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研究成果の概要（和文）：分化型HL-60細胞における顆粒膜は、リソソーム膜と類似の性質を示し、刺激応答に
よるexocytosisにより細胞膜と融合することが示された。細胞膜におけるトランスポーター発現量を高感度かつ
リアルタイムに定量するために、OAT1を介したD-luciferin-luciferase反応による化学発光を利用した
D-luciferinの輸送評価系を構築した。リソソームにOAT1を特異的に発現させることで、炎症刺激シグナルによ
り惹起されるexocytosisを介したリソソームの細胞膜との融合を定量できる可能性を示した。薬物送達の分子標
的としてリソソームトランスポーターを利用できる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that the properties of granule membrane present in 
differentiated HL-60 cells were similar to those of lysosomes in most types of cells, and stimulus 
response with ionomycin resulted in exocytosis of granules to fuse with plasma membrane. In order to
 quantify the expression level of transporter in plasma membrane with high sensitivity real-time 
monitoring, we established the system to image bioluminescence derived from D-luciferin-luciferase 
reaction via OAT1 transport of D-luciferin. This system with the expressing of OAT1 in lysosomes 
could allow to quantify their fusion to plasma membrane, and provide the possibility of drug 
delivery via lysosomal transporters.

研究分野： 薬物動態学

キーワード： トランスポーター　リソソーム　化学発光　D-ルシフェリン
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１． 研究開始当初の背景 
 2000 年にヒトゲノムが解読されて以来、そ
の情報を利用した新しい創薬が加速してい
る。従来の創薬では、天然由来の薬理活性物
質や既存の治療薬をリード化合物として膨
大な種類の候補化合物を合成し、活性スクリ
ーニングを行うことで医薬品の創製を行っ
てきたが、現在では、標的となる酵素、レセ
プター及びシグナル伝達タンパク質に対し
て特異的に作用する「分子標的薬」の創出が
推進されている。本手法により開発された医
薬品は、特定分子との相互作用が最適化され
ているため、用量を最小にすることで薬理学
的副作用の発現を最小限に抑制できるもの
と期待されているが、その体内分布は従来と
同様に全身循環系を介して行われるため、薬
物は治療標的以外の組織・臓器へも分布する
ことができ、依然、予期せぬ副作用が起こる
リスクを孕んでいる。したがって、より安全
で効果的な薬物治療を行うためには、薬効の
標的化に加え、薬物の体内動態特性を最適化
する必要がある。 
 薬物投与の最適化を目指したアプローチ
は、ドラッグデリバリーシステム（DDS）と
して創薬に応用されている。しかし、その成
功例の多くは、製剤学的な投与剤形の開発や
分子修飾した高分子薬物の利用が主体であ
り、DDS のコンセプトをドラッグデザインに
適用した低分子化合物はほとんど見あたら
ない。その要因として、全身投与を目的とし
た薬物の分布を制御することは極めて困難
であること及びその制御を目的としたドラ
ッグデザイン自体が創薬段階で行われてこ
なかったことが挙げられる。 
これまでの研究により、体内での薬物の組

織分布や排泄過程に、細胞膜に存在するトラ
ンスポーターが重要な役割を果たしている
ことが明らかとなっている。特に、腎臓、肝
臓及び脳への薬物の移行には、SLC ファミリ
ーに分類される有機アニオン・カチオントラ
ンスポーターや ABC ファミリーなどの「薬
物トランスポーター」と呼ばれる分子群が関
与することが示されている。これらの薬物ト
ランスポーターは、基質特異性が比較的低い
ため、多種多様な化学構造を認識でき、様々
な薬物の組織分布への関与が期待される。し
かし、発現部位が肝臓や腎臓に限局している
ため、それら以外の特定の治療標的部位への
DDS においては利用不適であり、むしろ回避
することが望ましいと考えられる。したがっ
て特定部位へ薬物を効率よく送達させるた
めには、標的部位での発現が高く、通常組織
での発現が低い薬物トランスポーターを利
用することが効果的である。例えば、患部や
炎症時において誘導するトランスポーター
を同定し、その基質となる医薬品を創出する
ことで部位特異的な DDS が可能になる。し
かし、このような特性を有する薬物トランス
ポーターは現在のところ知られていない。 
一方、現在までに機能同定されたトランス

ポーターは約 400 種程度であり、未だ機能不
明のトランスポーター様タンパク質が約 500
種以上存在することが指摘されている 
(BMC Biol, 7, 50, 2009)。これらの多くは細胞
内小器官の局在であると推測されるが、それ
らの分子群から部位特異的な発現・機能誘導
されるものを同定できれば、上述の DDS に
適応可能であると考えられる。 
最近、細胞内小器官の一部であるリソソー

