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第 1 章 緒論 

第 1 節 緒⾔ 

 バイオ医薬品は⼈体に存在するタンパク質であることから、化学合成による低

分⼦医薬品と⽐較して、副作⽤が低いことが証明されている。ヒトラクトフェリ

ン (hLF)は抗腫瘍活性を持つ多機能性タンパク質であり、その作⽤からバイオ医薬

品としての応⽤が期待されている [1, 2]。これまでに、薬物の⾎中安定性を向上さ

せる⽅法として利⽤されているヒト⾎清アルブミン (HSA)融合技術に着⽬し、hLF

の HSA 融合タンパク質 (hLF-HSA)を作製した [3]。hLF単独と⽐較して、hLF-HSA

は⻑い⾎中半減期を⽰した。また、様々な細胞に対する細胞増殖試験では、hLF単

独と⽐較して hLF-HSA は、特にヒト肺線がん細胞に対して増強した増殖阻害活性

を⽰した [3]。HSA 融合は、主に HSA が活性化するカベオラ依存性エンドサイトー

シスによって、融合タンパク質を HSA の取り込み経路で細胞内に輸送する技術と

しても報告されている [4]。したがって、本研究では hLF-HSA のヒト肺腺がん細胞

に対する増殖阻害メカニズムを明らかにすることを⽬的に、その細胞内取り込み

に焦点を当てた。本研究ではヒト肺腺がん細胞株 PC-14使⽤し、その細胞内取り込

みとがん細胞に対する増殖阻害活性を検証した。更に hLF-HSA の抗腫瘍メカニズ

ムとして、近年注⽬されているナトリウムイオン (Na+) / プロトン (H+)交換輸送体 

(NHE) 7 によるがんの細胞内⼩器官 pH 制御に焦点を当て [5]、その解明を⽬指す。 

 本章では、まず各章での主要な分⼦や技術などに関する既知の知⾒について概

説する。さらに、各章における研究⽬的と意義について述べる。 
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第 2 節 ヒトラクトフェリン (hLF) 

 ヒトラクトフェリン (hLF)は⾃然免疫に関与する多機能性タンパク質であり、唾

液、涙、⺟乳などの外分泌液や⾎液に多く含まれる [6]。hLF は抗腫瘍、抗炎症、

抗菌や抗ウイルス作⽤など様々な⽣理活性が報告されており、創薬の観点から⾮

常に興味深いタンパク質である [1, 2, 7-9]。本研究では、hLF のもつ抗腫瘍活性に

注⽬し、その創薬化を⽬指している。本節では、hLF の構造と細胞内取り込み、抗

腫瘍活性に関する知⾒をまとめた。 

 

第 1 項 hLF の役割及び構造 

 糖タンパク質であるラクトフェリン (LF)は、初めにウシ乳から発⾒され、後に

⺟乳から鉄含有⾚⾊タンパク質として精製され、約 80 年以上の⽉⽇が経った [10]。

⽣体内で LF は、⺟乳中に最も多く含まれ、その濃度は初乳がピークであり、成熟

するにしたがって低下する [11]。その後の研究で、LF は、唾液、涙、粘液などの

体液にも存在することがわかってきた [6]。ウシ LF (bLF)は⽶国⾷品医薬品局 

(FDA)によって安全であると認められた物質 (GRAS)として取り上げられている。

そして、ヒト LF (hLF)は bLF との⾼い配列相同性から、⽣物学的に同等であるとし

て分類されている。 

 LF はトランスフェリン (TF)と機能的及び構造的に類似しており、60%の配列同

⼀性を有する [12]。LF はラクトトランスフェリンとしても知られ、TF ファミリー

メンバーとして分類されている [13]。hLF は、691 アミノ酸の 80 kDa の単⼀のポリ

ペプチド鎖で構成される鉄結合タンパク質であり、N ローブと C ローブと呼ばれる
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2つの相同ローブからなる。相同ローブは約 40%の配列同⼀性を共有し、それぞれ

が第⼆鉄 (Fe3+)に可逆的に結合することが可能である (Fig. 1-1) [14]。 

 

 
Fig. 1-1. 鉄飽和型 hLF の構造 

 Protein Data Bank (PDB ID: 1B0L)の X 線結晶構造解析をもとに RasMol を⽤いて
作成した。 
 

 hLF は、その鉄含有量に応じて、2 つの配座状態がある。鉄不飽和型 hLF (Apo 

hLF)はタンパク質構造的に開いた状態、鉄飽和型 hLF (Holo hLF)は閉じた状態にな

る [15]。⽣体内に存在する天然型の hLF は、約 10%〜20%の鉄飽和率である。興味

深いことに、鉄含有量は LF の物理的性質に影響を与えることが報告されている 

[16]。具体的には、Holo hLF は Apo hLF よりも安定であり、より⾼い熱安定性及び

タンパク質分解消化に対する有意な耐性を有することが報告されている。 

 hLF はカチオン性タンパク質であり、特に N ローブは豊富な塩基性アミノ酸から

構成される。N ローブには、ラクトフェリシン B (LFcin B; 17 から 41 アミノ酸残

Nローブ Cローブ

Fe3+
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基)とラクトフェランピン (268 から 284 アミノ酸残基)の 2つのペプチド配列がある 

[17]。これらのペプチド配列には、強⼒な抗菌、抗真菌、抗ウイルス、抗炎症や抗

がん作⽤があることが報告されている [18-23]。 

 LF (hLF 及び bLF)は、がん細胞の細胞表⾯に豊富に含まれるグリコサミノグリカ

ン (GAGs、主にヘパラン及びコンドロイチン硫酸)及びシアル酸と相互作⽤する 

[24-26]。hLF の 4つの連続したアルギニン残基 (G1RRRR)のクラスターを含む N末

端部分は、ヒト結腸がん細胞株 HT29-18-C1 及び Jurkat ヒトリンパ芽球性 T 細胞上

の GAGs との相互作⽤に不可⽋であることが⽰された [25, 27]。bLF の N末端領域 

(A1PRKN)も、hLF と同様に細胞膜関連 GAGs と相互作⽤することが確認されてい

る [27]。さらに、Riedl らは、主に腫瘍細胞を構成する細胞質膜成分であるホスフ

ァチジルセリンが、ヒト Lfcin誘導体の標的であることを⽰した [28]。これらの報

告は、LF のがん特異性を説明できる可能性を⽰唆している。 

 

第 2 項 hLF の抗腫瘍活性 

 hLF の抗腫瘍活性には、免疫賦活を介した間接的な抗腫瘍活性とがん細胞に対す

る直接的な抗腫瘍活性がある。本項では hLF のそれぞれの抗腫瘍活性に関する知

⾒をまとめた。 

 

2-1. 免疫賦活を介した間接的な抗腫瘍活性 

 1994年に Bezault らが線維⾁腫と⿊⾊腫のマウスモデルにおける hLF の抗腫瘍活

性に関するデータを⽰した [29]。さらに hLF の抗腫瘍活性は検証され、その腹腔内

投与は、hLF の鉄飽和濃度とは無関係に、固形腫瘍の増殖と肺転移の両⽅を阻害す
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ることが報告された。また、同報告では、hLF の抗腫瘍活性はナチュラルキラー 

(NK)細胞の活性化と相関していることが⽰された [29]。 

 内因性 hLF の発現は、様々ながん細胞株で検証され、そのすべてで hLF の顕著

な発現抑制が⽰されている [30-32]。また、がん細胞における hLF 遺伝⼦の発現低

下は、プロモーター及び遺伝⼦の⾼メチル化⼜は遺伝⼦配列の直接的な変化に関

連していることが判明した [33-35]。Zhang らは、メチルトランスフェラーゼ阻害剤

の使⽤による hLF 遺伝⼦発現の回復が、⼝腔扁平上⽪がんのモデルにおけるがん

細胞の増殖と転移を損なうことを⽰した [35]。これらの知⾒は、hLF の発現ががん

細胞の⽣存において不都合である可能性を⽰唆している。 

 LF (hLF 及び bLF)は、腫瘍の予防及び治療の両⽅に対して抗腫瘍活性を発揮する

ことが⽰されている [36, 37]。腫瘍に対する予防効果は、肺、⾆、⾷道、肝臓、結

腸直腸などのさまざまな動物モデルで実証されている [38-41]。さらに、治療効果

については、がんの増殖、転移、腫瘍関連⾎管新⽣の阻害 [35, 42, 43]及び化学療法

の促進に有効であることが報告されている [44, 45]。 

 LF の免疫細胞を介した間接的な抗腫瘍活性は臨床試験でも検証されている。

2002年から 2006年にかけて津⽥らは、国⽴がん研究センター中央病院での臨床試

験において、ヒトの前がん性腺腫性結腸直腸ポリープの増殖に対する経⼝投与 bLF

の抑制効果を検証した [46]。プラセボ群と⽐較して⾼投与群はポリープの成⻑が抑

制される結果となった。bLF を投与した患者の⾎清 hLF濃度及び好中球活性は有意

に増加していた [46, 47]。さらに、獲得免疫の活性化と⼀致して、ポリープにおけ

る NK 細胞活性及び CD4 陽性細胞数の増加が⽰された。この臨床試験は、がん治

療における経⼝ LF投与の有効性を⽰す極めて重要な報告である。 
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 全体として、LF は、その⾼い免疫賦活活性から、がんの予防及び治療において

様々な研究がなされている。 

 
2-2. がん細胞に対する直接的な抗腫瘍活性 

 hLF は細胞内に取り込まれることで多くの活性を⽰すと考えられている。ここで

は、LF の抗腫瘍活性に関する知⾒をまとめた。 

 LF のがん細胞に対する直接的な抗腫瘍活性は、その標的細胞の表⾯の特定の LF

受容体 (LFR)に依存する。LFR 研究は盛んに⾏われており、主なものとして、LDL

受容体関連タンパク質 (LRP-1) [48, 49]やインテレクチン-1 [50]などがある。 

 がん細胞に LF (hLF 及び bLF)を⾼濃度処理 (125 µM)することで、細胞周期の停

⽌やアポトーシスの誘導といったがん細胞に対する LF の直接的な抗腫瘍活性が報

告されている [51-54]。LF による細胞周期の停⽌やアポトーシスの誘導は、LFR を

介した様々な細胞内シグナル伝達経路の関与が報告されている [51-54]。細胞周期

の停⽌に関しては、Xiao らによって、LF がヒト頭頸部がん細胞に対して、G1 サイ

クリン依存性キナーゼの発現量を低下させ、細胞周期を停⽌させることが報告さ

れている[55]。また、LF はヒト⼝腔扁平上⽪がん (OSCC)の p53 の活性化を誘導し、

G1/S 期での細胞周期の停⽌を誘導することが報告されている [56]。アポトーシス

の誘導に関しては、ヒト乳がん細胞株 MDA-MB-231 の培地に LF を添加すると、

G1/S 移⾏における細胞周期停⽌が誘導されることが⽰された [57]。また、LF は

OSCC に対してAkt 活性化を抑制し、mTOR/S6K経路と JAK/STAT3経路を介して、

アポトーシスの誘導を促進した [56]。さらに、ヒト肺腺がん細胞株 A549 に対して、

LF は Bcl-2 の発現低下と Bax の発現増加を誘導し、Caspase-3 の発現を向上させ、

アポトーシスを誘導することが報告されている[58]。ヒト⽩⾎病 T 細胞由来の
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Jurkat 細胞では、PARP-1 と Caspase-7 の切断を誘導し、JNK関連 Bcl-2経路を介し

てアポトーシスを誘導する [59]。しかし、LF による細胞周期の停⽌やアポトーシ

スの誘導は⾼濃度 (88-125 µM)での検討であったため、LF のがん細胞に対する直接

的な抗腫瘍活性は決して⾼くはないと推察される [1, 51, 54]。また、LF の細胞内取

り込みと抗腫瘍活性に関係する直接的な証拠を⽰す⽂献はなかった。このことか

ら、LF をバイオ医薬品として展開するためには、その活性を⾼める⽅法を⾒出す

必要がある。本研究では、HSA を融合した hLF の増殖阻害活性が増強したことか

ら、その細胞内取り込み促進の可能性に着⽬した。 

 

第 3 項 hLF の細胞内取り込み 

 LF は主に LFR を媒介したクラスリン依存性エンドサイトーシスによって、ヒト

結腸がん細胞株 Caco-2 [60, 61]やヒト⾻⾁腫細胞株 SaOS-2 [62]などの細胞に取り込

まれることが報告されている。クラスリン依存性エンドサイトーシスの分⼦機構

を Fig. 1-2 に⽰す。クラスリン依存性エンドサイトーシスは、LFR とそのリガンド

である LF が結合し (Fig. 1-2A①)、アダプタータンパク質 (AP)の 1つである AP-2 が

細胞膜上に集積し (Fig. 1-2A②)、この AP-2 に引き寄せられたクラスリンが集積 

(Fig. 1-2A③)、クラスリン被覆ピットが形成され (Fig. 1-2B)、⼩胞がダイナミンに

より切断され遊離する (Fig. 1-2C)、という⼯程から成り⽴っている [60]。 
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Fig. 1-2. クラスリン依存性エンドサイトーシスによる LF の細胞内取り込み 

 

 わずか 1つの報告ではあるが、hLF はカベオラ依存性エンドサイトーシスを介し

てヒト単球性⽩⾎病細胞株 THP-1 に取り込まれる [63]。カベオラは細胞膜に存在

するコレステロールやスフィンゴ脂質に富む脂質ラフトであり、細胞内シグナル

伝達や膜輸送に関与している [64]。カベオラ依存性エンドサイトーシスによる物質

の細胞内取り込みは前述したエンドサイトーシスと同様にダイナミン 2 に依存する

が、クラスリンには依存しない。カベオラ依存性エンドサイトーシスは HSA の取

り込み経路として報告されており [65]、カベオラ依存的な HSA の取り込み機序に

関する詳細は、第 1章 第 3 節 第 4 項 に⽰す。 

 LF の細胞内動態には、細胞内⼩器官や細胞核への移⾏、分解、細胞外への再放

出など様々な報告があるが、細胞内に取り込まれた LF の機能を解明した研究報告

は少なく、今後の発展が期待されている。前述したように、LF の抗腫瘍活性及び

細胞内取り込みは LFR に依存している。したがって、カベオラ依存性エンドサイ

トーシスのような LFR に依存しない細胞内取り込みを活性化することで、LF の抗

腫瘍活性を⾼まる可能性がある。 

 

ダイナミン

LF

LFR

A B C

①

②
③

AP-2
クラスリン
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第 3 節 ヒト⾎清アルブミン (HSA) 

 ヒト⾎清アルブミン (HSA)は⾎中に最も豊富に含まれるタンパク質であり、抗原

性が少なく、⻑い⾎中半減期を有する [66, 67]。HSA には、アミノ酸や⻑鎖脂肪酸、

イオン、亜鉛、銅、カルシウムなど様々なリガンドが結合できる結合ポケットが多

くあるため、薬剤と⾮特異的に結合できることが報告されている。また、HSA の

表⾯に位置する 34 位の遊離アミノ酸システインには、薬剤と共有結合できるチオ

ール基が存在する [68]。さらに、がん細胞に集積することから、薬物のドラッグデ

リバリーシステム (DDS)のキャリアとして実⽤化されている [69]。本研究では、

hLF に HSA を融合することで hLF のがん細胞に対する集積性が⾼まり、その抗腫

瘍活性が増強したのではないかと考えた。本節では HSA の特性に関する知⾒をま

とめた。 

 

第 1 項 HSA の⾎中安定性 

 細胞はタンパク質などの栄養分を⾮特異的なピノサイトーシスにより細胞内に

取り込む。細胞内に取り込まれた⼀般のタンパク質は、初期エンドソームへと輸

送され、後期エンドソームを経て、最終的にリソソームと融合することで内容物 

(タンパク質)は分解される。しかし、HSA や HSA 融合タンパク質は、初期エンド

ソーム (pH 6.0)で胎児性 Fc 受容体 Neonatal Fc Receptor (FcRn)と pH 依存的 (pH 6.0)

に結合し、リサイクリングエンドソームへと輸送され、リソソームで分解されず

に再び細胞表⾯に移送される (Fig. 1-3B)。そして、pH 7.4 である⾎中で解離され、

再放出される。このリサイクリング機構により HSA は 19⽇間という⻑い⾎中半減

期を持ち、薬剤の⾎中安定性の向上に利⽤されている [66, 67, 70]。このいわゆるリ
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サイクルが成⽴すると、がん細胞はアミノ酸源として HSA を利⽤することが困難

になる。そこで、多くのがん細胞では FcRn の発現を低下させるか、消失させて、

これに対応している [71]。⼀⽅、FcRn の発現量を向上させることで、増殖を促す

がん細胞も存在する。第 1章 第 3 節で述べたように、HSA はアミノ酸などの多く

の分⼦と結合する。FcRn ⾼発現によるリサイクリング機構の活性化によって、

HSA に結合した細胞外のアミノ酸をアミノ酸源として確保するためであると推測

されている [72, 73]。 

 このように、細胞内に取り込まれたタンパク質の局在を⽰すことは、その細胞

機能を明らかにするための重要なアプローチである。細胞内⼩器官ごとに特有の

タンパク質 (細胞内⼩器官マーカー)が報告されており、それらは免疫染⾊法にお

いて細胞内⼩器官を特異的に標識するための強⼒なツールとして利⽤されている。

エンドソームの細胞内⼩器官マーカーとしては、Rab5 (初期エンドソーム) [74, 75]、

Rab7 (後期エンドソーム) [74]や Rab11 (リサイクリングエンドソーム) [76]などが利

⽤されている。エンドソームマーカーの局在と役割に関しては、Fig. 1-3 と Table. 

