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研究成果の概要： 

ビタミンと特異的に結合する内因性タンパク質は、そのビタミンを必要とする組織に効率
的かつ選択的に輸送される。本研究では、まず、ヒト腸由来 Caco-2 におけるキュビリン（内
因子-ビタミン B12複合体の腸管吸収に関与するエンドサイトーシスレセプター）の発現およ
び機能について解析した。さらに、ヒト網膜芽細胞腫由来 Y79 細胞においてもキュビリンが
発現していること、そのリガンドであるアルブミン（ビタミン Aが結合することが知られる）
がエンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれることを見い出した。 
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研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：薬学・医療系薬学 
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者は、これまでに受容体介在性エ
ンドサイトーシスが関与する薬物の組織移
行について解析を進めてきた。中でも、エン
ドサイトーシス受容体・メガリンに焦点をあ
てた研究を行ってきた。メガリンは腎近位尿
細管管腔側に高発現しており、生理学的役割
の一つとして糸球体ろ過された vitamin D 
binding protein (DBP)や retinol-binding 
protein (RBP)を含むタンパク質の尿細管再
取り込みに重要な役割を果たしている。また、
アミノグリコシド系抗生物質（以下、アミノ

グリコシド）がメガリンと親和性を有すると
いう情報に基づき、研究代表者はアミノグリ
コシドの腎移行におけるメガリンの関与に
ついての解析に着手し、メガリンがアミノグ
リコシド腎移行を担う重要な受容体である
ことを明らかにした。さらに、そのメガリン
を分子標的としたアミノグリコシド腎毒性
防御のためのドラッグデリバリーシステム
(DDS)の開発へと展開し、実用化にむけた特
許化も進めている。また、平成 14 年 6 月か
ら 1年間にわたり、メガリンおよびキュビリ
ン介在性エンドサイトーシスに関する研究
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で世界をリードしているデンマーク・オーフ
ス大学 Christensen 教授の研究室に留学する
機会に恵まれ、メガリンやキュビリンの機
能・発現の制御機構に関する研究を行った。
こうした一連のエンドサイトーシス研究に
従事する過程において、生体にとって必須な
ビタミンが特定の内因性タンパク質と結合
し、メガリンやキュビリンといった受容体を
利用することで、標的組織への運搬が効率良
く行われていることを認識した。そこで、研
究代表者はこのシステムを DDSに利用できる
可能性があると判断したことが、本研究の着
想に至った経緯である。 

 
２．研究の目的 

生体内には、ある特定のビタミンと特異
的に結合するタンパク質が存在する。それ
らの内因性タンパク質は結合したビタミン
を生体内に保持するとともに、標的とする
組織に効率的かつ選択的に輸送することか
ら、それらのビタミン結合タンパク質は生
体が獲得したビタミンの内因性ベクターで
あると捉えることが出来る。本研究では、
これらビタミン結合タンパク質の動態制御
因子について解明するとともに、その制御
因子を利用した薬物の吸収改善および眼組
織選択的デリバリーの開発を進めていくた
めの基礎的知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 細胞培養: Caco-2 細胞は、1% MEM、1% 
L-glutamine、10%ウシ胎児血清を含む DMEM
を用い、CO2 インキュベーター内 (37℃、5% 
CO2-95% air)内で培養した。培地交換は継代
後 1 週目までは 2 日毎、2 週目からは毎日、
実験あるいは継代の前日にも行い、実験には
20-22 日間培養したものを用いた。なお、本
実験には passage 26～45 の Caco-2 細胞を用
いた。 
Y79 細胞は、 10%ウシ胎児血清を含む

RPMI1640 を用いて、CO2 インキュベーター
(37℃、5%CO2-95% air)内で浮遊状態にて培養
した。細胞(passage 20～39)は 4～6 日間培
養後、約 1:10 の割合で希釈することにより
継代した。 

mRNA 発現解析：細胞より抽出した total 
RNA を用いて RT-PCR 法あるいは real-time 
PCR 法によって解析を行った。 

取り込み実験：実験には 35 mm dish 上で
20～22 日間培養した Caco-2 細胞、あるいは
poly-L-lysine-coated dish(35 mm dish)上
で培養した Y79 細胞を用いた。培地を除去し
た細胞に PBS(G)を添加し、プレインキュベー
ション後、基質溶液を添加し、一定時間イン
キュベーションした。インキュベーション後、
0.1% TritonX-100で細胞を可溶化したサンプ
ルを蛍光分光光度法によって定量した。 