ムにおいて、細胞刺激シグナルが exocytosis
を促進し、リソソームの内容物を細胞外に放
出すると共に、LAMP1 (リソソームのマーカ
ータンパク質) を細胞膜に局在化することが
報告された（Dev Cell, 21, 421-30, 2011）。この
知見は、外的刺激によりリソソームが細胞膜
へ移動し、リソソームに存在する膜タンパク
質群が細胞膜に局在化する可能性を示唆し
ている。リソソームと類似の特殊細胞内小胞
を有する細胞として、好中球などの顆粒球が
ある。好中球は、炎症性の刺激により活性化
され、細胞内の顆粒を細胞外に放出する。こ
こで、顆粒球をリソソームに置き換えて考え
ると、好中球に存在するリソソームタンパク
質は炎症性シグナルに応じて、細胞膜に露出
されることになる。これらタンパク質にはト
ランスポーターも含まれることが予想され
る。 

 
２．研究の目的 
本研究では、炎症部位への薬物送達を可能

にする方法論を確立するため、活性化刺激に
よるリソソーム膜タンパク質の細胞膜局在
化に着眼し、そのタンパク質分子群に含まれ
るリソソームトランスポーターの細胞膜へ
の移行性の評価及びその利用可能性につい
て検討した。 
 
３．研究の方法 
 リソソームでの発現が予想されるトラン
スポーター様タンパク質群を網羅的にクロ
ーニングし、それらを蛍光タンパク質 (GFP) 
と融合させた cDNAを哺乳類発現系ベクター
に組み込み、細胞に一過性発現させ、GFP の
細胞内局在を蛍光顕微鏡及び共焦点レーザ
ー顕微鏡により評価した。 
 各種細胞におけるリソソームマーカーで
ある LAMP1 の局在は、LAMP1 抗体/蛍光標
識二次抗体を用いて観察した。 
 細胞膜を介した D-luciferin (D-luc) の輸送
現象を可視化するために、D-luc の発光酵素
であるヒカリコメツキムシルシフェラーゼ 
(eLuc) を安定発現させた HEK293 細胞 
(HEK293/eLuc 細胞) を作製した。本細胞に各
種トランスポーターを発現させ、D-luc 存在
下における化学発光を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) HL-60 における刺激応答性リソソーム
exocytosis とリソソームに発現するトランス
ポーター分子の同定 



好中球への分化能を有するヒト骨髄性白
血病細胞 HL-60 細胞を用い、刺激応答による
リソソームの exocytosis について検討した。
HL-60 細胞を DMSO 処理し、好中球様細胞へ
分化誘導したのち、PKC 活性化剤である
phorbol 12-myristate 13-acetate及びカルシウム
イオノフォアである ionomycin で処理するこ
とにより、脱顆粒が認められ、その際、リソ
ソームマーカーである LAMP1 の細胞膜への
局在が確認された。このことから、分化型
HL-60 細胞における顆粒膜はリソソームと同
様に刺激応答により exocytosis がおこり、リ
ソソーム膜が細胞膜と融合することが示さ
れた。 
リソソームでの局在が示唆されている各

種トランスポーター群について、分化型
HL-60 細胞における発現を RT-PCR 法により
確認したところ、SLC46A3、Pqlc2、MFSD1
及び TMEM63A の発現が認められた。そこで、
これら遺伝子の cDNA をクローニングし、
GFP融合タンパク質としてHEK293細胞に発
現したところ、これらすべての細胞内局在は
細胞内のリソソームであることが示された。 
 これらの結果より、炎症刺激等において好
中球のリソソームに発現するトランスポー
ターは細胞膜へ移行し、その基質化合物の取
り込みに関与できる可能性が示唆された。 
 一方、分化型 HL-60 細胞において発現が認
められた SLC46A3、Pqlc2、MFSD1 及び
TMEM63A の輸送基質を同定するため、これ
らを HeLa 細胞に一過性発現させ、exocytosis
を惹起した条件下において様々な化合物の
輸送評価を行ったが、その輸送活性は検出さ
れなかった。 
 