1-1 [74-76]に⽰した。 
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Fig. 1-3. FcRn を介した HSA のリサイクリング機構と 

リソソームを介したタンパク質分解 
 

 

Table. 1-1. エンドソームに対する細胞内⼩器官マーカーとその機能 

 
  

細胞
外

細胞
質

pH 6.0

pH 7.4

初期
エンドソーム

後期
エンドソーム

リサイクリング
エンドソーム

リソソーム

リサイクリング経路

HSA

タンパク質

FcRn

Rab5

Rab7

Rab11

分解されたタンパク質

分解経路

BA

細胞内小器官
細胞内小器官

マーカー
役割 参考文献

初期エンドソーム Rab5
Rab5は初期エンドソームに局在し、クラスリンで
覆われた小胞の初期エンドソームへの融合および

初期エンドソーム間の融合を制御する。

[1]

後期エンドソーム Rab7
Rab7は後期のエンドソームに局在し、さまざまな
タンパク質間相互作用カスケードを介したエンド

ソーム - リソソーム輸送を制御する。
[2]

リサイクリングエンドソーム Rab11

Rab11はリサイクリングエンドソームに局在し、
ホスファチジルイノシトール 3,4,5-
三リン酸及びホスファチジン酸に優先的に結合し

、エンドソームリサイクリング区画から細胞膜へ

の小胞の輸送の調節に作用する。

[3]



 12 

第 2 項 HSA のがん組織での働き 

 ⾎中に存在するアルブミンは、⾎管内⽪で発現する gp60 と呼ばれるアルブミン

受容体を介して⾎管内⽪バリアーを通過する。ただし、健康個体では、アルブミ

ンは連続内⽪型⾎管をほとんど透過できず細胞内に取り込まれない。⼀⽅、がん

個体では、組織での⾎管透過性が著しく亢進するため、アルブミンなどの⾼分⼦

体が⾎管から浸潤しやすく、またリンパ系の未発達も加わり、アルブミンががん

組織に到達し易い環境にある [77]。これを EPR 効果 (Enhanced Permeation and 

Retention effect)という。多くのがん組織中の間質細胞で、アルブミン結合タンパク

質 (secreted protein acidic and rich in cysteine、SPARC)が⾼発現することが知られてい

る [78]。SPARC は、アルブミンと結合することで、アルブミンががん組織への接

近し、取り込まれると考えられる。 

 

第 3 項 がん細胞での HSA の代謝様式 

 がん細胞は、その速い増殖を維持するために栄養分が必要であり、代謝が正常

細胞と異なることが知られている。細胞の増殖シグナルに関連する Ras タンパク質

の遺伝⼦に変異が⽣じて、恒常的にシグナルが活性化する変異型 Ras遺伝⼦がん細

胞は主にグルタミンを主要アミノ酸として使⽤する[79]。がんにおける Ras 遺伝⼦

変異の頻度に関する最近の報告によると、ヒトのがん全体の約 20％が、Ras遺伝⼦

（K、N、H Ras）に変異を有しており [80]、膵臓がんや結腸がん、肺がんのそれぞ

れ 88％、55％、33％が Ras 遺伝⼦変異型がん細胞である。変異型 Ras 遺伝⼦がん

細胞は、⽣産効率の低い解糖系を⽤いて ATP を産⽣し (ワーバーグ効果)、糖代謝

と関連するグルタミンを多く消費する [81, 82]。しかし、それだけではがん細胞の
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成⻑維持は難しい。がん細胞がアミノ酸枯渇環境下で増殖する場合には、オート

ファジーと呼ばれるタンパク質分解機構を活性化し、細胞外に多く存在するアル

ブミンなどを⾮特異的にマクロピノサイトーシスを介して細胞内に取り込む。細

胞内に取り込まれたアルブミンはリソソームで分解され、アミノ酸源として利⽤

される [79]。また、⾎管から離れている為に⼗分な栄養を得るのが難しいとされ

る変異型 Ras 遺伝⼦の膵臓がんにおいても、マクロピノサイトーシスを介した

HSA の細胞内取り込みにより、HSA をアミノ酸源として利⽤していることが報告

されている [83]。 

 

第 4 項 HSA の受容体を介した薬物送達促進 

 ヒトのがん全体の約 80%を占める野⽣型 Ras遺伝⼦がん細胞は、主にカベオラ依

存性エンドサイトーシスによって HSA を細胞内に取り込む [84]。このエンドサイ

トーシスは、HSA とその細胞表⾯受容体 gp60 との直接的な相互作⽤によって引き

起こされる [85]。 

 カベオラ依存性エンドサイトーシスは、アルブミンと細胞膜上に存在するその

受容体である gp60 との結合を介して、Src ファミリーチロシンキナーゼシグナル伝

達を活性化 (Src Y416 の⾃⼰リン酸化)することにより開始される。カベオリン-１ 

(caveolin-1、Cav-1)は、エンドサイトーシスを担うシグナル伝達機構の⾜場機能を

果たし、細胞膜でカベオラを安定化するための中⼼的な役割を果たす (Fig. 1-3. A)。

Src ファミリーチロシンキナーゼは、Cav-1 (Y14)とダイナミン-2 (Y231、Y597)のチ

ロシン残基をリン酸化する (Fig. 1-4. B)。これにより、カベオラの分裂及びアルブ

ミンの細胞内取り込みが起こる (Fig. 1-4. C) [4]。 
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Fig. 1-4. HSA のカベオラ依存性エンドサイトーシスによる細胞内取り込み 

 

第 5 項 HSA を応⽤した抗がん剤 

 前述したように、HSA は Ras遺伝⼦変異の有無にかかわらず、あらゆるタイプの

がんに送達されることから汎⽤性の⾼い薬物送達のキャリアとしての応⽤が期待

される。 

 現在、アルブミンベースの抗がん剤は FDA によって 2 品⽬承認されている。ア

ルブミン製剤であるアルブミン結合懸濁型パクリタキセル製剤 (nab-パクリタキセ

ル、Abraxane)は、2005年に FDA によって承認された [69, 86]。Abraxane は、乳が

んや胃がん、⾮⼩細胞肺がん (NSCLC)、膵臓がんに対して⾼い細胞毒性を⽰す [87, 

88]。Abraxane の開発によって、患者へのステロイドや抗ヒスタミン剤などの投与

が不要となり、患者への負担が減り、⾼⽤量の投与が可能となったため、臨床試

験での奏効率が向上した。Abraxane の作⽤機序として、アルブミンが誘導する

Cav-1 を介したカベオラ依存性エンドサイトーシスの関与が⽰唆されている [4]。

最新の研究では、Abraxane は、変性アルブミン特異的に結合する受容体によって

エンドサイトーシスが誘導される可能性が報告された。これは Abraxane 由来のア

ダイナミン 2

Src

アルブミン

gp60

Cav-1

A B C
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ルブミンが製造⼯程で使⽤されている有機溶媒によって変性した可能性が推察さ

れている。もう⼀つ新しいアルブミン製剤としてアルブミン結合懸濁型シロリム

ス製剤 (nab-シロリムス、Fyarro)がある。Fyarro は 2021 年に FDA によって承認さ

れ、局所進⾏切除不能または転移性の悪性⾎管周囲類上⽪細胞腫瘍を対象に使⽤

されている [89]。HSA 結合懸濁型製剤の場合、HSA 単独よりも⾼分⼦であるため、

前述した EPR効果が働くことが考えられている [77, 90]。 

 

第 4 節 hLF と HSA との融合タンパク質 (hLF-HSA) 

 様々な⽣理活性を有する多機能性タンパク質である hLF と、薬物送達技術に利

⽤されている HSA との融合タンパク質を開発している [3]。発現する融合タンパク

質は、融合するアミノ酸末端配列の違いにより、その性質に差異ができることが

報告されている [91-96]。したがって、hLF の C末端側に HSA を付加した hLF-HSA

及び hLF の N末端側に HSA を付加した HSA-hLF が作製された (hLF/HSA) (Fig. 1-

5)。チャイニーズハムスター卵巣 (CHO) DG44 細胞で産⽣された hLF/HSA は、Holo

型である。hLF-HSA は、HSA-hLF と⽐較して、腸管細胞モデル (Caco-2 細胞)にお

ける安定な取り込みと放出プロセス、並びに⾼い熱安定性及び消化性分解抵抗性

を⽰す。この差異は、hLF の N末端への HSA 融合による⽴体障害によるものと考

えている。hLF-HSA は、Holo hLF (19.5分)と⽐較して、⻑い半減期 (64.0分)を⽰す。

また、in vitro で、hLF/HSA の低濃度処理 (5 から 10 µM)は、ヒト肺腺がん細胞に対

して増強した増殖阻害活性を⽰し、その⼀⽅で、正常細胞に対しては⽰されない

ことが⾒出された。それらの増殖阻害活性の増強は、同じ濃度の hLF 単独⼜は

HSA⽰されなかったことから、hLF に HSA を融合したことによる相乗効果による
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ものであると考えている。さらに、hLF-HSA ががんの遊⾛を強⼒に阻害すること

を⾒出している [97]。具体的には、がん細胞の遊⾛及び転移の促進に関与するマト

リックスメタロプロテイナーゼ-1 (MMP-1)に発現を抑制することが⽰された [97]。

また、興味深いことに、hLF-HSA はヒト正常肺細胞に対して、増殖阻害活性を⽰

さないことが⾒出されている。しかし、hLF-HSA のがん細胞に対する遊⾛阻害及

びがん細胞選択性のメカニズムに関しては不明な点があり、今後の研究が望まれ

る。 

 以上のように、hLF-HSA は、がん細胞に対して優れた抗腫瘍活性を有すること

から、バイオ医薬品として期待される。しかし、hLF-HSA の抗腫瘍活性メカニズ

ムに関しては、不明な点が残されている。なお本研究では、安定性が⾼く⽣産効

率の⾼い hLF-HSA (Holo 型)を使⽤する。 

 
Fig. 1-5. hLF/HSA (hLF-HSA 及び HSA-hLF) 融合タンパク質 

  

N 末端 C末端

hLF-HSA

HSA-hLF

N末端 C末端

hLF

HSA
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第 5 節 がんの増殖と pH 

 正常細胞の細胞外 pH は 7.4前後に厳密に制御されている。第 1 節 第 3 節 第 2 項

に前述したように、がん細胞はワーバーグ効果によって ATP を産⽣しその増殖を

促す [81, 82]。その過程で、解糖系を介して乳酸とプロトン (H+)が産⽣され、H+が

細胞外に放出されることで細胞外pHが 6.5前後と⼤きく酸性化する (Fig. 1-6) [98]。

1990年代から 2000年代にかけて、このようながん細胞を取り巻く酸性環境は、が

んの増殖や浸潤、転移に深く関わっていることが報告されてきた。具体的には、

腫瘍⾎管新⽣に関与する VEGFやインターロイキン-8 などの発現を誘導することで

がんの増殖に寄与することや、遊⾛及び転移の促進に関与する MMP2 及び MMP9

などのプロテアーゼの発現亢進によりがん細胞の遊⾛を促進することが報告され

ている [98-100]。がん細胞が H+を細胞外に放出する機構は不明であったが、がん

細胞は細胞膜上の H+輸送にトランスポーターやポンプ、チャネルなどの輸送タン

パク質を利⽤することが報告されている。特に細胞膜上に発現する細胞膜型

Na+/H+交換輸送体 (NHE)が H+を細胞外に放出し、細胞質のアルカリ化とそれに付

随して、細胞外の酸性化を維持していることが明らかになった [101, 103]。多くの

研究者は、このような正常細胞とがん細胞との pH環境の差異に着⽬し、がんの pH

をターゲットとした治療を⽬指しており、盛んに研究が⾏われている。細胞内⼩

器官 pH に関しては、それぞれ固有の酸性 pH があり、正常細胞及び腫瘍細胞の増

殖に重要である [104]。この pH 勾配は、細胞内⼩器官に特異的な酵素の⾄適条件

を満たす他に、細胞内⼩器官を介した物質輸送システムである膜交通 (メンブレン

トラフィック)に⾮常に重要である [105]。細胞内⼩器膜型 NHE はその pH 恒常性に
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関与していることが報告されており新たながん治療の標的として注⽬されている 

[5]。本項では、がんとその細胞内 pH 制御に関する知⾒をまとめた。 

 
Fig. 1-6. がん細胞における細胞外及び細胞内の pH環境 

 

第 1 項 プロトン (H+)の受動輸送と能動輸送 

 がん細胞は、アルカリ性の細胞質 pH を維持するために、細胞質から H+を除去す

る恒常性維持機構を進化させてきた [102]。このような pH 制御には、H+を⽣体膜

を横断して輸送するトランスポーターやポンプ、チャネルが関与している。イオン

輸送タンパク質は⽣体膜上に局在し、選択的にイオンを内部にローディング、ある

いは外部に排出することにより、イオンや pH環境を調節する。イオン輸送には、

受動輸送と能動輸送がある。受動輸送は選択的にイオンを電気化学的なイオン勾

配の⽅向に沿って輸送する。この種類の輸送はイオンチャネルや促進拡散/輸送の

トランスポーターである。対照的に能動輸送は、エネルギーを必要とし、低い濃

度から⾼い濃度側へとイオンの輸送が可能である。能動輸送は、光や ATP をエネ
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ルギーとして利⽤する⼀次性能動輸送体とイオン (基質)の濃度勾配の差を利⽤する

⼆次性能動輸送体に⼤別される。⼆次性能動輸送体はさらに 2つに分類され、異な

る基質を同じ⽅向に輸送する共輸送体と対向に輸送する交換輸送体がある。 

 

第 2 項 細胞内⼩器官 pH 恒常性モデル 

 前述したように、細胞内⼩器官 pH は、がんの増殖に⼤きく影響する。細胞内⼩

器官の酸性化には、⼀次性能動輸送体である V-ATPase が関与している。V-ATPase

は、細胞内⼩器官膜に局在し、細胞内⼩器官に特異的なアイソフォームが６種類

報告されている [106]。V-ATPase の研究は広く進められており、その阻害により、

細胞内⼩器官 pH はアルカリ化され、メンブレントラフィックに異常が起きること

が⽰されている [107]。V-ATPase は、サイトゾル内の ATP を加⽔分解し、細胞内⼩

器官内への H+を輸送する (Fig. 1-7) [108]。しかし、正に荷電した H+の移動により、

反対の膜電位が⽣成され、V-ATPase の機能が停⽌し、細胞内⼩器官内の酸性化に

必要な H+の蓄積が妨げられる。K+などのカチオンの細胞質への輸送や、Cl-などの

アニオンの細胞内⼩器官への輸送によって電位が分流され、pH 勾配の形成が可能

になっている。がん細胞における V-ATPase の発現量増加は、ワーバーグ効果、が

んの悪性化などに関連しており、研究が進められている [109, 110]。しかし、細胞

内⼩器官の特異的な pH を保つことは、V-ATPase のような H+ポンプだけでは説明

できないため、そのカウンターパーツとして、細胞内⼩器官膜型の Na+/H+交換輸

送体 (NHE)が関与していると推測されている (Fig. 1-7)。 
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Fig. 1-7. H+ポンプによる細胞内⼩器官 pH の恒常性 
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第 6 節 Na+/H+交換輸送体 (NHE) 

 ⼆次性能動輸送体である NHE は、細胞質と細胞内⼩器官の pH 制御に重要な役

割を果たす交換体であり、Na+⼜は H+勾配を駆動⼒としてその反対⽅向にイオンを

輸送する。NHE には、細胞膜に局在する NHE (細胞膜型 NHE)と細胞内⼩器官膜上

に局在する NHE (細胞内⼩器官膜型 NHE)が存在している (Fig. 1-8) [111]。細胞膜型

NHE は⼀次性能動輸送体である Na+/K+-ATPase によって形成される Na+の勾配を駆

動⼒とし、細胞内⼩器官膜型 NHE は V-ATPase と共に細胞内⼩器官の pH 制御に関

わると推測されている。また、細胞内⼩器官膜型 NHE は、Na+の勾配だけでなく

細胞質に豊富に含まれる K+も駆動⼒に H+を細胞外へ排出することができる [111]。

本項では、NHE の⽣理的役割や最新の知⾒をまとめた。 

 
Fig. 1-8. 細胞膜型 NHE と細胞内⼩器官膜型 NHE 
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第 1 項 NHE のアイソフォームと細胞内局在 

 ヒト NHE遺伝⼦は、SLC9 ファミリーとされ、11種類が報告されている [112]。

NHE1 から 9 は塩基配列の相同性が⾼く、NHE10 及び 11 は、相同性が低いため、

分⼦進化上は遠縁にあたると想定される。全ての NHE は、特徴的な 2つの領域か

ら成る (Fig. 1-9)。N 末側の推定 10~12 回の膜貫通へリックスからなる疎⽔性領域 

(約 450 から 50 アミノ酸残基)と、C末側の親⽔性領域 (約 10 から 450 アミノ酸残

基)である。疎⽔性領域はイオン輸送路を形成している。C 末側親⽔性領域は、ア

イソフォーム間でそのアミノ酸配列に多様性があり、異なる相互作⽤因⼦が報告

されている [113-115]。NHE1 から 9 タンパク質は、前述したように細胞内局在に基

づいて 2種類に分類される (Fig 1-8)。NHE1 から 5 は細胞膜型 NHE であり細胞膜

に、NHE6 から 9 は細胞内⼩器官型 NHE でありそれぞれゴルジ体やエンドソーム

などの複数の細胞部位に局在している (Fig. 1-10) [116-119]。 

 
Fig. 1-9. NHE の 2次構造モデル 
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Fig. 1-10. NHE の局在と細胞内⼩器官 pH 
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第 2 項 細胞内⼩器官膜型 NHE による細胞内⼩器官 pH 制御 

 がん細胞における NHE1 の研究は先⾏しており、第 1章 第 5 節で記したように、

細胞膜上に局在する NHE1 は、解糖系の代謝産物である H+を細胞外に放出するこ

とで、細胞内のアルカリ化及び、それに伴い細胞外の酸性化を担っている。そう

することで、がんの増悪化や浸潤、転移の促進を促している [120]。細胞内⼩器官

膜型 NHE は、⼀般的に細胞内⼩器官内の H+を細胞質に放出することで、細胞内⼩

器官をアルカリ化することが数多く報告されている [121]。これは細胞内⼩器官膜

型 NHE (NHE6、7、9)をノックダウンすることで細胞内⼩器官が酸性化され、過剰

発現させることでアルカリ化されることで⽰されている [116, 119]。しかし、細胞

内⼩器官膜型 NHE に関する研究は、細胞膜型 NHE に⽐べ進んでいないのが現状で

ある。 

 
第 3 項 細胞内⼩器官膜型 NHE7 による細胞内 (細胞内⼩器官及び細胞質) pH 制

御 

 NHE7 は、2001年に沼⽥らによってクローニングされ、主に細胞内⼩器官である

トランスゴルジ網 (TGN)に局在していることが特定された (Fig. 1-10) [121]。そして、

NHE7 は、細胞内⼩器官膜を越えて H+と引き換えに Na+⼜は K+を輸送可能な最初

の細胞内⼩器官膜型 NHE として同定された [121]。NHE7 は様々な疾患に関与して

おり、アルツハイマー病 [122]や X連鎖精神遅滞隣接遺伝⼦シンドローム [123]とし

ての標的遺伝⼦として同定されている。2008年に沼⽥らによって乳がん MDA-MB-

231 細胞における NHE7 結合タンパク質のグループが同定され、それらががん細胞

内で機能的ネットワークを形成し、細胞接着、腫瘍の進⾏を調節する可能性があ

る構成要素として報告された [124]。そして 2011 年には、乳がん MDA-MB-231 細
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胞を使⽤した in vivo での検証で、NHE7 の過剰発現により、その細胞接着、⾜場⾮

