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研究成果の概要（和文）：細胞の活性化や腫瘍化に伴い発現の上昇する１回膜貫通型タンパク質
4F2hc のシグナル機構を明らかにする目的で、4F2hc を含む分子複合体の解析、リン酸化プロテ
ミクスによる網羅的シグナル解析を行い、4F2hc の細胞内結合タンパク質を探索した。その結
果、4F2hc は CD147 とともに、複数のトランスポーターと複合体を形成すること、4F2hc・LAT1
複合体の刺激により MAP キナーゼ系に影響せず mTOR 系を活性化すること、4F2hc 細胞内結合タ
ンパク質がシグナル伝達に寄与することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：To reveal the signaling mechanisms mediated by a single-membrane 

spanning protein 4F2hc upregulated on cellular activation and in cancer cells, we have 

analyzed molecular complexes involving 4F2hc, preformed comprehensive 

signaling-pathway analysis using phosphoproteomics and searched for proteins binding to 

the intracellular domain of 4F2hc. We have found that 4F2hc together with CD147 forms 

multimolecular complexes with several transporters, the stimulation of 4F2hc/LAT1 

complex activate mTOR pathway without acting on MAPK pathway and an intracellular 

domain binding protein mediates 4F2hc signaling.  
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１．研究開始当初の背景 
 4F2hc は、細胞の活性化や腫瘍化に伴い発
現の上昇する多機能性の１回膜貫通型タン
パク質として知られるが、その機能の実体は
捉えられていない。 

 4F2hc は、リンパ球の活性化抗原として見

いだされ、腫瘍細胞に高発現する１回膜貫通

型のタンパク質である。その機能的な意義は

長い間不明であったが、1998 年に研究代表者

らは、アミノ酸トランスポーターとジスルフ

ィド結合を形成し細胞膜移行を媒介する補

助因子であることを明らかにした。ところが、

その機能は単純なものでなく、さらに 4F2hc

の発現が細胞増殖と相関することを見いだ
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し、4F2hc をインスリンプロモーターにより

膵臓ランゲルハンス島-細胞に強制発現さ

せるとランゲルハンス島の肥大と-細胞の

増殖が起こることが明らかになった。また他

のグループにより、培養細胞に過剰発現させ

ることにより形質転換が惹起されること、イ

ンテグリンと結合すること、細胞融合を誘発

することが示され、その多機能性がクローズ

アップされた。また、4F2hc の細胞外ドメイ

ンの結晶構造が発表されたが、糖鎖修飾酵素

グリコシダーゼとの相同性のある活性中心

に相当する部分が大きく開き、あたかも受容

体となり得るかのような構造であった。しか

し、以上のように細胞にとって重要な役割が

示唆されながら、未だに 4F2hc の機能の実体

が捉えられておらず、細胞外から結合するリ

ガンドも、細胞内のシグナル機構も明らかに

されていない。 
 
２．研究の目的 

 4F2hc は、強制発現により p70 S6 kinase

を賦活化し、また細胞増殖を促進することか

ら、4F2hc が細胞外リガンドにより活性制御

され細胞内結合タンパク質を介してシグナ

ル系にリンクする膜貫通型受容体であると

想定した。本研究は、そのシグナル機序を明

らかにすることを目的として行われた。 
 

３．研究の方法 

（１）4F2hc を含む複合体の解析。 
 4F2hc を含む分子複合体を明らかにするた
めに、HeLa S3 細胞に対して抗 4F2hcを用い
て免疫沈降し、共沈降するタンパク質を質量
分析により解析した。 
（２）リン酸化プロテオーム解析。 
 リン酸化プロテオーム解析によりシグナ
ルの全体像をとらえるため、定量型 質量分
析計を用いた網羅的定量プロテオミクスを
立ち上げ、解析に使用した。 
（３）4F2hc の細胞内結合タンパク質の同定。 
 4F2hc の N-末端の細胞内ドメインと
Glutathione-S-transferase（GST）との融合
タンパク質を用いたプルダウンアッセイに
よって、4F2hc の細胞内結合タンパク質を探
索した。 
 
４．研究成果 
（１）4F2hc を含む分子複合体。 
 抗 4F2hc を用いた免疫沈降により、4F2hc
と共沈降するタンパク質を質量分析により
解析したところ、以下のタンパク質が 4F2hc
と複合体を形成することが示唆された：LAT1
（SLC7A5）、CD147、xCT（SLC7A11）、CD59、
MCT1（ SLC16A1）、ASCT2（ SLC1A5）、MCT4
（ SLC16A3 ）、 Peptidyl-prolyl cis-trans 

isomerase A。LAT1 については、ジスルフィ
ド結合により4F2hcと直接結合することは以
前に明らかにしていたが、それに加えて、本
研究により 4F2hc は、CD147、CD59 とともに、
アミノ酸トランスポーターLAT1、xCT、ASCT2、
モノカルボン酸トランスポーターMCT4 を含
んだ大きな分子複合体を形成している可能
性が提示された。このうち抗体が得られるも
のについて、複合体内に存在することを実証
した。 
（２）細胞内シグナルの網羅的把握。 
 リン酸化プロテオーム解析を用いること
で、4F2hc の活性化によってリン酸化が変動
するタンパク質を網羅的に明らかにするこ
とが可能となった。HeLa S3 細胞において、
4F2hc と複合体を形成するアミノ酸トランス
ポーターLAT1 の基質ロイシンによって細胞
を刺激した際、およびその阻害剤で処理した
際の細胞を何も処理していない対照細胞と
比較し、網羅的定量リン酸化プロテオミクス
により解析した。その結果、8,475 個のリン
酸化ペプチド断片を同定できたが、そのうち
732 個がロイシンによってリン酸化が誘導さ
れ、43個がロイシンによってリン酸化が低下
した。リン酸化の上昇したペプチド断片のう
ち、490 個がロイシンによってリン酸化が誘
導され阻害剤によって減少するもの、すなわ
ち 4F2hc・LAT1複合体の下流のリン酸化シグ
ナルを反映するものとして特定された。その
なかには、p70S6K や 4EBP1 等で代表される
mTOR シグナル系の分子群が含まれる。また、
MAP キナーゼ経路のシグナル分子群は、リン
酸化が変動しないことも明らかになった。 
（３）4F2hc の細胞内結合タンパク質。 
 シグナル経路への連結の機序を明らかに
するために、プルダウンアッセイによって、
4F2hc N-末端に結合するタンパク質を探索
した。その結果、アネキシンが 4F2hc の細胞
内ドメインに結合することが明らかになっ
た。両者の結合は、共免疫沈降により確認さ
れた。アネキシンのノックダウンにより
p70S6K のリン酸化が変化することから、この
タンパク質間相互作用が4F2hcを介するシグ
ナルに寄与することが示唆された。 
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