(2) 化学発光を利用した有機酸輸送系の高感
度検出法の開発 
上記の検討により、本研究を遂行していく

ためには、リソソームトランスポーターの細
胞膜局在化及びその機能を高感度に検出す
るための方法論の構築が必要であると考え
られた。そこで、高感度かつリアルタイムな
細胞膜を介した物質輸送現象を捉える方法
として、D-luc-eLuc によるルシフェラーゼ反
応による化学発光を利用した D-luc の輸送評
価系を構築した。すなわち、eLuc を安定発現
させた細胞に細胞膜非透過性の D-luc を添加
し、細胞膜トランスポーターを介して細胞内
へ移行した D-luc をルシフェラーゼ反応によ
り生じる化学発光により検出するものであ
る。本検出系に利用可能な細胞膜トランスポ
ーターを同定するために、様々な薬物トラン
スポーター（OAT1、OAT2、OAT3、OATP1A2、
OATP1B1、OATP1B3、OATP2B1、OCTN1 及
び OCTN2）を HEK/eLuc 細胞に一過性発現さ
せ、D-luc（2 µM）存在下における化学発光
を測定した。その結果、発光強度は、OAT1
発現細胞において著しく増大した（対コント
ロール：13.6 倍）。また、OAT3 においても有
意な増大が認められたが、他のトランスポー

ターにおいては認められなかった。eLuc を発
現していない HEK293 細胞に OAT1 を一過性
に発現させ、D-luc の細胞内取り込みを評価
したところ、コントロール細胞に比較して顕
著な輸送活性が認められ、その Km 値は 0.23 
µM と算出された。この値は OAT1 の生体内
基質であるp-アミノ馬尿酸のKm値（28.5 µM）
よりもはるかに小さいことから、D-luc は
OAT1 に対して非常に高親和性の基質であり、
D-luc-eLuc によるルシフェラーゼ反応を強力
に増強するトランスポーターであることが
示された。OAT1 が D-luc を基質として認識
することは、OAT1 の典型的な基質である
6-carboxyfluorescein 取り込みに対する D-luc
の阻害活性（IC50値：1.14 µM）が先の D-luc
のKm値と同等となることからも確認された。 

OAT1を安定発現させたHEK/eLuc/OAT1細
胞での各濃度 D-luc 存在下における発光強度
の解析より、定常状態での発光反応は濃度依
存性を示し、見かけの Km値は 0.36 µM と算
出された。この値は eLuc に対する D-luc の
Km値 (80 µM) よりも、上述の OAT1 に対す
る D-luc の Km値 (0.23 µM)に近いため、その
反応における律速段階は、eLuc による D-luc
の酸化反応ではなく、OAT1 による D-luc の
取り込み過程であることが示唆された。また、
OAT1 により増強された発光強度は、OAT1
特異的阻害剤によって用量依存的に阻害さ
れ、 OAT1 介在性の発光強度に対する
probenecid、mefenamic acid および telmisartan
の IC50値は、それぞれ文献で報告された値と
同等の 13.9 ± 2.8、5.43 ± 0.82 および 0.89 ± 
0.16 µM であった。したがって、OAT1 を介し
たD-luc-eLuc反応によるルシフェラーゼ反応
は、細胞膜上に発現する OAT1 に依存して発
光強度が増強することが示唆された。 
 
(3) OAT1 を介した D-luc-eLuc 化学発光反応
を応用したリソソーム膜タンパク質の細胞
膜局在化の評価法の開発 
上述の検討により、eLuc を発現した細胞に

おける D-luc の取り込みは、細胞膜に発現す
る OAT1 の発現量に依存することが示された。
そこで D-luc による化学発光をプローブとし、
exocytosis によるリソソーム膜の細胞膜との
融合を検出することを試みた。すなわち、リ
ソソーム膜への局在化シグナルを有する
LAMP1 と OAT1 との融合タンパク質（及び
蛍光タンパク質 mKate）をコードする遺伝子
（mKate-LAMP1-OAT1）発現コンストラクト
を作製し、exocytosis による mKate-LAMP1- 
OAT1 の細胞膜への局在化及び OAT1 を介し
たD-luc-eLuc反応による化学発光を検出しよ
うとするものである。HeLa 細胞に mKate- 
LAMP1-OAT1 を一過性発現させ、蛍光顕微鏡
により観察したところ、リソソームでの局在
が示された。そこで eLuc と mKate-LAMP1- 
OAT1 を共発現させ、ionomycin 処理条件下に
おけるD-luc-eLuc反応による化学発光を検出
したところ、無刺激細胞に対して増加傾向が



認められた。しかし、バックグラウンドでの
D-luc の 細 胞 膜 透 過性 が 高 く、 mKate- 
LAMP1-OAT1 介在性のシグナルを高感度に
検出することができなかった。今後、D-luc
の細胞膜透過性が低く、刺激により exocytosis
を示すホスト細胞を検索し、検討する必要性
がある。 

 
以上の研究は、リソソームトランスポータ

ーを介した炎症部位への薬物送達の可能性
を示すとともに、OAT1 を介した D-luc-eLuc
反応による化学発光を利用したリソソーム
の exocytosis の可視化・検出を可能にする技
術を提供するものである。今後、更なる研究
により、より高感度な検出システムの構築が
期待される。 
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