依存性増殖、腫瘍形成を促進することが⽰された [125]。近年、Commisso らによっ

て NHE7 は、膵臓がん細胞の TGN の酸性化の維持に関与していることが報告され

た [5]。この報告は、前述した細胞内⼩器官膜型 NHE の報告とは対照的であり、組

織特異的に NHE による H+の輸送⽅向が異なる可能性が⽰唆されている (Fig. 1-11) 

[5, 126]。ヒト膵臓がん細胞における NHE7 のノックダウン (機能抑制)は、TGN の

アルカリ化に付随して、細胞質 pH を酸性化をもたらした [5]。更に、膵臓がん細胞

における NHE7の機能抑制は、その増殖を抑制し細胞死を誘導した。⼀⽅、⾮形質

転換細胞 (正常細胞)に対しては、細胞内 pH の恒常性及び細胞増殖への影響は認め

られなかった。このことから、NHE7 は創薬ターゲットとして⾮常に注⽬されてい

る。しかしながら、NHE7 の⽣物学的な意義や機能に関しては、不明な点が多く残

されている。したがって、NHE7 の活性剤及び特異的な阻害剤が発⾒されることで、

創薬としての更なる理解に繋がると考えられる。 

 
Fig. 1-11. 細胞⼩器官膜型 NHE7 の各がん細胞株における H+輸送モデル 
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第 7 節 ゴルジ体 

 ゴルジ体は、細胞内で合成されたタンパク質の修飾 (糖鎖付加、脂質付加、リン

酸化など)や膜輸送機構、細胞増殖、がんの遊⾛に関わる細胞内⼩器官である [98-

100, 120]。タンパク質の修飾及び輸送機構は、正常な細胞も含め、細胞内⼩器官が

それぞれの機能を果たすために必要不可⽋である。本項では、ゴルジ体の全体的

な役割や NHE7 が主に発現している TGN に関する知⾒をまとめた。 

 

第 1 項 ゴルジ体の構造及び役割 

 ゴルジ体には、複数の嚢と呼ばれる扁平な袋状の膜が積み重なった構造 (層板構

造)があり、その両端には管状や袋状のつながった網⽬状構造がある (Fig. 1-12) 

[127]。ゴルジ体のタンパク質輸送には極性があり、輸送するタンパク質 (積荷タン

パク質)を受け取る側をシス、送り出す側をトランスという。ゴルジ体の層板には、

シス側にシス嚢、トランス側にトランス嚢、その中間に中間嚢がある。層板の両

端には、シス側にシスゴルジ網 (CGN)、トランス側に TGN がある。 

 ゴルジ体は、タンパク質の輸送、翻訳後修飾、分泌の調節など、細胞内で保存

されている多くの重要な機能を担っている。ゴルジ体内腔の pH は NHE などのトラ

ンスポーターによって厳密に調節されている。したがって、NHE などのゴルジ体

関連タンパク質の変異は、ゴルジ体の配向や形態を変化させ、前述した多くの機

能に影響を与えることが報告されている [128]。 

 ゴルジ体によるタンパク質輸送機構は、膜⼩胞を介した細胞内⼩器官の間を輸

送する、メンブレントラフィックと呼ばれる。メンブレントラフィックは、積荷

タンパク質を乗せた膜⼩胞が、供与する側の細胞内⼩器官の膜からの出芽、細胞
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内の移動、標的の細胞内⼩器官への結合と融合といった⼀連の流れによって、積

荷を選別してそれぞれの⽬的地に正確に輸送する機構である (Fig. 1-11) [129]。細胞

内の全タンパク質のうち約 3分の 1 は粗⾯⼩胞体で合成され、膜⼩胞に包まれた積

荷タンパク質がゴルジ体へと輸送される。このメンブレントラフィックによる積

荷タンパク質のエキソサイトーシスには、各細胞⼩器官の固有の pH が重要である。

[130, 131, 132] このメンブレントラフィックが破綻した場合、積荷となるタンパク

質が⽬的地に輸送されず、細胞の⽣命活動が維持できなくなり、種々の疾病の原

因となる。 

 
Fig. 1-12. ゴルジ体の構造と極性 
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第 2 項 トランスゴルジ網 (TGN) 

 TGN から細胞膜やエンドソーム、リソソームなどの細胞内⼩器官に向かう積荷

タンパク質は、正しく輸送されるために、細胞質ドメインに含まれるさまざまな

種類の選別シグナルに認識され、対応する輸送⼩胞に選別される (Fig. 1-13) [133]。

積荷タンパク質のメンブレントラフィッキングに中⼼的な役割を果たす分⼦とし

て、クラスリン及び AP がある。AP には数種類あり、AP-1 及び AP-2 はクラスリン

依存的に膜輸送が⾏われる。これに対し、AP-3 及び AP-4 はクラスリン⾮依存的に

膜輸送が⾏われる。AP-2 は第 1章 第 2 節 第 3 項で前述したように細胞外から物質

を取り込むクラスリン依存性エンドサイトーシスに関与する AP である。クラスリ

ン/AP-1 ⼜は AP-4単独でコーティングされた⼩胞は、TGN 上の⼩胞形成に関与し

ており、TGN と初期エンドソームとの輸送を媒介することが報告されている。AP-

3 は、TGN からリソソームへのいくつかのリソソームタンパク質の直接輸送を媒介

することが⽰唆されている。 

 
Fig. 1-13. クラスリン及び AP の細胞内局在と積荷タンパク質の極性 
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第 8 節 本研究の⽬的と意義 

 本研究では、がん細胞に対して⾼い抗腫瘍活性を有する hLF-HSA の抗腫瘍メカ

ニズムを明らかにすることを⽬的とした。その戦略として、hLF の細胞内取り込み

に着⽬し、取り込みと活性発現との相関関係及び、抗腫瘍メカニズムを明らかに

する。本研究では、hLF-HSA の⾼い増殖阻害活性が報告されているヒト肺がん細

胞を⽤いた。さらに、抗腫瘍メカニズム解析として、細胞内に送達された hLF が

細胞内 pH にどのように影響するのか検証する。 

 第 2章「アルブミン融合によるヒトラクトフェリンの細胞内送達促進と抗腫瘍活

性増強」では、ヒト肺腺がん細胞株 PC-14 に対する hLF-HSA の細胞内取り込み及

び増殖阻害活性を検証する。この解析により、hLF の細胞内取り込み及び抗腫瘍活

性発現との関係を明らかにできる。そして、hLF の活性増強メカニズムを明らかに

することで、そのバイオ医薬品としての開発に貢献できる。 

 第 3章「アルブミン融合によるヒトラクトフェリンの新たな抗腫瘍メカニズムの

発⾒」では、HSA 融合によって、細胞内に送達された hLF の抗腫瘍メカニズムを

ヒト肺腺がん細胞株 PC-9 を⽤いて明らかにする。そのために、近年注⽬されてい

るがん細胞の増殖に密接に関わる NHE7 による細胞内⼩器官 pH 制御に着⽬し、

hLF-HSA の細胞増殖阻害に、NHE7 が関与しているかどうか検証する。この解析に

より、不明な点の多い NHE7のヒト肺がん細胞における⽣理的な機能の解明も期待

される。 

 第 4章「結論」では、本研究で得られた知⾒をまとめる。 

 本研究は、hLF の細胞内送達及び、NHE7 による pH 恒常性の機構についての基

礎研究として極めて重要であり、意義深いものである。 
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第２章 アルブミン融合によるヒトラクトフェリンの細胞内

送達促進と抗腫瘍活性増強  

第 1 節 緒⾔ 

 hLF は、多機能性タンパク質であり、抗腫瘍や抗炎症、抗酸化など有⽤な活性を

有しており創薬シーズとして期待される [1, 2, 7-9]。しかしながら、未だにバイオ

医薬品として上市はなされていない。⾎中安定性の向上を⽬的に作製された hLF-

HSA は、hLF単独と⽐較して、特にヒト肺線がん細胞に対して増強した増殖阻害活

性を⽰した [3]。HSA 融合は、主に HSA が活性化するカベオラ依存性エンドサイト

ーシスによって、融合タンパク質を HSA の取り込み経路で細胞内に輸送する技術

として確⽴している [4]。したがって、本章では、hLF-HSA のヒト肺腺がん細胞に

対する増殖阻害メカニズムを明らかにすることを⽬的に、その細胞内取り込みに

焦点を当てた。本研究ではヒト肺腺がん細胞株 PC-14使⽤し、その細胞内取り込み

とがん細胞に対する増殖阻害活性を検証する。 

 
第 2 節 実験⽅法  

第 1 項 細胞培養 

 ヒト低分化型肺腺がん細胞株 PC-14 [免疫⽣物研究所]の培養には、10% ウシ胎児

⾎清 (FBS) [biosera]を含む RPMI-1640 [Wako]を使⽤した。細胞は、-80℃の冷凍庫

に凍結保存されており、保存されている細胞を 37℃⽔浴インキュベーターで 2 分

間培養した。37℃に加温した培養液を分注した遠沈管に保存液全量を移し、200 × 

g、4℃、2 分遠⼼分離した。上清をアスピレーターにて取り除き、ペレットを適量

の培養液で懸濁した。細胞懸濁液を 10 cm シャーレに播種し、37℃ 5% CO₂インキ
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ュベーター内で 4⽇程度培養した。80% 程度の密度に達した後、上清をアスピレー

ターにて⽤いて取り除き、トリプシン/EDTA [Wako]を添加し、37℃ 5% CO₂インキ

ュベーター内で 4分間反応させた。顕微鏡でシャーレから細胞が剥がれたことを確

認した後、培地を加え、200 × g、4℃、2 分遠⼼分離した。上清を取り除き、培地

で懸濁後、⾄適細胞濃度を計算し細胞実験に使⽤した。 

 

第 2 項 タンパク質の調製 

2-1. 鉄飽和型 (Holo) hLF 

 クロコウジカビ (Aspergillus niger)で⽣産された組換え hLF [NRL Fharma]を、3 

mM のエチレンジアミン四酢酸を含む 0.1 M クエン酸溶液 (pH 2.1)に溶解した。室

温で 24時間振とう反応した。反応後、溶液を透析膜に移し、2 L の蒸留⽔で 24時

間透析し、鉄イオンを除去した (Apo hLF)。透析膜に⼊った Apo hLF を、0.001% ク

エン酸第⼆鉄アンモニウムと 50 mM 炭酸⽔素塩を含む 50 mM のリン酸緩衝液 (pH 

7.5)で 24時間透析した。次に 1 L の PBS で 1時間の透析を 2回⾏った。その後、2 

L の PBS に⼀晩透析した。回収後、滅菌⽤マイレクスシリンジフィルター (⽳径

0.22 µm) [Millipore]とシリンジ [TERMO]を⽤いて滅菌した。タンパク質濃度は

Bradford Protein Assay [Bio-Rad]で算出した。hLF 中の鉄含有量は、Fe-C テストキッ

ト[Wako]を⽤いて測定した。濃度測定後、Holo hLF を-80℃の冷凍庫で凍結保存し

た。本研究では、CHO DG44/hLF-HSA 細胞で⽣産された hLF-HSA (1302 ng Fe3+/mg 

hLF相当)は Holo 型であることから、Holo hLF (1588 ng Fe3+/mg タンパク質、以下

hLF と⽰す）を⽤いた。 
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2-2. HSA 

 HSA [Wako]を PBS に溶解した。溶解後、滅菌⽤マイレクスシリンジフィルター

とシリンジを⽤いて滅菌した。タンパク質濃度は Bradford Protein Assay で算出した。

濃度測定後、HSA を-80℃の冷凍庫で凍結保存した。 

 

2-3. Holo hLF-HSA 

 Holo hLF-HSA (1302 ng Fe3+/mg hLF相当、以下 hLF-HSA と⽰す)の安定発現株で

ある CHO DG44/hLF-HSA 細胞の培養には、10% FBS を含む RPMI-1640 を使⽤し

た。CHO DG44/hLF-HSA 細胞を T-175 フラスコ [greiner]に適当な細胞数で播種

し、70〜80％程の密度まで培養した。上清をアスピレーターで取り除き、PBS 15 

ml で細胞を洗浄した。PBS をアスピレーターで除去し、Hybridoma Serum Free 

Medium (SFM) [Gibco] 30 ml を添加した。4⽇間培養し、培養上清を回収した。回

収した培養上清は、陽イオン交換担体である Macro Cap SP [GE healthcare]を⽤いて

精製した。ポリプレップカラム [Bio-Rad]に充填した Macro Cap SP を 10 mM のリ

ン酸ナトリウムバッファーで平衡化した。回収した培養上清の全量がカラム内を 3

回通過するまで 10℃で循環反応させた。反応後、10 mM リン酸ナトリウムバッフ

ァーの塩濃度を段階的に上昇させ、担体に⾮特異的に結合した分⼦などを洗浄し

た。最終的に 1.0 M NaCl を含む 10 mM リン酸ナトリウムバッファーで hLF-HSA

を溶出し、固定波⻑ UV検出器 [EYELA]に検出された画分を溶出画分として回収

した。回収した溶出画分は、透析膜に移し、1 L の PBS で 1時間の透析を 2回⾏っ

た。その後、2 L の PBS に⼀晩透析した。透析後、hLF-HSA を⾼濃度での実験に

も使⽤できるように、限外濾過ユニット [Sartorius]を⽤いて濃縮した。限外濾過ユ

ニットの膜には⻑期保存⽤にグリセロールとアザイドが含まれている。そのた
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め、使⽤前の洗浄操作として、限外濾過ユニット上部に PBS を加え、2500 × g、

4℃で遠⼼した。ユニット上部及び下部の PBS を取り除いた。精製した hLF-HSA

を注ぎ、2500 × g、4℃で遠⼼した。任意の濃度 (8.0 mg/ml以上)になるように濃縮

した。タンパク質濃度は Bradford Protein Assay で算出した。濃縮後、hLF-HSA を

回収し、滅菌⽤マイレクスシリンジフィルターとシリンジを⽤いて滅菌した。滅

菌後、最終的な濃度を測定し、hLF-HSA を-80℃の冷凍庫で凍結保存した。 

 

2-4.  Alexa Fluor 488-標識タンパク質 

 hLF 及び hLF-HSA を PBS で希釈し、2 mg/ml の希釈溶液それぞれ 1 mlずつ調製

した。調製した溶液に 1 M の NaHCO₃溶液を 100 µl添加した。各タンパク質と

Alexa Fluor 488 5-TFP [Invitrogen]のモル⽐が 1:10 になるようにジメチルスルホシド 

(DMSO) [Wako]で溶解した 10 mg/ml の Alexa Fluor488 5-TFP を添加し、遮光して 1

時間振とう反応した。反応後の溶液を透析膜に移し、1 L の PBS で 1時間の透析を

2回⾏った。その後、2 L の PBS で⼀晩透析し、最後に 3 L の PBS で 3時間透析し

た。分光光度計で 280 と 494 nm で吸光度を測定し、各タンパク質の濃度を算出し

た。計算式を以下に⽰した。濃度測定後、Alexa Fluor 488-標識タンパク質を-80℃

の冷凍庫で凍結保存した。 

Protein concentration (M) = ["!"##("$%$	×'.)))]×,-./0-'1	2340'5タンパク質のモル吸光係数  

 

第 3 項 Alexa fluor488-標識タンパク質を⽤いた細胞内取り込み (Fig. 2-3, 2-5A, 2-

8E) 

 最終濃度 0.1%となるように豚ゼラチン [IWAKIGLASS]を添加した PBS (0.1% 豚

ゼラチン溶液) 100 μl/well で 1時間コートした 96 ウェルイメージングガラス底マイ
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クロプレート [Thermo Fisher Scientific]に、PC-14 細胞を 1.0×104 cells/well の密度で

播種し、⼀晩培養した。試験培地 100 μl/well を加え、１時間培養した。これ以降の

操作は遮光条件下で⾏った。洗浄操作を⾏い、細胞表⾯に結合したタンパク質を

除去した。次にそれらを 4%パラホルムアルデヒド [Wako] 100 μl/well で 10分間固

定した。細胞核染⾊のために DAPI [DOJINDO] 0.1 μg/ml、細胞膜染⾊のために

CF594 標識⼩⻨胚芽凝集素 (WGA) [Biotium] 5 μg/ml になるように PBS で希釈し染

⾊液を調製した。WGA は、細胞膜マーカーであるシアル酸及び N-アセチルグルコ

サミンと特異的に結合するレクチンである。固定後、細胞を PBS 100 μl/well で 2回

洗浄し、染⾊液 100 μl/well で 10分間染⾊した。細胞を PBS 100 μl/well で 2回洗浄

し、細胞の蛍光像を共焦点レーザー⾛査型顕微鏡 [Olympus FV31S-SW]で検出した。

検出されたデータを解析ソフト ImageJ で解析した。ImageJ の⾃由型ツールを⽤い

て細胞内領域をマニュアルで囲い、輝度値を算出した (Fig. 2-1)。棒グラフは、細

胞 1つ当たりの輝度値の平均値 (n=50-100)を使⽤し、コントロールを 100% とした。

各 Figure の追加条件を以下に⽰した。 

 Fig. 2-4 の場合、1.25 µM Okadaic acid (セリン/スレオニンホスファターゼ [PP2A]

阻害剤、カベオラ依存性エンドサイトーシス活性剤) [Cayman CHEMICAL] を含む

PBS で 30分前処理してから、試験培地である 0.3 µM Alexa fluor488-hLF 及び 1.25 

µM Okadaic acid を含む PBS で 1時間処理した。Okadaic acid の溶媒にはエタノール

を使⽤し、コントロールを含むすべてのサンプルは、最終的に 1% エタノールを含

む条件で調製された。 

 Fig. 2-5A の場合、試験培地として 0.3 µM Alexa fluor488-hLF-HSA 及び 10% FBS

を含む PBS を使⽤した。 
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 Fig. 2-8E の場合、試験培地には、0.3 µM Alexa fluor488-hLF-HSA と競合サンプル

として蛍光標識されていない 30 µM hLF ⼜は HSA を含む PBS を使⽤した。 

 

 
Fig. 2-1. 細胞内領域の解析⽅法とその定義 

 WGA を使⽤した場合、その内側を ImageJ の⾃由ツールを⽤いて囲い、⿊い斜
線部を細胞内領域と定義して解析した。 
 

第 4 項 RNA ⼲渉 (Fig. 2-7E, F, G) 

