAT1選択的阻害薬である JPH203を 100μM
にて HUVECに 24時間作用させ、DNA マイクロ
アレイにより網羅的発現解析を行った。コン
トロールに比して、JPH203 処理細胞では 4 倍
以上に発現が上昇したプローブが 212、減少
したプローブが 488見出された（図 2）。DAVID
（https://david.ncifcrf.gov/）を用いたジ
ーンオントロジー解析では、変動した遺伝子
の多くが細胞周期、DNA 複製、細胞骨格に関

わる遺伝子として分類された。特に、Cyclin 
D2 の上昇、Cyclin A2 の減少、ATF4 をはじめ
とするストレス応答性遺伝子の誘導が顕著
であり、LAT 阻害で生じた必須アミノ酸欠乏
によるストレス応答によって細胞増殖が抑
制されている可能性が示された（図 3）。 
また、LAT1阻害時に誘導される因子のプロ

モータ―領域においてヒストン修飾パター
ンに変化がみられるかを ChIP-qPCR法にて検
討したところ、LAT1 阻害による発現誘導に対
し、転写亢進時に増加することが知られるア
セチル化ヒストンやメチル化 H3K4 が増加し
ていることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 DNA マイクロアレイによる LAT1 阻害
時の変動遺伝子の解析 

図 3 LAT1 阻害により発現が変動する遺伝
子 

図 1 LAT1、4F2hc mRNA 及びタンパク質の
誘導 



(4)LAT1 選択的阻害薬 JPH203 を作用させた
際の血管新生、腫瘍進展 

C57BL/6 マウスから摘出した大動脈をマト
リゲル内へ埋め込み、種々の濃度で JPH203
を作用させた血管新生への影響を検討した。
その結果、in vitro で増殖抑制がみられた濃
度より高濃度（100μM以上）にて内皮、線維
芽細胞の遊走が顕著に抑制されることが明
らかとなった。 
また、B16F10 メラノーマ細胞皮下移植によ

って作成された in vivo マウス固形腫瘍モデ
ルに対し、JPH203を 1日おきに 50mg/kgにて
腹腔投与することにより、腫瘍進展に影響が
あるかを観察した。皮下腫瘍形成時から経時
的に観察したところ、JPH203 投与群ではコン
トロール群に比して、エンドポイントにおけ
る腫瘍容積・重量が有意に低下することが確
認された。また、免疫組織化学による解析で
は、JPH203 投与群で CD31 にて染色される血
管密度や CD45 にて染色される腫瘍内白血球
浸潤が低下傾向にあることが見出された。本
実験を通して、JPH203 によるマウス体重に対
する影響は見られなかった。 
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