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研究成果の概要（和文）：必須アミノ酸を細胞内に取り込むための輸送体（トランスポーター）

の一つであるLAT1(L-type amino acid transporter 1)はCD98/4F2hcと呼ばれる補助因子と結

合し、その機能を発揮する。本研究では LAT1 の機能の詳細を解析する実験系を構築に成功し、

補助因子が LAT1 の活性に必要でないことを示した。さらに integrin 以外の補助因子結合タン

パク質として Annexine II を同定し、新しい制御機構の可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：LAT1(L-type amino acid transporter 1) is one of the transporters 

which uptake essential amino acids. Expression of the function requires an interacting 

partner, CD98/4F2hc. In this study, a new experimental system has been developed to 

study LAT1-function in detail and it is shown that CD98/4F2hc is not essential for the 

function. Furthermore, Annexine II was identified as a CD98/4F2hc -binding protein beside 

integrin. 
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あり蛋白質生合成など多くの生体反応の基質

として使われている。またシグナル分子とし

ての役割も持ち、多様な生体反応に関与して

いる。LAT1(L-type amino acid transporter 
1)は、多くの必須アミノ酸を含む大型中性ア

ミノ酸を Na+非依存的に輸送する System L
アミノ酸輸送体（交換体）である。LAT1 は、

発生初期や悪性腫瘍細胞に多く発現している。

このことから、LAT1 は腫瘍細胞の成長・増

殖過程において非常に重要な輸送体であると

考えられている。実際、LAT1 の発現抑制は

抗腫瘍効果を示す。 
12 回膜貫通型蛋白質である LAT1 は、１回

膜貫通型糖蛋白質である補助サブユニット 
(CD98/4F2hc) とジスルフィド結合を介して

複合体を形成する。同様に SLC7 ファミリー

に含まれる類縁の複数のアミノ酸輸送体とと

も に HAT (heteromeric amino acid 
transporter)サブファミリーを形成している。

いずれもヘテロ二量体を形成することによっ

て特定の膜ドメインに局在し、はじめて機能

を発現する。LAT1 の細胞膜局在に 4F2hc が
必須な一方で、4F2hc がアミノ酸輸送にどの

ように関与するか明らかになっていなかった。

また、4F2hc とインテグリン βサブユニット

の相互作用も報告されていたことから、イン

テグリンを介した 4F2hc によるアミノ酸輸

送の制御が存在する可能性が示唆されていた。

インテグリンは細胞接着や情報伝達に関与す

る重要な膜蛋白質複合体であるが、アミノ酸

輸送とは直接関係ないと考えられていた。こ

れらのことから、LAT1 のアミノ酸輸送活性

能そのものに対する 4F2hc の関与、さらには

インテグリンを含むCD98/4F2hc結合タンパ

ク質のアミノ酸輸送活性に対する関与を解析

することは、膜輸送にのみならず癌や細胞接

着を含む細胞生物学研究全体にとっても急務

であった。 
ところが、上記の課題を解決するために非

常に有効である、トランスポーターの大量発

現、精製、リポソームへの再構成的手法を用

いた詳細な解析が、哺乳類の膜輸送体研究分

野では、技術的に困難からほとんど行われて

いなかった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、先述の課題を解決するため

LAT1、4F2hc 単体および複合体の発現系・

精製法を開発し、さらに精製した輸送体蛋白

質（トランスポーター）をリポソームに再構

成し、プロテオリポソームでトランスポータ

ーの輸送活性を測定する再構成系の構築を目

的とした。それによって他の因子の影響を除

いた状態かつ生体膜内同様に脂質の存在下で

蛋白質間相互作用や蛋白質機能が解析できる

ことが期待された。さらには、インテグリン

以外の相互作用タンパク質の探索を行い、蛋

白質間相互作用がアミノ酸輸送活性に及ぼす

影響を解析することを試みた。具体的には以

下を本研究の目的とした。 
 LAT1・4F2hc 単体および複合体の発

現系および精製・再構成系の構築 
 精製蛋白質を用いた活性測定系の構

築 