 200 nM に RPMI-1640 で希釈した Stealth small interfering RNA (siRNA) oligo [Thermo 

Fisher Scientific]⼜は Stealth RNAi negative control Medium GC duplex [Thermo Fisher 

Scientific]と 2%に RPMI-1640 で希釈した Lipofectamine™ RNAiMAX Transfection 

Reagent [Invitrogen]をそれぞれ調製した。それぞれの溶液を等量混合し、タッピン

グしてから室温で 10分間静置した。静置後、溶液を 1.7×10⁵ cells / ml の細胞懸濁液

で 10倍に希釈した。これを 0.1%の豚ゼラチン溶液で 1時間コートした培養プレー

トに播種した。細胞播種後、48 時間培養し、各実験に使⽤した。標的配列は以下

の通りである。Cav-1: センス 5’-UUU CCC AAC AGC UUC AAA GAG UGG G-3’; ア

ンチセンス 5’-CCC ACU CUU UGA AGC UGU UGG GAA A-3’。各 Figure での播種細

胞数を以下に⽰した。 

Alexa fluor488
-標識タンパク質

細胞核

WGA
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 Fig. 2-7E の場合、24 ウェル培養プレート [VIOLAMO] に細胞を 1.2×10⁶ cells / well

の密度で播種した。Fig. 2-7F の場合、96 ウェルイメージングガラス底マイクロプ

レートに細胞を 1.0×10⁴ cells / well の密度で播種した。Fig. 2-7G の場合、96 ウェル

培養プレート [VIOLAMO] に細胞を 7.5×10³ cells / well の密度で細胞を播種した。 

 

第 5 項 免疫蛍光染⾊法による細胞内取り込み (Fig. 2-4A, B, 2-7A, B, F, 2-8B, D, 2-

9B) 

 0.1% 豚ゼラチン溶液 100 μl/well で 1時間コートした 96 ウェルイメージングガラ

ス底マイクロプレートに、細胞を 1.0×104 cells/well の密度で播種し、⼀晩培養した。

この際培地は 10％ FBS を含む添加 RPMI-1640 を使⽤した。試験培地 100 μl/well で

交換し、1時間培養した。それらを PBS 100 μl/well で 2回洗浄した。次に、4%パラ

ホルムアルデヒドを含む PBS 100 μl/well で室温、10分間固定し、PBS 100 μl/well で

2回洗浄し、0.05％ Triton X-100 [Wako]を含む PBS 100 μl/well で 10分間透過処理し

た。ブロッキングワン [Nacalai tesque] 100 μl/well で 30分間ブロッキング処理した。

PBS で希釈した 1次抗体 100 μl/well で 1時間反応した。PBS 100 μl/well で 2回洗浄

し、PBS で希釈した 2次抗体 100 μl/well で室温で 1時間反応した。Hoechst 33258 

[SIGMA]を 2 μg/ml 100 μl/well で加え細胞核を 10分間染⾊した。PBS 100 μl/well で

2 回洗浄し、細胞の明視野像と蛍光像を共焦点レーザー⾛査型顕微鏡で検出した。

検出されたデータを解析ソフト ImageJ で解析した。ImageJ の⾃由型ツールを⽤い

て細胞内領域をマニュアルで囲い、輝度値を算出した(Fig. 2-2)。棒グラフは、細胞

1 つ当たりの輝度値の平均値 (n=50)を使⽤し、コントロールを 100% とした。各

Figure の追加条件を以下に⽰した。使⽤した抗体に関しては Table. 2-1 に⽰した。 
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 Fig. 2-4A の場合、0.38 µM の hLF、HSA、hLF+HSA (同時添加)⼜は hLF-HSA を

含む RPMI-1640+10% FBS を使⽤した。 

 Fig. 2-4B の場合、FBS 中の BSA を懸念して、⾎清を含まない RPMI-1640 を使⽤

した。 

 Fig. 2-7A, B の場合、細胞を 5 mM MβCD (コレステロール枯渇剤、カベオラ依存

性エンドサイトーシス阻害剤) [Wako]⼜は 5 µM Genistin (チロシンキナーゼ阻害剤、

カベオラ依存性エンドサイトーシス阻害剤) [TOKYO CHEMICAL INDUSTRY] を含

む RPMI-1640+10% FBS 100 μl/well で 30分前培養した。前処理後、試験培地として

各阻害剤及び 0.38 µM hLF-HSA を含む RPMI-1640+10% FBS を使⽤した。Genistin

の溶媒には DMSO を使⽤し、コントロールを含むすべてのサンプルは、最終的に

1% DMSO を含む条件で調製された。 

 Fig. 2-7F の場合、96 ウェルイメージングガラス底マイクロプレート上で 48時間

培養された Cav-1 ノックダウン細胞に試験培地を添加した。試験培地として 0.38 

µM hLF-HSA を含む RPMI-1640+10% FBS を使⽤した。 

 Fig. 2-8B の場合、0.38 µM hLF ⼜は hLF-HSA と 0.38 µM HS [PG Research] ⼜は

HP[PG Research]を含む RPMI-1640+10% FBS を調製し、37℃に設定したアルミブロ

ック [EYELA]で 30分静置した。30分後、試験培地として使⽤した。 

 Fig. 2-8D の場合、細胞播種時に 1 mM塩素酸ナトリウム (NaClO3) [Wako] を含む

RPMI-1640+10% FBS 100 μl/well で 24時間前培養した。培養後、試験培地として 1 

mM NaClO3及び 0.38 µM hLF を含む RPMI-1640+10% FBS を使⽤した。 

 Fig. 2-9B の場合、細胞播種時に 50 mM NaClO3を含む RPMI-1640+10% FBS で 24

時間前培養した。培養後、試験培地として 50 mM NaClO3及び 50 µM HSA を含む
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RPMI-1640 を使⽤した。HSA の細胞内取り込みを調べるため、FBS 中の BSA を懸

念して、⾎清を含まない RPMI-1640 を使⽤した。 

 
Fig. 2-2. 細胞内領域の解析⽅法とその定義 

 WGA を使⽤していない場合、明視野画像を⽤いて細胞膜を確認し、その内側を
ImageJ の⾃由ツールを⽤いて囲い、⿊い斜線部を細胞内領域と定義して解析した。 
 

Table. 2-1. 免疫蛍光染⾊に使⽤した抗体⼀覧 

 
 
第 6 項 細胞増殖試験 (Fig. 2-4C, 2-5B, 2-7C, D, G, 2-8C, F) 

 0.1% 豚ゼラチン溶液 100 μl/well で 1 時間コートした 96 ウェル培養プレートに

PC-14 細胞を 5×103 cells/well の密度で播種し、⼀晩培養した。試験培地 100 μl/well

で 72時間培養した。培養後、Cell Counting Kit-8 [DOJINDO]を 10 μl各ウェルに加

え、1時間培養した。1時間後、マイクロプレートリーダー [Bio Rad]で 450 nm の波

⻑で吸光度を読み取った。各 Figure の追加条件を以下に⽰した。 

Alexa fluor-標識
2次抗体

細胞核

細胞膜

抗体 メーカーとカタログ番号 希釈倍率

anti-hLF rabbit antibody BETHYL, A80-144A  1:500
anti-HSA rabbit antibody BETHYL, A80-129A  1:250

anti-rabbit IgG (H+L) Alexa fluor 546 
conjugated antibody Invitrogen, A11010  1:200

anti-goat IgG (H+L) Alexa fluor 568 
conjugated antibody abcam, ab175733  1:250
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 Fig. 2-4C の場合、試験培地として 10 µM hLF、HSA、hLF+HSA ⼜は hLF-HSA を

含む RPMI-1640+10% FBS を使⽤した。 

 Fig. 2-5B の場合、試験培地として 5 µM hLF-HSA を使⽤した。サンプルの希釈は

10% FBS を無添加⼜は添加した SFM を⽤いた。SFM を⽤いた理由としては、⾎清

を含まない RPMI-1640 の場合、細胞の増殖が悪く Cell Counting Kit-8 での発⾊がコ

ントロールで低いため、⾎清を含まない条件で細胞を⻑期間培養可能な SFM を使

⽤した。 

 Fig. 2-7C, D の場合、細胞播種時に 5 mM MβCD ⼜は 5 µM Genistin を含む RPMI-

1640+10% FBS 100 μl/well で 24 時間培養した。培養後、各阻害剤及び 5 µM hLF-

HSA を含む RPMI-1640+10% FBS で培養した。Genistin の溶媒には DMSO を使⽤し、

コントロールを含むすべてのサンプルは、最終的に 1% DMSO を含む条件で調製さ

れた。 

 Fig. 2-7G の場合、96 ウェル培養プレート上で 48時間培養された Cav-1 ノックダ

ウン細胞を 5 µM hLF-HSA を含む RPMI-1640+10% FBS で 48時間培養した。 

 Fig. 2-8C の場合、5 µM hLF-HSA と 3.4 µM HP を含む RPMI-1640+10% FBS を調

製し、37℃に設定したアルミブロックで 30分静置した。30分後、試験培地として

使⽤した。 

 Fig. 2-8F の場合、5 µM hLF-HSA と競合サンプルとして 30 µM hLF、HSA ⼜は

hTF [SIGMA]を含む Hybridoma SFM を⽤いた。 
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第 7 項 ウエスタンブロッティング (Fig. 2-6A, 2-7E, 2-9A) 

 0.1% 豚ゼラチン溶液 300 μl/well で 1 時間コートした 24 ウェル培養プレートに

PC-14 細胞を 1.2×106 cells/well の密度で播種し、⼀晩培養した。培養された細胞の

上清を除去し、冷却 PBS 300 μl/well で 2回洗浄した。1％ Triton X-100 と cOmplete

™プロテアーゼ阻害剤カクテル [Roche]、ホスファターゼ阻害剤カクテル溶液Ⅱ 

[Wako]含む PBS 20 μl/well で加え、4℃条件で 1時間振とう反応させた。反応後、細

胞が懸濁した懸濁液を回収し 4℃、15,000 rpm で 10分間遠⼼分離した。上清 (細胞

溶解液)を回収し、タンパク質濃度を Bradford Protein Assay [Bio-Rad]によって算出

した。タンパク質濃度より算出された 30 μg分の細胞溶解液を分注し、還元剤⼊り

サンプルバッファーと混合した。サンプルと分⼦量マーカー (DynaMarker Protein 

MultiColor III Ladder Marker) [BioDynamics Laboratory]をドデシル硫酸ナトリウム-ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)で分離した。Fig. 2-6A, 2-7E の場合は

15％アクリルアミド分離ゲルを使⽤し、Fig. 2-9A の場合は 10％アクリルアミド分

離ゲルを使⽤した。ニトロセルロースメンブレン [GE Healthcare]を超純⽔に浸した。

泳動ゲル、ろ紙 6 枚、ニトロセルロースメンブレンを 10％エタノールを含むトリ

ス-グリシンバッファー (ブロッティングバッファー)に浸し、それぞれ 15分間、10

分間、3分間振とう反応させた。セミドライトランスファー装置 []にろ紙 3枚、泳

動ゲル、メンブレン、ろ紙 3 枚の順に重ね、150 mA、90 分間転写を⾏った。その

後、トリス緩衝⽣理⾷塩⽔ (TBS)に最終濃度 0.05%となるように Tween 20 [Wako]を

添加した溶液 (TBS-T)でメンブレンを 3分間振とうした。この洗浄操作を 3回⾏っ

た。洗浄後、メンブレンを BSA [Wako]⼜は北海道スキムミルク [雪印メグミルク]

を含む TBS-T (ブロッキングバッファー)で室温、30分ブロッキングした。ブロッキ
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ングバッファーで希釈された⼀次抗体に交換し 4℃で 16 時間振とう反応した。反

応後、適量の TBS-T ででメンブレンを 3分間振とうした。この洗浄操作を 3回⾏っ

た。メンブレンをブロッキングバッファーで希釈された⼆次抗体と 4℃で 1時間振

とう反応した。反応後、洗浄操作を 3回⾏った。メンブレンに結合した抗体は、イ

ムノスター LD [Wako]⼜はイムノスター® ゼータ [Wako]を使⽤して検出された。イ

ムノブロット画像は ATTO CS Analyzer 3 [ATTO]を⽤いて撮影した。バンドの輝度

値は ImageJ で定量化した。各 Figure の追加条件を以下に⽰した。使⽤した抗体や

ブロッキングバッファー、発光試薬等に関しては Table. 2-2 に⽰した。 

 Fig. 2-4A の場合、細胞を 5 µM hLF、HSA、hLF+HSA ⼜は hLF-HSA を含むRPMI-

1640 で 5 ⼜は 10分処理した細胞を使⽤した。 

 Fig. 2-5E の場合、96 ウェル培養プレート上で 48時間培養された Cav-1 ノックダ

ウン細胞を使⽤した。 

 Fig. 2-7A の場合、細胞を 5 µM HSA を含む RPMI-1640 で 1時間処理した細胞を

使⽤した。 
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第 8 項 結合試験 (Fig. 2-8A) 

 96 ウェル ELISA プレート [Thermo Fisher Scientific]にヘパラン硫酸含有硫酸アン

モニウム 90%飽和⽔溶液 100 μl/well (2 µg/ml)で加え、4℃で 16時間固相化した。固

相化液を除去し、PBS に最終濃度 0.05%となるように Tween 20 [Wako]を添加した

溶液 (PBS-T) 300 μl/well で 3回洗浄した。ブロッキング操作として、1%カゼインを

含む TBS-T (ブロッキングバッファー) 300 μl/well を処理し、500 rpm で室温、1時間

振とうさせた。各サンプルを希釈したブロッキングバッファー 100 μl/well に交換し、

室温で 4時間振とう反応させた。サンプルには 0.1 µM hLF、競合剤には 1 µM ⼜は

10 µM の HS、HP、HSA ⼜は hTF を使⽤した。反応後、サンプルを除去し、PBS-T 

300 μl/well で 4回洗浄した (洗浄操作)。ブロッキングバッファーで 10,000倍に希釈

された HRP 標識 Goat 抗 hLF 抗体 [A80-143P, BETHYL] 100 μl/well で加え、室温で 1

時間振とう反応させた。抗体溶液を除去し、洗浄操作を⾏った。TMB 発⾊試薬 

[Nacalai tesque] 100 μl/wellで加え、遮光条件で 15分間静置した。1 N 硫酸 100 μl/well

で発⾊反応を停⽌させ、マイクロプレートリーダーで 450 nm の波⻑で吸光度を読

み取った。 

 

第 9 項 統計解析 

 データはすべて平均値±標準偏差 (SD)で⽰した。統計的に有意な差は、対になっ

ていない Student-t検定 (Fig. 2-3B, 2-5A, 2-7A, B, 2-9B)、Dunnett検定 (Fig. 2-4A, B, 2-

4C, 2-7E, 2-8A, 2-8E, 2-9A)、Tukey の検定 (Fig. 2-6B)を⽤いた。更に、薬剤 2 剤の

交互効果を考慮するために、⼆元配置分散分析して交互作⽤が認められた場合は

Tukey 検定 (Fig. 2-7C)、認められなかった場合は対になっていない Student-t 検定 
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(Fig. 2-7D, 2-7G, 2-8C)を⽤いて決定した。すべての統計解析は EZR ソフトウェア 

(https://www.jichi.ac.jp/saitama-sct/SaitamaHP.files/statmedEN.html)を⽤いて⾏った。p

値＜0.05 は統計的に有意な差とみなした。 

 
第３節 結果・考察 

第１項 ヒト肺線がん細胞株 PC-14 における hLF の細胞内取り込みに対するカベ

オラ依存性エンドサイトーシス活性剤の影響 

 ヒト単球性⽩⾎病細胞株 THP-1 への hLF の取り込みは、コレステロール依存的

であることが報告されている [63]。したがって、コレステロールに関連するカベ

オラ依存性エンドサイトーシスの活性化は、hLF-HSA の細胞内取り込みを促進す

る可能性は⾼い。hLF がカベオラ依存性エンドサイトーシスにより野⽣型 Ras遺伝

⼦のヒト肺腺がん細胞株 PC-14 [134]に取り込まれるか検討した。本研究では、よ

く知られたカベオラ依存性エンドサイトーシス活性化物質である Okadaic acid を⽤

いた [135]。0.3 µM の蛍光標識 hLF を 1時間 PC-14 細胞に処理した結果、蛍光標識

hLF は細胞膜の分⼦マーカーである WGA と共局在した (Fig. 2-3A)。この hLF の特

徴的な細胞表⾯への局在は、細胞表⾯に発現する硫酸化グリコサミノグリカン 

(GAGs)と hLF が相互作⽤した可能性が考えられる。その⼀⽅で、Okadaic acid を⽤

いると、蛍光標識 hLF の細胞内への局在が観察され (Fig. 2-3A)、その取り込みを半

定量した結果、Okadaic acid未処理と⽐較して約 3.5倍と統計的有意に増加した (Fig. 

2-3B)。すなわち、カベオラ依存性のシグナル伝達が亢進すれば、hLF の細胞内取

り込みが促進されることが⽰された。 
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Fig. 2-3. ヒト肺線がん細胞株 PC-14 における hLF の細胞内取り込みに対するカベ
オラ依存性エンドサイトーシス活性剤の影響  
 (A) は、カベオラ依存性エンドサイトーシス活性剤 (1.25 µM Okadaic acid) ⾮存在
下と存在下で 0.3 µM 蛍光標識 hLF の細胞内取り込み画像を⽰す。蛍光標識 hLF は
PC-14 細胞に 1時間処理した。緑は蛍光標識 hLF、⻘は細胞核、⾚は細胞膜を⽰す。
(B) は、細胞内の蛍光強度を ImageJ で解析し、値は平均±SD (n=100)で⽰した (*** 
p<0.001)。 
 

第２項 hLF、HSA ⼜は hLF-HSA の細胞内取り込み及びそれらが細胞の増殖に

及ぼす影響 

 hLF の⾎中安定性の向上を⽬的に作製された、hLF-HSA は、PC-14 細胞に対して

⾼い細胞増殖阻害活性を⽰した [3]。本研究では、hLF-HSA の増殖阻害メカニズム

として、HSA 融合による hLF の細胞内取り込み促進が原因であると考えた。HSA
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の誘導するカベオラ依存性エンドサイトーシスの活性化を介して hLF が細胞内に

取り込まれているのかを明らかにするために、それぞれの抗体をプローブとする

hLF と HSA の免疫染⾊を⽤いて、蛍光標識していない各タンパク質 (0.38 µM)の細

胞内取り込みを調べた。各タンパク質を取り込ませる条件として、細胞増殖試験

と条件を合わせるために、10% FBS 含有培地で⾏った。hLF に対する抗体を⽤いた

免疫染⾊では、蛍光標識 hLF と同様に hLF単独は主に細胞表⾯に結合した (Fig. 2-

4A)。このことから、hLF の細胞表⾯への結合活性に対する蛍光標識による影響は

低いと考えられる。hLF と HSA との同時添加では、それらの細胞内局在における

影響は、hLFや HSA単独と⽐較して観察されなかった (Fig. 2-4A)。HSA に対する

抗体を⽤いた免疫染⾊では、HSA 単独の細胞内取り込みは観察されなかった (Fig. 