経上皮輸送実験：実験には 6well 
Transwell®上で 20～22 日間培養した Caco-2
細胞を用いた。培地を除去した細胞を洗浄し、
プレインキュベーション後、基質溶液を
apical 側あるいは basal 側に添加し、一定時
間インキュベーションした。インキュベーシ
ョン後、基質溶液添加側とは反対側の溶液を
サンプリングし、蛍光分光光度法によって定
量した。 
細胞障害活性：XTT 法によって評価した。 
 
４．研究成果 
 本研究によって得られた主な成果につい
て、（１）ヒト腸由来 Caco-2 細胞を用いた実
験と（２）ヒト網膜芽細胞腫由来 Y79 細胞を
用いた実験とに分けて、以下に述べる。 
 
（１）ヒト腸由来 Caco-2 細胞を用いた実験
による成果 

分子量約44,000の糖タンパク質である内因

子(Intrinsic Factor, IF)は、食物中から遊

離したビタミンB12と結合し、IF-ビタミンB12

複合体を形成する。その複合体は、回腸にお

いてIFを認識するキュビリンと呼ばれるエン

ドサイトーシスレセプターによって上皮細胞

内に取り込まれ、ビタミンB12の全身循環中へ

の移行に重要な役割を果たしている。そこで、

このIFを経口デリバリーのベクターとして利

用し、消化管におけるキュビリンを介したエ

ンドサイトーシスを利用することによって難

吸収性薬物の吸収が改善できる可能性を考え

た。こうした可能性について解析を進めてい

くため、ヒト消化管における薬物吸収のin 

vitroモデルとして汎用されるCaco-2細胞を

用いた実験を行った。まず、Caco-2細胞にお

けるキュビリンの発現について検討するた

め、PCR解析を行った結果、播種後２１日目に

おいてキュビリンmRNA由来のバンドが観察さ

れた。また、Caco-2細胞は、播種後に小腸上

皮様の細胞に分化するまで、２～３週間程度

の日数が必要とされる。そこで、キュビリン

mRNAの発現と培養日数の関係についてリアル

タイムPCR解析を行ったところ、播種後7日、

14日、21日と経日的にキュビリンmRNAが上昇

していることが観察された。そこで、キュビ

リンのリガンドであるアルブミンを用いて、

20日間前後培養したCaco-2細胞におけるトラ

ンスサイトーシス解析を行ったところ、アル

ブミンは吸収方向である頂側膜側から側底膜

側へ経上皮輸送されることが観察された。 

 今後、こうしたトランスサイトーシス特性

を利用した薬物デリバリーへの応用につい

て、さらなる解析が期待できる。 

 



 

 

（２）ヒト網膜芽細胞腫由来Y79細胞を用いた

実験による成果 

網膜は視覚機能を司る重要な組織である

が、その機能が正常に発揮され、かつ維持さ

れるためには、ビタミンＡ、ビタミンＣ、ビ

タミンＥなどのビタミン類を血液中から網膜

へと取り込む必要がある。従って、この輸送

システムを利用することによって、網膜に効

率よく薬物をデリバリーできる可能性が考え

られる。小児期に発症する網膜芽細胞腫の治

療は原則として眼球摘出であるが、近年では、

眼球を温存するために、抗がん剤による全身

化学療法が行われている。そこで本年度は、

全身的に投与した場合においても、網膜芽細

胞腫で選択的に抗腫瘍効果を発揮させるため

のベクターの探索とそのDDSに向けた応用に

ついて解析した。 

ヒト網膜芽細胞腫由来Y79細胞における各

種エンドサイトーシスレセプターの発現を

RT-PCRによって解析した結果、腎近位尿細管

においてレチノール結合タンパク質の取り込

みに重要であるメガリンmRNAは検出されなか

った。一方、アルブミンをリガンドとして認

識するキュビリンmRNAの発現が認められた。

また、Y79細胞におけるアルブミンの細胞内取

り込みは、温度依存性やエネルギー依存性を

示すと共に、検討した数種の高分子リガンド

の中で顕著に高い取り込みクリアランスを示

すことが認められた。さらに、光感受性物質

chlorin e6を結合したアルブミンの細胞内取

り込みに温度依存性が観察されるとともに、

光照射によって細胞障害活性が著しく高まる

ことが観察された。 

以上、Y79細胞を用いた解析によって、アル

ブミンをキャリアーとすることで網膜芽細胞

腫に比較的選択的かつ効率的に薬物をデリバ

リーできる可能性が示唆された。また、Y79

細胞で観察されたアルブミンのエンドサイト

ーシスは、アルブミンがレチノール（ビタミ

ンＡ）と結合することから、網膜におけるそ

の生理学的意義を考える上でも重要な知見に

なりうるものと思われる。 
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