 再構成リポソームを用いたアミノ酸

輸送活性の詳細な解析 
 LAT1 のアミノ酸輸送能に対する

4F2hc の及ぼす影響の解明 
 LAT1・4F2hc 複合体の多量体形成が

アミノ酸輸送活性に及ぼす影響の解
析 

 LAT1・4F2hc 複合体とインテグリン
の機能的相互作用の解析 

 LAT1・4F2hc 複合体に結合する新規
蛋白質の探索とその解析 
 

３．研究の方法 
（１）アミノ酸輸送体 LAT1、4F2hc およ

び LAT1・4F2hc 複合体の精製とリポソー

ムへの再構成系構築 
発現系・大量発現系を哺乳類、昆虫、

酵母や細菌の多様な系を用いて開発を進

め、昆虫細胞にバキュロウイルスを用い

た発現系で目的蛋白質の大量発現を行っ

た。特に複合体を発現させる場合、LAT1
と 4F2hc がほぼ同程度同時に発現するこ

とが出来るように同一のプラスミド上に

それぞれの遺伝子を配置した。得られた

大量発現細胞の全膜画分を分画し、様々

な界面活性剤を用いて LAT1 や 4F2hc も

しくはその複合体の最適可溶化条件の検

討を行った。また発現系から得られた全

膜画分を、最適な可溶化効率を示した界

面活性剤を用いて可溶化し、さらにリポ

ソームに再構成したプロテオリポソーム

を使った輸送活性測定系の開発を進めた。 
タグ融合蛋白質を用いることで LAT1、

4F2hc 単体と複合体の精製法を確立し、

SPA（Scintillation Proximity Assay）法

を用いた可溶化精製蛋白質の活性測定系

を開発した。精製蛋白質を用いた再構成

プロテオリポソーム系による輸送測定系

を開発し、アミノ酸輸送活性の詳細な解

析を行った。 
 
（２）LAT1・4F2hc 複合体の蛋白質相互



 

 

作用解析 
 哺乳類細胞を用いた発現系で、LAT1・
4F2hc 複合体が多量体形成を行うか解析

した。さらに、新規結合蛋白質の探索を

免疫沈降法及び GST-4F2hcN 末端融合蛋

白質を用いたプルダウン法によって行っ

た。結合蛋白質は、質量分析器 LC-MS を

用いて同定した。同定した結合蛋白質と

LAT1・4F2hc 複合体、インテグリンの機

能的相互作用を免疫沈降法によって解析

した。siRNA 法によりノックダウン実験

を行い、結合蛋白質の機能を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）アミノ酸輸送体 LAT1、4F2hc およ
び LAT1・4F2hc 複合体の精製とリポソー
ムへの再構成系構築 
アミノ酸輸送体 LAT1 単独および LAT1・

4F2hc 複合体の精製とリポソームへの再構
成系を構築しアミノ酸輸送活性の詳細を解
析するため、発現系・大量発現系を昆虫細胞
Sf9 もしくは High five にバキュロウイルス
で目的蛋白質を発現させる系を用いて開発
を行った。その結果、LAT1 及び LAT1・4F2hc
蛋白質複合体の大量発現、精製蛋白質や粗精
製膜画分を用いた再構成系構築に成功した。
これによって、LAT1・4F2hc 複合体のアミ
ノ酸輸送活性の詳細な解析が可能となった。
SPA（Scintillation Proximity Assay）法を
用いた可溶化精製蛋白質の活性測定系を開
発したことにより、可溶化状態において
LAT1 単独で基質の一つであるロイシンへの
結合活性を保持することがはじめて明らか
になった。さらにこの成果により、LAT1 の
阻害剤スクリーニングのハイスループット
化が可能になり、新規 LAT1 阻害剤の探索、
すなわち新しいタイプの抗がん剤のスクリ
ーニングを迅速に行うことが出来るように
なった。 

 
（２）LAT1・4F2hc 複合体の蛋白質相互
作用解析 
培養細胞系を用いた LAT1・4F2hc 複合体

の解析において、LAT1・4F2hc 複合体がさ
らに二量体以上の複合体を形成しているこ
とを示した。このことから、4F2hc 分子同士
の結合及び解離が機能制御に関与している
ことが考えられる。また LAT1・4F2hc 複合
体に結合する因子として、共免疫沈降法で得
られた試料を質量分析器によって解析する
ことで、Anexine II を同定した。さらに詳細
を、GST-プルダウン法やキメラ蛋白質を用い
た共免疫沈降法で解析した結果、Anexine II 
は 4F2hc の N 末端に結合していることが分
かった。N 末端は LAT1・4F2hc 複合体とイ
ンテグリンの相互作用部位でもあることか

ら、AnexineII 制御に関与している可能性が
示唆された。また、ノックダウン実験により、
AnexineII が細胞内リン酸化シグナルを制御
していることを示す結果を得た。また、LAT1
の C 末端に結合する蛋白質も得られている。
今後、これらの蛋白質の相互作用を多面的に
解析することで LAT1・4F2hc 複合体の新た
な機能が明らかになると期待される。これら
をまとめたものが図 1 である。 
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