2-4B)。また、hLF と HSA との同時添加 (hLF＋HSA)による HSA の細胞内取り込み

における影響もなかった。⼀⽅、hLF-HSA は FBS 含有培地中の PC-14 細胞に取り

込まれた (Fig. 2-4A, B)。このことから、HSA 単独でのカベオラ依存性エンドサイ

トーシスシグナル活性化は低く、hLF と HSA との融合による相乗効果がその活性

化に重要である可能性を⽰している。次に、各タンパク質を 72 時間処理した PC-

14 細胞に対する増殖阻害活性を評価した。10 µM hLF 単独、HSA 単独、⼜は同濃

度の hLF と HSA の同時添加では増殖阻害活性を⽰さなかった (Fig. 2-4C)。⼀⽅で、

10 µM hLF-HSA は増殖阻害活性を⽰した。これらの結果は、hLF-HSA の細胞内取

り込みと増殖阻害活性との間に相関関係がある可能性を⽰している。 
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Fig. 2-4. hLF、HSA ⼜は hLF-HSA の細胞内取り込み及びそれらが細胞の増殖に及
ぼす影響 
 (A, B) は、免疫染⾊法を⽤いた 0.38 µM hLF、HSA、hLF と HSA の同時添加 
(hLF+HSA)⼜は hLF-HSA 細胞内取り込み画像を⽰す。各タンパク質は PC-14 細胞
に 1時間処理した。1次抗体として(A) は抗 hLF 抗体、(B) は抗 HSA 抗体を使⽤し
た。⾚は各タンパク質、⻘は細胞核を⽰す。細胞内取り込み画像の右には、細胞
内の蛍光強度を ImageJ で解析した結果を⽰す。値は平均±SD (n=50)で⽰した (ns, 
not significant; * p<0.05; *** p<0.001)。(C) は、10 µM hLF、HSA、hLF+HSA ⼜は
hLF-HSA を 72時間処理した PC-14 細胞の細胞増殖試験の結果を⽰す。値は平均±
SD (n=3)で⽰した (ns, not significant; *** p<0.001)。 
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第 3項 hLF-HSA の細胞内取り込み及び増殖阻害活性に対する培地中に含まれる

ウシ胎児⾎清 (FBS)の影響 

 hLF-HSA は⾎清存在下 (10% FBS)で、細胞内取り込み及び増殖阻害活性を⽰した 

(Fig. 2-4)。10% FBS には、⾼濃度 (27 µM)のウシ⾎清アルブミン (BSA)や糖鎖など

が含まれているため、hLF-HSA の取り込み及び活性が 10% FBS 存在下で競合的に

阻害されている可能性が懸念される。したがって、10% FBS ⾮存在下⼜は存在下

における hLF-HSA の細胞内取り込み及び増殖阻害活性を調べた。無⾎清培地に

10％ FBS を添加すると、0.3 µM の蛍光標識 hLF-HSA の細胞内取り込みが 44％有意

に増加した (Fig. 2-5A)。PC-14 細胞に対する 5 µM hLF-HSA の細胞増殖阻害活性は、

11% 増加した (Fig. 2-5B)。FBS に含まれるコレステロールは、カベオラ依存性エン

ドサイトーシスを正に制御する因⼦の⼀つであり、hLF-HSA の取り込み促進につ

ながる可能性が考えられる [136]。 
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Fig. 2-5. hLF-HSA の細胞内取り込み及び増殖阻害活性に対する培地中に含まれる
FBS の影響  
 (A) は、FBS⾮存在下と存在下の 0.3 µM 蛍光標識 hLF-HSA の細胞内取り込み画
像を⽰す。蛍光標識 hLF-HSA は PC-14 細胞に 1時間処理した。緑は蛍光標識 hLF-
HSA、⻘は細胞核、⾚は細胞膜を⽰す。細胞内取り込み画像の右には、細胞内の
蛍光強度を ImageJ で解析し、値は平均±SD (n=50)で⽰した (** p<0.01)。(B) は、
10 µM hLF-HSA 及び 10% FBS を⽤いた細胞増殖試験の結果を⽰す。hLF-HSA は
PC-14 細胞に 72時間処理した。値は平均±SD (n=3)で⽰した。 
 

第 4 項 hLF-HSA 処理によるカベオラ依存性エンドサイトーシスシグナルへの影
響 
 カベオラ依存性エンドサイトーシスに直接関与する分⼦である Cav-1 のリン酸化

は、エンドサイトーシス活性化に必須である [65]。カベオラ依存性エンドサイト

ーシスにおけるシグナル伝達を、リン酸化 Cav-1 (P-Cav-1)に対する抗体を⽤いて調

べた。各サンプル (hLF、HSA、hLF と HSA の同時添加、hLF-HSA)処理による、

Cav-1 の発現量への影響は観察されなかった (Fig. 2-6A)。したがって、hLF-HSA が
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いことが⽰された。hLF や HSA 処理による P-Cav-1 の発現量への影響はほとんど

観察されなかった。hLF と HSA を同時添加 (hLF-HSA)した場合、相加効果として、

シグナルの上昇が観察された。hLF-HSA は HSA と⽐較して相乗的なシグナルの上

昇が観察された。次に、P-Cav-1 と Cav-1 の発現量の⽐を⽤いて、各サンプルによ

るカベオラ依存性エンドサイトーシスシグナルの活性化を半定量した (Fig. 2-6B)。

その結果、HSA 処理後の P-Cav-1 の発現量は、バックグラウンドおよび hLF 処理

後と同等であった (Fig. 2-6B)。これは、HSA単独で細胞内に取り込まれにくかった

結果を⽀持するデータである (Fig. 2-4B)。hLF と HSA の同時添加においても HSA

単独と⽐較して影響は⾒られなかった。⼀⽅、hLF-HSA は HSA単独と⽐較して相

乗的にカベオラ依存性エンドサイトーシスシグナルを有意に活性化した。この結

果は、PC-14 細胞における hLF-HSA の細胞内取り込みとその増殖阻害活性と⼀致

していた。 
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Fig. 2-6. hLF-HSA 処理によるカベオラ依存性エンドサイトーシスシグナルへの影

響  
 (A) は、濃度 5 µM の各タンパク質を 5 分又は 10 分処理した PC-14 細胞の細胞溶

解液の P-Cav-1、Cav-1、γ1- Actinに対する抗体を用いたウエスタンブロッティング

の結果を示す。γ1- Actin は、ローディングコントロールとして使用した。(B) は、

(A) で検出された P-Cav-1 と Cav-1 のバンドの蛍光強度の値を ImageJ で解析し、そ

れらの値の比を用いて算出した。算出値は平均±SD (n=3)で示した  (ns, not 
significant; * p<0.05)。 
 

第 5項 hLF-HSA の細胞内取り込み及び増殖阻害活性に対するカベオラ依存性エ

ンドサイトーシスの阻害の影響 

 カベオラを介した hLF-HSA の細胞内取り込みの向上が、その増殖阻害活性の促

進をもたらしたかどうかを調べるために、カベオラ依存性エンドサイトーシス阻

害剤⼜は Cav-1 を標的とする siRNA を⽤いて検証した。カベオラ依存性エンドサ

イトーシス阻害剤である MβCD 及び Genistin 阻害剤でカベオラ依存性エンドサイト

ーシスを阻害すると、hLF-HSA の細胞内取り込みが有意に減弱した (Fig. 2-7A, B)。

次に、各阻害剤処理に対する hLF-HSA の細胞増殖阻害活性への影響を評価した。
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MβCD 処理によって、hLF-HSA の増殖阻害活性は統計的有意に減弱した (Fig. 2-7C)。

Genistin 処理では、hLF-HSA の増殖阻害活性の減弱傾向が⾒られたものの統計的有

意な差はなかった (Fig. 2-7C)。Cav-1 をノックダウンすると、そのタンパク質発現

が 44％減少し (Fig. 2-7E)、hLF-HSA の細胞内取り込み (Fig. 2-7F)と増殖阻害活性 

(Fig. 2-7G)の両⽅が減弱した。これらの結果から、カベオラ依存性エンドサイトー

シスの阻害により hLF-HSA の細胞内取り込み及び増殖阻害活性の減弱が確認され

たことから、hLF-HSA は細胞内に取り込まれることで増殖阻害活性を⽰す可能性

が⽰唆された。これらの結果は、がん細胞に対する hLF-HSA の増殖阻害活性が、

細胞内取り込みの指標として使⽤できることを⽰している。 

 Cav-1の高発現は、NSCLC、前立腺がん細胞、膵臓がん、及び乳がんを含む様々

ながん細胞において報告されている。また、in vivo で Cav-1 の発現枯渇は、腫瘍の

発生と増殖を抑制することが報告されている [137-141]。さらに Cav-1 の過剰発現

によりがん細胞の転移性及び多剤耐性が向上することが示されている [142-144]。

興味深いことに、NSCLC において、放射線及び白金製剤 (シスプラチン)などの化

学療法処理によって Cav-1の発現量が上昇し、化学療法に対する耐性が亢進するこ

とが報告されている [144, 145]。これらの報告から、hLF-HSA は他の化学療法との

併用により、Cav-1 の高発現による薬剤耐性を獲得したがん細胞に対しても高い治

療効果が期待できると予想される。 
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Fig. 2-7. hLF-HSA の細胞内取り込み及び増殖阻害活性に対するカベオラ依存性エ

ンドサイトーシスの阻害の影響  
 (A, B) は、免疫染色法を用いたカベオラ依存性エンドサイトーシス阻害剤 [5 mM 
MβCD (A)、5 µM Genistin (B)]非存在下と存在下の 0.38 µM hLF-HSA の細胞内取り

込み画像を示す。hLF-HSA は PC-14 細胞に 1 時間処理した。1 次抗体として抗 hLF
抗体を使用した。赤は hLF-HSA、青は細胞核を示す。細胞内取り込み画像の右に

は、細胞内の蛍光強度を ImageJ で解析した結果を示す。値は平均±SD (n=50)で示

した (*** p<0.001)。(C, D) は、5 mM MβCD (C)又は 5 µM Genistin (D)非存在下と存

在下の 5 µM hLF-HSA の細胞増殖試験の結果を示す。hLF-HSA は PC-14 細胞に 72
時間処理した。値は平均±SD (n=3)で示した (ns, not significant; ** p<0.01)。(E) は、

Cav-1、γ1- Actin に対する抗体を用いたウエスタンブロッティングの結果を示す。

γ1- Actin は、ローディングコントロールとして使用した。右には、検出された

Cav-1 と γ1- Actin のバンドの蛍光強度の値を ImageJ で解析し、それらの値の比を

用いて算出した。算出値は平均±SD (n=3)で示した (ns, not significant; *** p<0.001)。 
(F) は、Cav-1 ノックダウン細胞を用いた、免疫染色法による 0.38 µM hLF-HSA の

細胞内取り込み画像を示す。hLF-HSA は PC-14 細胞に 1 時間処理した。1 次抗体と

して抗 hLF 抗体を使用した。(G) は、Cav-1 ノックダウン細胞を用いた、5 µM hLF-
HSA の細胞増殖試験の結果を示す。hLF-HSA は PC-14 細胞に 48 時間処理した。値

は平均±SD (n=3)で示した (ns, not significant; * p<0.05)。 
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第 6項 hLF-HSA の細胞内取り込み及び増殖阻害活性に対する細胞表⾯上の硫酸

化グリコサミノグリカン (GAGs)阻害の影響 

 hLF-HSA はカベオラ依存的なエンドサイトーシスを活性化し細胞内に取り込ま

れる。その後、細胞内に送達された hLF-HSA は、PC-14 細胞に対する増殖阻害活

性をもたらすことが⽰された。しかし、hLF と HSA の同時添加では、HSA単独に

よるカベオラ依存性エンドサイトーシスシグナルの活性化効果が低く、上記の効

果は得られなかった (Fig. 2-4B, 2-6)。hLF-HSA と HSA単独の機能的な違いを理解

するために、細胞表⾯に局在する hLF の性質 (Fig. 2-3, 2-4 A)に注⽬し、以下の仮説

を⽴てた。hLF はがん細胞表⾯に発現する硫酸化糖鎖である GAGs の結合タンパク

質であることから [146]、hLF-HSA は hLF の GAGs への結合を介して細胞表⾯にリ

クルートされる可能性があると考えた。これによって、hLF-HSA は細胞表⾯のア

ルブミン受容体 gp60 [147]に結合し、カベオラ依存性エンドサイトーシスを効率的

に活性化できると考察した。⼀⽅、HSA 単独 (負電荷を持つ酸性タンパク質)では、

主に負に帯電する GAGsからの静電的な反発のために、細胞表⾯に容易に近づくこ

とができず、HSA は gp60誘導性のカベオラ依存性エンドサイトーシスシグナルを

ほとんど活性化できなかったと考えた。この仮説を検証するため、固相結合アッ

セイを⽤いて hLF と GAGs との相互作⽤を確認した。以前に報告されたように 

[148]、hLF は ELISA プレート表⾯に固相化された細胞表⾯ GAGs の主成分である

HS と結合した (Fig. 2-8A 左)。hLF の結合は過剰の HS 及び HP によって阻害された

が、HSA では阻害されなかった (Fig. 2-8A 左)。hLF と構造的に類似している hTF 

[149]は結合を阻害しなかったことから、その特異性が⽰された (Fig. 2-8A 右)。hLF

と固相化された HS との結合に対して、HP は HS と⽐較して⾼い競合阻害効果が確
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認された。HP は HS よりも硫酸基が多く、硫酸化の度合いが⾼いという特徴があ

る。硫酸化の度合いが⾼いことで hLF は HP に静電的に集積しやすくなり、⾼い競

合阻害効果が確認されたと考察した。HS ⼜は HP への hLF の特異的結合に基づい

て、hLF-HSA の細胞内取り込みにおけるこの相互作⽤の重要性を決定するために、

以下の 3 つの⽅法を⽤いて hLF と細胞表⾯ GAGs との結合阻害を試みた。まず、

hLF と細胞表⾯ GAGs との結合に対する競合物質として、HS ⼜は HP を⽤いた。

0.38 µM HS ⼜は HP の添加は、同濃度の hLF の細胞表⾯への集積と hLF-HSA の細

胞内取り込みを阻害した (Fig. 2-8B)。また、HP の添加により hLF-HSA の増殖阻害

活性が減弱した (Fig. 2-8C)。次に、細胞表⾯に発現するプロテオグリカンの硫酸化

反応阻害剤 [24]である NaClO3を⽤いて、hLF 及び hLF-HSA の細胞内取り込みへの

影響を調べた。NaClO3 で処理した細胞では、hLF の細胞表⾯への蓄積と hLF-HSA

の細胞内への取り込みが抑制された (Fig. 2-8D)。最後に、hLF-HSA と細胞表⾯

GAGs との結合を阻害するために、過剰な hLF を添加した。過剰な hLF の添加は、

蛍光標識 hLF-HSA の細胞内への取り込みを阻害したが、過剰な HSA の添加は阻害

効果を⽰さなかった (Fig. 2-8E)。また、過剰な hLF の添加は、hLF-HSA の PC-14 細

胞に対する増殖阻害活性を減弱させた (Fig. 2-8F 左)。hLF のこの減弱効果は、hLF

と類似した構造を持つ hTF 添加では観察されなかったことから、その特異性が⽰

された (Fig. 2-8F 右)。以上より、hLF と細胞表⾯ GAGs との結合を阻害すること

で、hLF-HSA の細胞内への取り込み及び PC-14 細胞に対する増殖阻害活性が阻害

された。したがって、hLF-HSA の細胞内取り込みとその抗腫瘍活性発現には、hLF

と細胞表⾯ GAGs との結合が必須であることが⽰された。 
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Fig. 2-8. hLF-HSA の細胞内取り込み及び増殖阻害活性に対する細胞表面上の

GAGs 阻害の影響  
 (A) は、過剰量 (30 µM) の HS、HP、HSA 又は hTF 非存在下と存在下の 0.1 µM 
hLF の固相化された HS への結合試験の結果を示す。hTF はネガティブコントロー

ルとして使用した。各サンプルは HSが固相化された ELISAプレートに 4時間処理

した。値は平均±SD (n=3)で示した (ns, not significant; *** p<0.001)。(B) は、免疫染

色法を用いた 0.38 µM GAGs [HS (左)、HP (右)] 非存在下と存在下の 0.38 µM hLF 又

は hLF-HSA の細胞内取り込み画像を示す。hLF は PC-14 細胞に 1 時間処理した。1
次抗体として抗 hLF 抗体を使用した。赤は各タンパク質、青は細胞核を示す。(C) 
は、3.4 µM HP 非存在下と存在下の 5 µM hLF-HSA の細胞増殖試験の結果を示す。

hLF-HSA は PC-14 細胞に 72 時間処理した。値は平均±SD (n=3)で示した (ns, not 
significant; ** p<0.01)。(D) は、免疫染色法を用いた 1 mM NaClO3非存在下と存在下

の 0.38 µM hLF 又は hLF-HSA の細胞内取り込み画像を示す。hLF-HSA は PC-14 細
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胞に 1 時間処理した。1 次抗体として抗 hLF 抗体を使用した。赤は各タンパク質、

青は細胞核を示す。(E) は、過剰量 (30 µM) の hLF 又は HSA 非存在下と存在下の

0.3 µM 蛍光標識 hLF-HSA の細胞内取り込み画像を示す。蛍光標識 hLF-HSA は PC-
14 細胞に 1 時間処理した。緑は蛍光標識 hLF-HSA、青は細胞核、赤は細胞膜を示

す。細胞内取り込み画像の右には、細胞内の蛍光強度を ImageJ で解析し、値は平

均±SD (n=50)で示した (ns, not significant; ** p<0.01)。(F) は、過剰量 (30 µM) の hLF、
HSA 又は hTF 非存在下と存在下の 5 µM hLF-HSA の細胞増殖試験の結果を示す。

hTF はネガティブコントロールとして使用した。hLF-HSA は PC-14 細胞に 72 時間

処理した。値は平均±SD (n=3)で示した。 
 

第 7 項 HSA の細胞内取り込みに対する GAGs 阻害剤の影響 

 PC-14 細胞に対して、HSA はほとんどカベオラ依存性エンドサイトーシスシグナ

ルを活性化しないことが⽰された (Fig. 2-4B, 2-6)。その原因としては、負に帯電し

た HSA [150]と負に帯電した細胞表⾯ GAGs [151]との間に⽣じる静電的反発がその

原因の⼀つであると考えた。この仮説を検証するため、細胞表⾯ GAGsの硫酸基の

負電荷を減少させた NaClO3処理細胞を⽤いて、HSA の細胞内取り込みをウエスタ

ンブロッティング法及び免疫染⾊法で半定量した。その結果、細胞内に取り込ま

れる HSA 量は、NaClO3の濃度依存的に増加することがウエスタンブロッティング

法で⽰された (Fig. 2-9A)。さらに、免疫染⾊法でも NaClO3処理細胞における HSA

の取り込み量の増加が確認された (Fig. 2-9B)。これらの結果は、負に帯電した HSA

と負に帯電した細胞表⾯ GAGs との間の静電反発が、低い HSA のカベオラ依存性

エンドサイトーシスシグナル及び細胞内取り込みの原因の⼀つであることを⽰し

ている。 

 アルブミン結合ナノ粒⼦製剤では、がん細胞に対する集積性を⾼める⽬的で、

HSA の表⾯を陽イオン化する試みが報告されており、その陽イオン化はがん細胞

へのナノ粒⼦の細胞内取り込みを改善することが⽰されている [152]。しかし、
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HSA をがん細胞へのキャリアとして⽤いる場合、HSA の陽イオン化のための表⾯

修飾は、gp60 などの関連する受容体に対する親和性を低下させる可能性が懸念さ

れる。⼀⽅、hLF-HSA の場合は、HSA の活性が保たれたため (Fig. 2-6)、HSA への

hLF の融合は、細胞内送達のための有効な⼿段であると考えられる。アルブミン結

合ナノ粒⼦製剤ががん細胞に集積する考察としては、HSA をナノ粒⼦化すること

で第 1章 第 3 節 第 2 項で⽰したように、⾼い EPR効果が働いているのではないか

と考えられる。 
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Fig. 2-9. HSA の細胞内取り込みに対する GAGs 阻害剤の影響  
 (A) は、5 µM HSA を 1 時間処理した細胞溶解液の HSA 及び γ1- Actin に対する抗

体を用いたウエスタンブロッティングの結果を示す。γ1- Actinは、ローディングコ

ントロールとして使用した。右には、検出された HSA と γ1- Actin のバンドの蛍光

強度を ImageJ で解析し、それらの値の比を用いて算出した。算出値は平均±SD 
(n=3)で示した (* p<0.05; *** p<0.001)。(B) 免疫染色法を用いた 50 mM NaClO3非存

在下と存在下の 50 µM HSA の細胞内取り込み画像を示す。HSA は PC-14 細胞に 1
時間処理した。1 次抗体として抗 HSA 抗体を使用した。赤は HSA、青は細胞核を

示す。細胞内取り込み画像の右には、細胞内の蛍光強度を ImageJ で解析した結果

を示す。値は平均±SD (n=50)で示した (* p<0.05)。 
 

第 8 項 hLF-HSA の細胞内取り込みメカニズム 

 Fig. 2-10 は、本研究で明らかとなった hLF-HSA の細胞内取り込みメカニズムを

⽰す。hLF単独を添加した場合、hLF は細胞膜表⾯に発現する sGAG との静電的な

相互作⽤により細胞膜に局在する (Fig. 2-8A, B, 2-10A)。負に帯電したタンパク質

である HSA は、負に帯電した細胞表⾯ GAGs との静電反発のために細胞表⾯に集

積しにくく (Fig. 2-9)、その結果、細胞表⾯レセプターgp60 によるカベオラ依存性

エンドサイトーシスシグナル伝達の活性化が効率的に⾏われないと考えられる 

(Fig. 2-6, 2-9, 2-10B)。対照的に、hLF-HSA は hLF と GAG の相互作⽤を介して細胞

表⾯にリクルートされ、HSA 受容体 gp60 への結合が可能となり、それによってカ

ベオラ依存性エンドサイトーシスが効率的に活性化されたと考えられる (Fig. 2-4A, 

B, 2-6, 2-10C)。最終的に、hLF が細胞内に送達されることで、その増殖阻害活性が

発現されたと考えられる (Fig. 2-10D)。 

 FDA で承認されたアルブミンベースの抗がん剤は、第 1 章 3 節 5 項で述べたわ

ずか 2 品目のみであり、腫瘍の標的化が不十分である可能性が指摘されている [88, 

90]。本研究で明らかにされたように、HSA 単独によるエンドサイトーシスシグナ

ルは微弱で、HSA はがん細胞内に取り込まれにくい (Fig. 2-4B, 2-6)という課題から
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前述した可能性が指摘されているのではないかと推察される。その課題に対して、

本研究の検討過程で、hLF のような細胞表面に集積する物質と HSA との融合が、

それらの細胞内取り込みを促進するという解決策を見出した。したがって、HSA

の代用として、hLF-HSA をキャリアとして用いるナノ粒子は、効率的な抗がん剤

として機能することが期待される。また、第１章 第 3 節で述べたように、HSA は

様々なリガンドと結合できる結合ポケットや薬剤と共有結合できるチオール基が

存在する [68]。今後は hLF-HSA に対しても薬剤を結合できるのか検討していきた

い。 

 
Fig. 2-10. hLF-HSA の細胞内取り込みメカニズム 
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第４節 結⾔ 

 hLF は細胞内に取り込まれることで多くの活性を⽰すと考えられているが、実際

にその関係に関しては明らかにされていない。DDS として利⽤されている HSA 融

合技術を利⽤してhLFをがん細胞内に効率的に送達することに成功した。そして、

hLF の細胞内取り込みと活性との相関性を明らかにした。さらに、本研究において

明らかにされた、HSA を hLF と融合するがん細胞内取り込み促進技術は、薬物送

達及びがん治療において効果的な戦略であることが⽰された。 
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第 3 章 HSA 融合による hLF の TGN pH 制御 

第１節 緒⾔ 

 前章では hLF に HSA を融合することで、hLF の細胞内送達が向上し、その低分

化型ヒト肺腺がん細胞株 PC-14に対する増殖阻害活性が⾼まることを⽰した。さら

に、hLF-HSA の PC-14 細胞に対する細胞内取り込みメカニズムを明らかにした。

本章では、HSA 融合技術によって細胞内に送達された hLF がどのようなメカニズ

ムでがん細胞に対する増殖阻害活性を⽰しているのかを明らかにすることを⽬的

とした。 

 当研究室では、hLF-HSA の細胞内取り込み機序を調べる過程で使⽤したマクロ

ピノサイトーシス阻害剤 [5-(N-Ethyl-N-isopropyl)-Amiloride (EIPA)]処理によって、

分化型ヒト肺腺がん細胞株 PC-9 に対する hLF-HSA の細胞増殖阻害活性が著しく減

弱したことが⽰されている。しかしながら、種々のマクロピノサイトーシス阻害

剤を⽤いた同様な解析では PC-9 細胞に対する hLF-HSA の増殖阻害活性へのマクロ

ピノサイトーシスの関与は認められなかった。そこで、hLF-HSA の増殖阻害メカ

ニズムとして、EIPA の阻害分⼦である Na+/H+交換輸送体 (NHE)に着⽬した。 

 NHEは⽣体膜を介してH+を輸送して細胞内 pHを制御する膜タンパク質であり、

細胞内 pH の調節はがん細胞の⽣存に⽋かせない。がん細胞において、細胞質 pH

はその増殖を維持するためにアルカリ環境を維持している [101]。それは、細胞質

pH の上昇はがんの増悪化、転移の促進などがんにとって好都合に働くことに基づ

いている [104]。細胞内⼩器官には、それぞれ固有の酸性値があり、細胞内⼩器官

pH を維持することでその機能を正常に保つ [105]。細胞内⼩器官膜型 NHE7 は、

TGN の酸性化の維持に関与し、その結果、ヒト膵臓がん細胞における細胞質のア
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ルカリ性の維持に寄与していることが報告されている [5]。ヒト膵臓がん細胞にお

ける NHE7 のノックダウンはその増殖を抑制する。その⼀⽅で、⾮形質転換細胞に

おいては細胞内 pH 及び細胞増殖に影響を⽰さない。このことから NHE7 は、創薬

ターゲットとして注⽬されている。しかしながら、NHE7 の⽣物学的な意義や機能

に関しては、がん細胞株ごとの H+輸送⽅向の差異など不明な点が多く残されてい

る。したがって、NHE7 の活性剤及び特異的な阻害剤が発⾒されることで、創薬と

しての更なる理解に繋がると考えられる。 

 本研究では、hLF-HSA のヒト肺腺がん細胞株 PC-9 に対する増殖阻害活性に

NHE7 が関与しているかどうかを調査した。 

 
第２節 実験⽅法  

第１項 細胞培養 

 ヒト肺腺がん細胞株 PC-9 [免疫⽣物研究所] および膵管腺がん細胞株 MIA PaCa-2 

[Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank]の培養には、10% (v/v)のウシ

胎児⾎清 (FBS)を含む RPMI-1640 培地を使⽤した。細胞培養に関しては、第 2 章 

第 2 節 1 項と同様である。 

 

第２項 タンパク質の調製 

 タンパク質の調製に関しては、第 2章 第 2 節 第 2 項 と同様である。 

 

第 3 項 RNA ⼲渉 (Fig. 3-5A, B, C, D, 3-8A, B) 

 RNA ⼲渉に関しては、第 2章 第 2 節 第 4 項 と同様である。siRNA 標的配列は以

下の通りである。NHE7: センス 5'-CGA AGU CUG CUU GAC UGC AAC CUC A-3'; 
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アンチセンス: 5'-UGA GGU UGC AGU CAA GCA GAC UUC G-3'. NHE1: センス 5'- 

GAU AGG UUU CCA UGU GAU C-3'; アンチセンス: 5'- GAU CAC AUG GAA ACC 

UAU C-3' [122]。各 Figure での播種細胞数を以下に⽰した。Fig. 3-7A, 3-10A の場合、

24 ウェル培養プレートに細胞を 1.2×10⁶ cells / well の密度で播種した。Fig. 3-7B, D, 

3-10B の場合、96 ウェルイメージングガラス底マイクロプレートに細胞を 1.0×10⁴ 

cells / well の密度で播種した。Fig. 3-7C の場合、96 ウェル培養プレートに細胞を

7.5×10³ cells / well の密度で細胞を播種した。 

 
第 4 項 免疫蛍光染⾊法による細胞内取り込み (Fig. 3-2A, B, C, 3-5A, B, 3-7D) 

 免疫蛍光染⾊に関しては、第 2章 第 2 節 第 5 項と同様である。各 Figure の追加

条件を以下に⽰した。使⽤した抗体に関しては Table. 3-1 に⽰した。 

 Fig. 3-2A の場合、PC-9 細胞に対し、試験培地として 0.38 µM の hLF、HSA、

hLF+HSA ⼜は hLF-HSA を含む RPMI-1640+10% FBS を使⽤した。 

 Fig. 3-2B, C の場合、PC-9 細胞を 5 mM MβCD ⼜は 5 µM Genistin を含む RPMI-

1640+10% FBS 100 μl/well で 30分前培養した。前処理後、試験培地として各阻害剤

及び 0.38 µM hLF-HSA を含む RPMI-1640+10% FBS を使⽤した。 

 Fig. 3-5A, B の場合、PC-9 細胞を 1.25 µM Okadaic acid を含む RPMI-1640 で 30分

前処理してから、試験培地である 1.25 µM Okadaic acid と 0.38 µM hLF ⼜は 50 µM 

HSA を含む RPMI-1640 で 1時間処理した。 

 Fig. 3-7D の場合、96 ウェルイメージングガラス底マイクロプレート上で 48時間

培養された NHE7 をノックダウンした PC-9 細胞に試験培地を添加した。試験培地

として 0.38 µM hLF-HSA を含む RPMI-1640+10% FBS を使⽤した。 
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Table. 3-1. 免疫蛍光染⾊に使⽤した抗体⼀覧 

 
 
第 5 項 蛍光 pH プローブを⽤いた細胞内 pH 試験 (Fig. 3-3A, B, 3-4A, B, 3-5C, D, 

3-6, 3-7B, 3-10B, D, E) 

 細胞質 pH は、蛍光 pH特異的プローブ BCECF-AM (pKa：6.98、測定範囲は 6.0-

8.0) [DOJINDO]を⽤いて検出した [153]。酸性細胞内⼩器官の pH は LysoSensor 

Green DND-189 (DND-189、pKa: 5.2、作動範囲は 4.5-6.0) [Thermo Fisher Scientific]を

⽤いて検出した [154]。0.1% 豚ゼラチン溶液 100 μl/well で 1時間コートした 96 ウ

ェルイメージングガラス底マイクロプレートに、細胞を 1×104 cells/well の密度で播

種し、⼀晩培養した。その後、試験培地に交換し 8 時間培養した。培養後、1 μM 

BCECF-AM ⼜は DND-189 を含む RPMI-1640 培地に交換し、30分間培養した。共

焦点レーザー⾛査型顕微鏡を⽤いて細胞の緑⾊蛍光を画像化した。検出されたデ

ータを解析ソフト ImageJ で解析した。ImageJ の⾃由型ツールを⽤いて細胞領域を

マニュアルで囲い、輝度値を算出した (Fig. 3-1)。棒グラフは、細胞 1つ当たりの輝

度値の平均値 (n=50)を使⽤し、コントロールを 100% とした。各 Figure の追加条件

を以下に⽰した。 

 Fig. 3-3A, B の場合、PC-9 細胞に対し、試験培地として 10 µM hLF, HSA, 

hLF+HSA ⼜は hLF-HSA を含む RPMI-1640 を使⽤した。 

 Fig. 3-4A, B の場合、PC-9 細胞に対し、試験培地として 10 µM hLF-HSA と 5 mM 

MβCD ⼜は 5 µM Genistin を含む RPMI-1640 を使⽤した。 

抗体 メーカとカタログ番号 希釈倍率

anti-hLF rabbit antibody BETHYL, A80-144A  1:500

anti-rabbit IgG (H+L) Alexa fluor 546 
conjugated antibody 

Invitrogen, A11010  1:200



 69 

 Fig. 3-5C, D の場合、PC-9 細胞に対し、試験培地として 10 µM hLF ⼜は 50 µM 

HSA と 1.25 µM Okadaic acid を含む RPMI-1640 を使⽤した。 

 Fig. 3-6 の場合、PC-9 細胞に対し、試験培地として 10 µM hLF-HSA と 5 µM EIPA 

(NHE 阻害剤、マクロピノサイトーシス阻害剤) [Cayman CHEMICAL] を含む

RPMI-1640 を使⽤した。EIPA の溶媒には DMSO を使⽤し、コントロールを含む

すべてのサンプルは、最終的に 1% DMSO を含む条件で調製された。 

 Fig. 3-7B の場合、96 ウェルイメージングガラス底マイクロプレート上で 48時間

培養された NHE をノックダウンした PC-9 細胞に試験培地を添加した。試験培地と

して 10 µM hLF-HSA を含む RPMI-1640 を使⽤した。 

 Fig.  3-10B の場合、96 ウェルイメージングガラス底マイクロプレート上で 48時

間培養された NHE7 をノックダウン細胞した MIA PaCa-2 細胞に試験培地を添加し、

4時間培養した。試験培地として 10 µM hLF-HSA を含む RPMI-1640 を使⽤した。 

 Fig. 3-10D, E の場合、MIA PaCa-2 細胞に対し、試験培地として 10 µM hLF ⼜は

50 µM HSA と 1.25 µM Okadaic acid を含む RPMI-1640 を使⽤した。 

 

 
Fig. 3-1. 細胞領域の解析⽅法とその定義 

DND-189又は
BCECF-AM細胞膜
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 WGA を使⽤していない場合、明視野画像を⽤いて細胞膜を確認し、その外側を

ImageJ の⾃由ツールを⽤いて囲い、⿊い斜線部を細胞内領域と定義して解析した。 

 
第 6 項 細胞増殖試験 (Fig. 3-7C, 3-8C) 

 細胞増殖試験に関しては、第 2章 第 2 節 第 6 項と同様である。各 Figure の追加

条件を以下に⽰した。 

 Fig. 3-7C の場合、96 ウェル培養プレート上で 48時間培養された NHE をノック

ダウンした PC-9 細胞を 10 µM hLF-HSA を含む RPMI-1640+10% FBS で 48時間培養

した。 

 Fig. 3-8C の場合、MIA PaCa-2 細胞に対し、試験培地として 1、５⼜は 10 µM hLF-

HSA を含む RPMI-1640+10% FBS を使⽤した。 

 

第 7 項 ウエスタンブロッティング (Fig. 3-7A, 3-8A, 3-10A) 

 ウエスタンブロッティングに関しては、第 2章 第 2 節 第 7 項と同様である。各

Figure の追加条件を以下に⽰した。使⽤した抗体やブロッキングバッファー、発光

試薬に関しては Table. 3-2 に⽰した。 

 Fig. 3-7A の場合、24 ウェル培養プレート上で 48時間培養された NHE をノック

ダウンした PC-9 細胞を使⽤した。 

 Fig. 3-8A の場合、細胞を 10 µM hLF、HSA、hLF+HSA ⼜は hLF-HSA を含む

RPMI-1640+ 10% FBS で 48時間処理した PC-9 細胞を使⽤した。 

 Fig. 3-10A の場合、24 ウェル培養プレート上で 48時間培養された NHE をノック

ダウンした MIA PaCa-2 細胞を使⽤した。 
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第 8 項 Alexa fluor488-標識タンパク質及び細胞内⼩器官マーカーを⽤いた免疫

蛍光染⾊ (Fig. 3-7) 

 Alexa fluor488-標識タンパク質及び細胞内⼩器官マーカーを⽤いた免疫蛍光染⾊

(Fig. 3-7)に関しては、第 2章 第 2 節 第 3 項及び第 2章 第 2 節 第 5 項と同様であ

る。使⽤した抗体に関しては Table. 3-3 に⽰した。 

 

Table. 3-3. 細胞内⼩器官マーカーに対する抗体⼀覧 

 
 

第 9 項 統計解析 

 統計解析はすべて EZR ソフトウェアを⽤いて⾏った。すべてのデータは平均値±

標準偏差 (SD)で⽰した。統計的に有意な差は、対になっていない Student-t 検定 

(Fig. 3-2B, C, 3-5A, B, 3-7D)、Dunnett検定 (Fig. 3-3A, B, 3-8B, C, 3-10C)、Tukey の検

定 (Fig. 3-7A)を⽤いた。更に、薬剤 2 剤の交互効果を考慮するために、⼆元配置分

散分析して交互作⽤が認められた場合は Tukey検定 (Fig. 3-6, 3-7B, 3-10B)、認めら

れなかった場合は対になっていない Student-t検定 (Fig. 3-4A, B, 3-5C, D, 3-10D, E)を

⽤いて決定した。p値＜0.05 は統計的に有意な差とみなした。 

  

抗体 メーカーとカタログ番号 希釈倍率

anti-NHE7 rabbit antibody abcam, AB272649  1:500
anti-TGN38 mouse antibody NOVUS, NB300-575  1:200

anti-Rab5 rabbit antibody Cell Signaling, C8B1  1:200
anti-Rab11A/B rabbit antibody Proteintech, 15903-1-AP  1:200

anti-Rab7 rabbit antibody Cell Signaling, D95F2  1:200
anti-rabbit IgG (H+L) Alexa fluor 546 

conjugated antibody Invitrogen, A11010  1:200

anti-mouse IgG (H+L) Alexa fluor 488 
conjugated antibody Invitrogen, A11001  1:200
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第３節 結果・考察 

第１項 ヒト肺線がん細胞株 PC-9 における hLF-HSA の細胞内取り込みに対する

カベオラ依存性エンドサイトーシスの阻害剤の影響 

 第 2 章では、hLF-HSA が、低分化型ヒト肺腺がん細胞株がん PC-14 細胞に対し

て細胞内に取り込まれ、増強した増殖阻害活性を⽰すことを明らかにした。hLF-

HSA は PC-14 細胞だけではなく、分化度の異なる分化型ヒト肺腺がん細胞株 PC-9

細胞においても増殖阻害活性を⽰す [3]。ここでは、hLF-HSA の汎⽤性を確認する

ために、hLF-HSA の増殖阻害活性が確認されている PC-9 細胞においても同様な機

序で細胞内に取り込まれているかどうかを調べた。PC-9 細胞に hLF ⼜は hLF と

HSA を同時添加すると、PC-14 細胞と同様に、hLF は細胞表⾯に集積し、hLF-HSA

は細胞内に輸送された (Fig. 3-2A)。PC-9 細胞における hLF-HSA の細胞内取り込み

経路を確認するために、カベオラ依存性エンドサイトーシス阻害剤を⽤いた。PC-

9 細胞に対してカベオラ依存性エンドサイトーシスの阻害剤である MβCD 及び

Genistin で処理すると hLF-HSA の細胞内取り込みは阻害された (Fig. 3-2B, C)。これ

らの結果から、hLF-HSA は主にカベオラ依存性エンドサイトーシスを介して PC-9

細胞に取り込まれることが確認された。 
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Fig. 3-2. hLF-HSA による細胞内⼩器官のアルカリ化に対するカベオラ依存性エン
ドサイトーシス阻害剤の影響  
(A) は、免疫染⾊法を⽤いた 0.38 µM hLF、HSA、hLF と HSA の同時添加 
(hLF+HSA)⼜は hLF-HSA 細胞内取り込み画像を⽰す。各タンパク質は PC-9 細胞に
1時間処理した。1次抗体として抗 hLF 抗体を使⽤した。⾚は各タンパク質、⻘は
細胞核を⽰す。このデータは当研究室を 2020 年度に修了した笠間 諒也氏によって
取得された。(B, C) は、免疫染⾊法を⽤いたカベオラ依存性エンドサイトーシス阻
害剤 [5 mM MβCD (B)、5 µM Genistin (C)]⾮存在下と存在下の 0.38 µM hLF-HSA の
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細胞内取り込み画像を⽰す。hLF-HSA は PC-9 細胞に 1時間処理した。1次抗体と
して抗 hLF 抗体を使⽤した。⾚は hLF-HSA、⻘は細胞核を⽰す。細胞内取り込み
画像の右には、細胞内の蛍光強度を ImageJ で解析した結果を⽰す。値は平均±SD 
(n=50)で⽰した (ns, not significant; *** p<0.001)。 
 
第 2 項 ヒト肺線がん細胞株 PC-9 における細胞内⼩器官 pH に対する hLF、HSA

⼜は hLF-HSA の影響 

 hLF-HSA の細胞内取り込み機序を調べる過程で使⽤した EIPA 処理によって、

PC-9 細胞に対する hLF-HSA の細胞増殖阻害活性は著しく減弱した。本研究では、

hLF-HSA の増殖阻害メカニズムとして、EIPA の阻害分⼦である NHE7 に着⽬した。

NHE7 は細胞内⼩器官である TGN に発現しており、H+を輸送することでその pH を

調節する。PC-9 細胞に取り込まれた hLF-HSA が、酸性細胞内⼩器官である TGN

の pH に何らかの影響を及ぼすかどうかを評価した。その評価⽅法として、酸性細

胞内⼩器官の pH を検出する蛍光 pH プローブ (DND-189) [153]を⽤いて評価した。

この蛍光プローブは、酸性で⾼い蛍光強度が観察され、アルカリにシフトするに

つれ蛍光強度が減弱する。コントロールで細胞内に蛍光が検出された(Fig. 3-3A, 

左)。この蛍光プローブは pH 4.5 から 6.0 の主に細胞内⼩器官で機能する。細胞核

は pH 7.4 であることから、細胞中央の蛍光の観察されない領域は細胞核であると

考えられる。hLF、HSA、及び hLF と HSA の同時添加で処理した場合、コントロ

ールと⽐較してその蛍光強度に影響は⾒られなかった。対照的に、hLF-HSA で処

理した場合、蛍光の減弱が確認された。各サンプル処理による細胞内 pH の蛍光の

強度を ImageJ で⽐較した。hLF、HSA、及び hLF と HSA の同時添加で処理した場

合、コントロールと⽐較して統計的優位な差は⾒られなかったが、hLF-HSA 処理

で優位な差が確認された (Fig. 3-3A, 右)。したがって、hLF-HSA 処理でコントロー
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ルと⽐較して DND-189 の蛍光シグナルが減弱したことから、hLF-HSA は細胞⼩器

官を正常な状態と⽐較してアルカリ化していることが⽰された。また、hLF-HSA

処理のみで細胞内⼩器官のアルカリ化が誘導されたことから、その効果を発揮す

るためには、hLF ⼜は HSA あるいは両⽅が細胞内への取り込まれることが重要で

あることを⽰している。 

 ヒト膵臓がん細胞において、TGN に局在する NHE7 は、細胞内⼩器官 pHだけで

なく細胞質pHにも影響を与えることから [5]、各サンプル (hLF、HSA、hLFとHSA

の同時添加、hLF-HSA)処理による PC-9 細胞の細胞質 pH への影響に関しても調査

した。その評価⽅法として、細胞質 pH インジケーター (BCECF-AM) [154]を使⽤し

た。各サンプルで細胞を処理すると、それら全てで細胞質 pH が上昇した (Fig. 3-

3B)。中でも hLF-HSA は、細胞質 pH を上昇させるのに最も効果的であった。hLF

や HSA、hLF 及び HSA の同時添加が、細胞質をアルカリ化している原因について

は不明であるが、肺がん細胞においてそれらのタンパク質は、細胞増殖に影響を

与えなかったため、細胞質をアルカリ化するのではなく、hLF-HSA がもたらした

細胞内⼩器官のアルカリ化が肺がん治療に有効である可能性が考えられる。 
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Fig. 3-3. ヒト肺線がん細胞株 PC-9 における細胞内⼩器官 pH 及び細胞質 pH に対
する hLF、HSA ⼜は hLF-HSA の影響  
 (A, B) は、蛍光 pH プローブを⽤いた 10 µM hLF、HSA、hLF+HSA ⼜は hLF-HSA
の細胞内 pH 試験の結果を⽰す。各タンパク質は PC-9 細胞に 8時間処理した。(A) 
は酸性細胞内⼩器官⽤の pH プローブ (DND-189)、(B) は細胞質⽤の pH プローブ 
(BCECF-AM)を使⽤した。細胞内 pH 試験の画像の右には、細胞の蛍光強度を
ImageJ で解析した結果を⽰す。値は平均±SD (n=50)で⽰した (ns, not significant; *** 
p<0.001)。 
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第 3 項 hLF-HSA による細胞内⼩器官のアルカリ化に対するカベオラ依存性エン

ドサイトーシス阻害剤の影響 

 細胞内に取り込まれた hLF-HSA が細胞内⼩器官をアルカリ化している可能性を

検証するために、hLF-HSA の取り込み経路であるカベオラ依存性エンドサイトー

シスの阻害剤を⽤いた解析を⾏なった。MβCD 及び Genistin でカベオラ依存性エン

ドサイトーシスを阻害することで (Fig. 3-2B, C)、hLF-HSA によって誘導された細

胞内⼩器官のアルカリ化は完全に消失した (Fig. 3-4A, B)。したがって、hLF-HSA

による細胞内⼩器官のアルカリ化には、hLF-HSA が細胞内に取り込まれることが

重要であることが⽰された。 
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Fig. 3-4. hLF-HSA による細胞内⼩器官のアルカリ化に対するカベオラ依存性エン
ドサイトーシス阻害剤の影響  
 (A, B) は、5 mM MβCD (A)⼜は 5 µM Genistin (B)⾮存在下と存在下の細胞内⼩器
官⽤の蛍光 pH プローブ (DND-189)を⽤いた hLF-HSA の細胞内 pH 試験の結果を⽰
す。hLF-HSA は PC-9 細胞に 8時間処理した。細胞内 pH 試験の画像の右には、細
胞の蛍光強度を ImageJ で解析した結果を⽰す。値は平均±SD (n=50)で⽰した (ns, 
not significant; *** p<0.001)。 
 
第 4 項 カベオラ依存性エンドサイトーシス活性剤を⽤いた hLF ⼜は HSA の細

胞内導⼊による細胞内⼩器官 pH への影響 

 カベオラ依存性エンドサイトーシスを介して細胞内に取り込まれた hLF-HSA は

細胞内⼩器官をアルカリ化した (Fig. 3-3A)。細胞内に送達された hLF と HSA のど

ちらの分⼦が細胞内⼩器官のアルカリ化を誘導するのかを明らかにするために、

カベオラ依存性エンドサイトーシス活性剤である Okadaic acid を⽤いて、hLF ⼜は

HSA を強制的に細胞内送達した [135]。hLF は細胞内に取り込まれず細胞表⾯に集

積したが、Okadaic acid で細胞を処理すると、hLF は細胞内に取り込まれた (Fig. 3-

5A)。50 µM ⾼濃度の HSA 単独は細胞内に取り込まれ、その取り込みは Okadaic 

acid 処理によって促進された (Fig. 3-5B)。したがって、カベオラ依存性エンドサイ

トーシスの活性化は、hLF 及び HSA の細胞内取り込みを促進可能であることが⽰

された。次に、hLF と HSA の細胞内への送達が、細胞内⼩器官 pH に影響を与える

かどうかを検証した。Okadaic acid 処理によって hLF は細胞内⼩器官をアルカリ化

したが、HSA では観察されなかった (Fig. 3-5C, D)。したがって、細胞内に取り込

まれた HSA ではなく hLF が細胞内⼩器官をアルカリ化していることが⽰された。 
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Fig. 3-5. カベオラ依存性エンドサイトーシス活性剤を⽤いた hLF ⼜は HSA の細
胞内導⼊による細胞内⼩器官 pH への影響 
 (A, B) は、カベオラ依存性エンドサイトーシス活性剤 (1.25 µM Okadaic acid) ⾮存
在下と存在下の 0.38 µM hLF ⼜は 50 µM HSA の細胞内取り込み画像を⽰す。各タン
パク質は PC-9 細胞に 1時間処理した。⾚は hLF ⼜は HSA、⻘は細胞核を⽰す。細
胞内取り込み画像の右には、細胞内の蛍光強度を ImageJ で解析した結果を⽰す。
値は平均±SD (n=50)で⽰した (ns, not significant; *** p<0.001)。(C, D) は、1.25 
µMOkadaic acid⾮存在下と存在下の DND-189 を⽤いた 10 µM hLF ⼜は 50 µM HSA
の細胞内 pH 試験の結果を⽰す。各タンパク質は PC-9 細胞に 8時間処理した。細胞
内 pH 試験の画像の右には、細胞の蛍光強度を ImageJ で解析した結果を⽰す。値は
平均±SD (n=50)で⽰した (ns, not significant; *** p<0.001)。 
 

第 5 項 hLF-HSA による細胞内⼩器官のアルカリ化に対する NHE 阻害剤の影響 

 細胞内⼩器官膜型 NHE は、細胞内⼩器官の機能に重要な酸性環境を維持する調

節因⼦として知られている [116, 119]。まず、NHE の阻害剤 EIPA を⽤い [123]、PC-

9 細胞における細胞内⼩器官 pH の変化を調べた。EIPA による NHE機能の阻害は、

DND-189 によって検出されたように、細胞内⼩器官の酸性化をもたらした (Fig. 3-

6)。このことは、PC-9 細胞では、細胞内⼩器官の NHE が主に H+を放出する輸送体

として機能することを⽰唆している。hLF-HSA によって誘導された細胞内⼩器官

pH の上昇は、EIPA の添加によって低下した。以上より、hLF-HSA は NHE の活性

化因⼦として作⽤する可能性が⽰された。 
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Fig. 3-6. hLF-HSA による細胞内⼩器官のアルカリ化及び増殖阻害に対する NHE
阻害剤の影響  
 NHE 阻害剤 (5 µM EIPA) ⾮存在下と存在下の DND-189 を⽤いた 10 µM hLF-HSA
の細胞内 pH 試験の結果を⽰す。hLF-HSA は PC-9 細胞に 8時間処理した。細胞内
pH 試験の画像の右には、細胞の蛍光強度を ImageJ で解析した結果を⽰す。値は平
均±SD (n=50)で⽰した (*** p<0.001)。 
 
第 6 項 hLF-HSA による細胞内⼩器官のアルカリ化及び増殖阻害に対する NHE7

⼜は NHE1 ノックダウンの影響 

 細胞内⼩器官膜型 NHE には異なるアイソフォームが存在しており、NHE 阻害剤

EIPA の各アイソフォームに対する選択性は低い [117]。したがって、本研究で注⽬

している細胞内⼩器官膜型 NHE7 の hLF-HSA の機能に対する関与を明らかにする

ために、RNA ⼲渉を適⽤した (Fig. 3-7A)。PC-9 細胞に発現する NHE7 をノックダ

ウンすると、細胞内⼩器官の酸性化を⽣じたが (Fig. 3-7B-1)、細胞膜に局在し機能

する NHE1 [127]はそのような変化を⽰さなかった (Fig. 3-7B-2)。PC-9 細胞におけ

る NHE7 及び NHE1 のノックダウンは細胞増殖に影響を与えなかった (Fig. 3-7C-1, 
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C-2)。NHE7 のノックダウンは、NHE1 のノックダウンとは異なり、hLF-HSA によ

る増殖阻害活性を抑制した (Fig. 3-7C-1, C-2)。このことは、NHE7 が PC-9 細胞にお

ける hLF-HSA の標的分⼦である可能性を⽰唆している。NHE7 はエンドサイトー

シスの制御に関与することが報告されている [155]。しかし、NHE7 のノックダウ

ンは、hLF-HSA の細胞内取り込みに有意な変化をもたらさなかった (Fig. 3-7D)。

したがって、NHE7 ノックダウンによる hLF-HSA の活性抑制は、その細胞内取り

込み阻害により引き起こされたものではなく、細胞内⼩器官 pH に対する作⽤によ

り⽣じたものと⽰唆される。 

 ヒト膵臓がん細胞では、NHE7 のノックダウンは、その増殖を抑制することが報

告されているが [5]、ヒト肺がん細胞 PC-9 では増殖への影響は認められなかった。

したがって、肺がん細胞においては、NHE7 は阻害するより、その機能を活性化す

ることががん治療に有効である可能性が⽰された。まとめると、hLF-HSA のカベ

オラ依存的な細胞内輸送は、NHE7 の機能を活性化し、細胞内⼩器官の pH を上昇

させることでその機能が阻害され、その後、細胞増殖阻害につながる可能性が⽰

された。 
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Fig. 3-7. hLF-HSA による細胞内⼩器官のアルカリ化及び増殖阻害に対する NHE7
⼜は NHE1 ノックダウンの影響  
 (A) は、NHE7、NHE1、γ1- Actin に対する抗体を⽤いたウエスタンブロッティン
グの結果を⽰す。γ1- Actin はローディングコントロールとして使⽤した。このデー
タは当研究室のトルン ディン ハゥエーアン氏によって取得された。(B) は、NHE7 (B-1) 
⼜は NHE1 (B-2) ノックダウン細胞における、10 µM hLF-HSA の DND-189 を⽤いた
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細胞内 pH 試験の結果を⽰す。hLF-HSA は PC-9 細胞に 8時間処理した。細胞内 pH
試験の画像の右には、細胞の蛍光強度を ImageJ で解析した結果を⽰す。値は平均
±SD (n=50)で⽰した (ns, not significant; *** p<0.001)。(C) は、NHE7 (C-1) ⼜は
NHE1 (C-2) ノックダウン細胞における、10 µM hLF-HSA の細胞増殖試験の結果を
⽰す。hLF-HSA は PC-9 細胞に 48時間処理した。値は平均±SD (n=3)で⽰した (ns, 
not significant; *** p<0.001)。このデータは当研究室のトルン ディン ハゥエーアン氏に
よって取得された。(D) は、NHE7 ノックダウン細胞における、免疫染⾊法を⽤いた
0.38 µM hLF-HSA の細胞内取り込み画像を⽰す。hLF-HSA は PC-9 細胞に 1時間処
理した。1 次抗体として抗 hLF 抗体を使⽤した。⾚は hLF-HSA、⻘は細胞核を⽰
す。細胞内取り込み画像の右には、細胞内の蛍光強度を ImageJ で解析した結果を
⽰す。値は平均±SD (n=50)で⽰した (ns, not significant)。 
 

第 7 項 hLF、HSA ⼜は hLF-HSA 処理による NHE7 ⼜は NHE1 の発現量への影

響 

 ある分⼦を活性化するために最もよく観察される現象は、その発現レベルを上

昇させることである。したがって、hLF-HSA による NHE7 活性化のメカニズムを

解析するために、当研究室のトルン ディン ハゥエーアン⽒によって、hLF-HSA 存在下

での NHE7 の発現量への影響が調べられた (Fig. 3-6A)。その結果、hLF、HSA、

hLF+HSA では NHE7 の発現量への影響はなかったが、hLF-HSA は NHE7 の発現量

をコントロールと⽐較して 96％まで上昇させた (Fig. 3-6B)。この発現調節は NHE7

に特異的であり、NHE1 には影響を及ぼさなかった (Fig. 3-6C)。このことから、

hLF-HSA は NHE7 の活性⾃体を活性化するのではなく、その発現レベルを上昇さ

せることで細胞内⼩器官のアルカリ化を誘導していることが⽰された。この結果

は、細胞内取り込みの結果と⼀致しており、hLF の細胞内への取り込みが活性発現

に重要であることを⽰している。 
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 この戦略に関する 1つの懸念点は、乳がん MDA-MB 231 細胞における NHE7過

剰発現による細胞接着、浸潤、および⾜場⾮依存性増殖の増加を含む、がん悪性

腫瘍の可能性の報告である [125]。さらに、NHE7 発現の上昇は、ヒト膵管腺がん

の個体における予後不良と関連することも⽰されている [117]。しかし我々は、肺

がん細胞株 (PC-9, PC-14, PC-3, A549)、前⽴腺がん細胞株 (DU-145)、⿊⾊腫細胞株 

(G361)、及び膵臓がん細胞株 (MIA PaCa-2, PANC-1)における、hLF-HSA の増殖阻害

活性を確認している。対照的に、正常な肺線維芽細胞 (WI-38 及び IMR-90)などの

⾮形質転換細胞は、この感受性を⽰さなかった [3]。したがって、hLF-HSA によっ

て誘導される NHE7 発現上昇を介したがん細胞増殖阻害効果は、細胞内⼩器官 pH

をターゲットとする新たながん治療戦略の可能性を⽰している。 
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Fig. 3-8. hLF、HSA ⼜は hLF-HSA 処理による NHE7 ⼜は NHE1 の発現量への影
響  
 (A) は、濃度 10 µM の各タンパク質を 48時間処理した PC-9 細胞の細胞溶解液の
NHE7、NHE1、γ1- Actin に対する抗体を⽤いたウエスタンブロッティングで解析
した結果を⽰す。γ1- Actin は、ローディングコントロールとして使⽤した。(B, C) 
は、(A) で検出された NHE7 ⼜は NHE1 と γ1- Actin のバンドの蛍光強度を ImageJ で
解析し、それらの値の⽐を⽤いて算出した。算出値は平均±SD (n=3)で⽰した (ns, 
not significant; *** p<0.001)。このデータは当研究室のトルン ディン ハゥエーアン氏に
よって取得された。 
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第 8 項 hLF-HSA 及び NHE7 の細胞内局在 

 NHE7 の発現上昇メカニズムを明らかにするために、免疫蛍光染⾊法を⽤いて、

PC-9 細胞における hLF-HSA の局在を調べた。hLF-HSA は、カベオラ依存性エンド

サイトーシスによって細胞内に取り込まれるため、まずはエンドソームマーカー

を⽤いて hLF-HSA の細胞内局在を確認した。エンドソームマーカーとして、初期

エンドソームマーカーである Rab5 [74, 75]、リサイクリングエンドソームマーカー

である Rab11 [76]、及び後期エンドソームマーカーである Rab7 [74]を使⽤した。そ

の結果、hLF-HSA は初期エンドソーム及びリサイクリングエンドソームに局在し

ていたが、後期エンドソームには局在しないことが観察された (Fig. 3-9A, 3-9B, 3-

9C）。hLF-HSA のこのようなエンドサイトーシス経路は、⼀般的な HSA 融合タン

パク質と同様であった [156]。また、hLF-HSA は細胞核にほとんど局在していなか

った。このことは、hLF-HSA が、直接の転写因⼦として機能して、NHE7 の発現量

を制御していないことを⽰唆している。次に NHE7 は、TGN マーカーである

TGN38 [157]との共局在により、報告通り TGNに発現していることが⽰された (Fig. 

3-9D)。hLF-HSA と NHE7 との共局在を調べたところ、それらの共局在がほとんど

観察されなかった。このことは、この 2つの分⼦の間に直接的な相互作⽤がないこ

とを⽰している (Fig. 3-9E)。したがって、hLF-HSA は、間接的に NHE7 の発現量を

⾼めていることが考えられる。また、NHE7 は報告通り TGN に局在したことから 

(Fig. 3-9D)、hLF-HSA は TGN pH をアルカリ化することで、増殖阻害を⽰している

と考えられる。今後は、既報 [5]を参考に、TGN に蓄積するβ-1,4-ガラクトシルト

ランスフェラーゼ (gal-T)に mCherryと EGFPを融合した蛍光プローブ (GalT-mCherry-
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EGFP)を細胞にトランスフェクションした評価系を PC-9細胞に対して適用し、hLF-HSAが

TGN特異的に pH変化を誘導しているかを評価したいと考えている。 

 NHE7 は主に TGN に発現する [121]。しかし Lin PJ らによると、分泌輸送膜タン

パク質 (SCAMPs)が NHE7 と直接相互作⽤し、NHE7 のリサイクリングエンドソー

ムとトランスゴルジ網 (TGN)の間の輸送を制御することが⽰されており、NHE7 が

エンドソームにも局在する可能性が⽰されている [158]。Fig. 3-9 で⽰されるように、

hLF-HSA は初期エンドソームやリサイクリングエンドソームに局在することが⽰

されたが、本研究の結果のみで hLF-HSA とエンドソームに局在する NHE7 との共

局在を否定できない。したがって、今後は、様々なエンドソームマーカーを使⽤

や NHE7 と hLF-HSA とのプルダウンアッセイによってそれらの相互作⽤を詳細に

解析していく必要がある。hLF-HSA によって誘導される発現上昇の原因となるメ

カニズムを解明するには、さらなる調査が必要である。本論⽂では、hLF-HSA が

NHE7 の発現量を上昇させることで TGN のアルカリ化を誘導したと考察したが、

hLF-HSA が NHE7 の分解機構を阻害している可能性も考えられる。今後は、hLF-

HSA が NHE7 を転写レベルで増幅しているかどうかを mRNA 解析により特定する

ことで前述した可能性を検証できると考えている。 
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Fig. 3-9. hLF-HSA 及び NHE7 の細胞内局在  
 (A-C) ⾚は Rab5 [初期エンドソームマーカー (A)]、Rab11 [リサイクリングエンド
ソームマーカー (B)]、Rab7 [後期エンドソームマーカー(C)]、緑は 0.3 µM 蛍光標識
hLF-HSA、⻘は細胞核を⽰す。蛍光標識 hLF-HSA は PC-9 細胞に 1時間処理した。
(D) は、NHE7 (⾚)と TGN38 (緑、TGN マーカー)の共局在画像を⽰す。⻘は細胞核
を⽰す。(E) ⾚は NHE7、緑は 0.3 µM 蛍光標識 hLF-HSA、⻘は細胞核を⽰す。蛍光
標識 hLF-HSA は PC-9 細胞に 1時間処理した。 
 
第 9項 ヒト膵臓がん細胞株 MIA PaCa-2における細胞内⼩器官 pHに対する hLF-

HSA 及び NHE7 ノックダウンの影響 

 ヒト肺線がん細胞株 PC-9 における NHE7 の H+の放出機能とは異なり (Fig. 3-7B-

1)、ヒト膵臓がん細胞株 MIA PaCa-2 における NHE7 は H+を細胞質から TGN に輸

送することが報告されている [5]。PC-9 細胞で観察されたように、hLF-HSA が MIA 

PaCa-2 細胞においても NHE7 を介した細胞内⼩器官の pH変化をもたらすかどうか

を確認するために、DND-189 を⽤いて細胞内⼩器官 pH を調べた。以前の報告と⼀

致して、NHE7のノックダウン (Fig. 3-10A)は、細胞内⼩器官のアルカリ化をもたら

した (Fig. 3-10B)。⼀⽅、hLF-HSA は MIA PaCa-2 細胞において細胞内⼩器官の酸性

化を誘導した (Fig. 3-10B)。この hLF-HSA によって誘導された細胞内⼩器官の酸性

化は、NHE7をノックダウンすることで抑制された (Fig. 3-10B)。また、細胞増殖試

験では、hLF-HSA は MIA PaCa-2 細胞の増殖を濃度依存的に阻害することが⽰され

た (Fig. 3-10C)。さらに、Okadaic acid を⽤いて hLF を単独で細胞内に導⼊すると、

細胞内⼩器官の酸性化が⽣じたが、HSA では⽣じないことを⾒出した (Fig. 3-10D, 

3-10E）。以上より、細胞内に送達された hLF は、ヒト膵臓がん MIA PaCa-2 細胞に

おいても NHE7 の発現量を上昇させる可能性が⽰された。 
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Fig. 3-10. ヒト膵臓がん細胞株 MIA PaCa-2 における細胞内⼩器官 pH に対する
hLF-HSA 及び NHE7 ノックダウンの影響  
 (A) は、NHE7、γ1- Actin に対する抗体を⽤いたウエスタンブロッティングの結
果を⽰す。γ1- Actin はローディングコントロールとして使⽤した。(B) は、NHE7 ノ
ックダウン MIA PaCa-2 細胞における、5 µM hLF-HSA の DND-189 を⽤いた細胞内
pH 試験の結果を⽰す。hLF-HSA は MIA PaCa-2 細胞に 4時間処理した。細胞内 pH
試験の画像の右には、細胞の蛍光強度を ImageJ で解析した結果を⽰す。値は平均
±SD (n=50)で⽰した (*** p<0.001)。(C) は、1、5、10 µM hLF-HSA を⽤いた細胞増
殖試験の結果を⽰す。hLF-HSA は MIA PaCa-2 細胞に 72時間処理した。値は平均±
SD (n=3)で⽰した (ns, not significant; ** p<0.01; *** p<0.001)。(D, E) は、1.25 µM 
Okadaic acid⾮存在下と存在下の 10 µM hLF ⼜は 50 µM HSA の DND-189 を⽤いた
細胞内 pH 試験の結果を⽰す。hLF-HSA は MIA PaCa-2 細胞に 8時間処理した。細
胞内 pH 試験の画像の右には、細胞の蛍光強度を ImageJ で解析した結果を⽰す。値
は平均±SD (n=50)で⽰した (ns, not significant; *** p<0.001)。 
 
第４節 結⾔ 

 本章では、HSA 融合によって細胞内に送達された hLF がどのような機序で肺が

ん細胞 PC-9 の増殖を抑制しているのかを細胞内⼩器官 pH に着⽬して調べた。TGN

は通常酸性であり、NHE7 はその pH 恒常性に関わっている。Fig. 3-11 で⽰すよう

に、PC-9 細胞において、hLF は細胞内に取り込まれると、NHE7 の発現を上昇させ

ることにより、細胞内⼩器官のアルカリ化を引き起こすことを⾒出した。PC-9 細

胞における NHE7 の TGN での局在を考えると、細胞内⼩器官のアルカリ化は、主

に TGN で起こると考えられる。TGN のアルカリ化はその機能阻害につながり、最

終的に細胞増殖阻害をもたらすと結論した。 

 本章で得られた結果を表にまとめた (Table. 3-4)。NHE7 のノックダウンはヒト膵

臓がん細胞株 MIA PaCa-2 の増殖を阻害したが [5]、ヒト肺がん細胞株 PC-9 の増殖

は阻害しなかった (Fig. 3-7C-1)。⼀⽅、hLF-HSA は、MIA PaCa-2 細胞 (Fig. 3-10C) 
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及び PC-9 細胞 (Fig. 3-7C) に対して増殖阻害活性を⽰した。したがって、hLF-HSA

は H+の輸送⽅向が異なる両細胞株に対して有効であり、NHE7 の発現上昇は、汎

⽤性の⾼いがん治療法として有⽤である可能性が⽰された。NHE7 発現増強因⼦と

しての hLF に関するこの最初の報告は、TGN の pH を標的とした抗がん治療に貢献

する可能性がある。しかしながら、Table. 3-4 に⽰されるように hLF-HSA による

NHE7 の発現上昇は、細胞内⼩器官と細胞質 pH に変化を及ぼすが、その変化は必

ずしも裏表になっていなかった。また、肺がんや膵臓がんの間で、NHE7 の機能抑

制は細胞質及び細胞内⼩器官 pH に対して異なった結果が得られた (Table. 3-4)。し

たがって、細胞内に送達された hLF は NHE7以外の因⼦にも作⽤している可能性や

細胞間で異なる pH 調整機能が存在する可能性が考えられる。今後は、様々な細胞

株で検討することで、がん組織特異的な表現形であるのかを明らかにしたい。 

 第 1章 3 節 5 項で述べたように、NHE7 が pH 制御する細胞内⼩器官である TGN

は、細胞の遊⾛やメンブレントラフィッキングなど細胞の⽣存に不可⽋である。

NHE7 はがん細胞及び正常細胞においても機能していることから、TGNやゴルジ体

pH をターゲットとする研究は困難であると推察される。しかし、2020 年に

Galenkamp らによって、正常ヒト膵臓細胞の NHE7 をノックダウンして、TGN の pH

を変化を与えてもその増殖に影響を⽰さないことが報告された [5]。したがって、

NHE7 は創薬ターゲットとして注⽬されている。hLF-HSA は、正常細胞に対して、

増殖阻害活性を⽰さない [3]。加えて、hLF-HSA はがん細胞の増殖阻害だけでなく

がんの遊⾛も阻害する [97]。これらのことから、hLF-HSA のがん細胞への選択性

及びがんの遊⾛メカニズムに NHE7 による TGN の pH 制御が関わっている可能性
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がある。今後は、hLF-HSA を NHE7 を解析するツールとして利⽤し、これらの可

能性を追求していきたい。 

 

Table. 3-4. NHE7 ノックダウン及び hLF-HSA 処理による細胞内⼩器官と    
細胞質 pH、細胞増殖への影響 

 
 

 
Fig. 3-11. hLF-HSA の抗腫瘍活性メカニズム 

  

がん細胞株 処理 細胞内小器官 pH 細胞質 pH 細胞増殖

NHE7 KD 酸性化 変化なし 変化なし

hLF-HSA アルカリ化 酸性化 阻害

NHE7 KD アルカリ化 酸性化 阻害 [5]
hLF-HSA 酸性化 ND 阻害

　略称: KD, Knockdown; ND, Not done
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第４章 結論 

 当研究室で⾎中安定性の向上を⽬的に作製された hLF-HSA は、様々ながん細胞

株に対して、⾼い増殖阻害活性を⽰した。本研究では、hLF-HSA の肺がん細胞に

対する増殖阻害活性のメカニズムを明らかにするために、その細胞内取り込みに

着⽬した。私は、hLF-HSA の肺がん細胞に対する細胞内取り込み及び増殖阻害メ

カニズムを明らかにした。以下、各章で得られた知⾒をまとめる。 

 

 第 1章「緒論」では、各章での主要な分⼦や技術などに関する既知の知⾒につい

て概説した。また、研究における現段階での課題を⽰した。さらに、各章におけ

る研究⽬的と意義について明確にした。 

 

 第 2章「HSA 融合による hLF の細胞内送達促進と抗腫瘍活性増強」では、hLF に

HSA を融合することで、ヒト肺腺がん細胞株 PC-14 に対する細胞内取り込みが促

進され、増殖阻害活性が向上することを⾒出した。さらに、融合タンパク質をが

ん細胞に輸送するタンパク質である HSA 単独は細胞内に取り込まれず、hLF のよ

うな細胞表⾯に集積するタンパク質との融合がその効率化を図ることを明らかに

した。 

 hLF は単独ではヒト肺腺がん細胞株 PC-14 の細胞内に取り込まれず、細胞表⾯に

集積した。これは、hLF と細胞表⾯上の GAGs が結合していることに起因している

ことが⽰された。また、驚くことに HSA 単独もがん細胞内に対してカベオラ依存

性エンドサイトーシスシグナルを誘導しにくく、細胞内に取り込まれにくいこと

も明らかにした。この要因としては、酸性タンパク質である HSA 単独は、細胞表



 98 

⾯上の負に帯電する GAGs との静電的反発により細胞表⾯に近接できず、HSA 受

容体を介したカベオラ依存性エンドサイトーシスの活性化が困難であることが⽰

された。⼀⽅、hLF-HSA の場合は、hLF と GAGs との相互作⽤により、融合された

HSA が細胞表⾯へ速やかにリクルートされ、HSA によるカベオラ依存性エンドサ

イトーシスシグナル活性化が効率的に⾏われることが⽰された。 

 

 第 3章「HSA 融合による hLF の TGN pH 制御」では、第 2章で検証された hLF

の細胞内送達技術を利⽤して、ヒト肺腺がん細胞株 PC-9 に対する増殖阻害メカニ

ズムを明らかにした。細胞内に送達された hLF が、TGN に発現する NHE7 の発現

量を⾼めることで、TGN がアルカリ化され、がん細胞の増殖が抑制される機序を

明らかにした。 

 PC-9 細胞に hLF ⼜は HSA単独、あるいは同時に添加した場合、細胞内⼩器官の

pH への影響はなかったが、hLF-HSA の場合はアルカリ化された。hLF-HSA の取り

込み経路であるカベオラ依存性エンドサイトーシス阻害剤で処理することで hLF-

HSA のアルカリ化効果は、基底の状態まで減弱されたことから、細胞内に送達さ

れることがその活性発現に必要であることが確認された。カベオラ依存性エンド

サイトーシスの活性剤で hLF を強制的に細胞内送達させると、細胞内⼩器官がア

ルカリ化された。また、我々が着⽬した主に TGN に発現する NHE7 をノックダウ

ンすることで、hLF-HSA の細胞内⼩器官のアルカリ化効果及び増殖阻害活性が減

弱した。さらに、hLF-HSA は PC-9 細胞の NHE7 の発現量を上昇させる可能性を⾒

出した。したがって、細胞内に送達された hLF が、細胞内⼩器官である TGN に発

現する NHE7 の発現量を⾼めることで、TGN のアルカリ化を誘導し、細胞増殖を
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抑制した可能性が⽰された。がん治療のターゲット分⼦として注⽬される NHE7 の

発現上昇因⼦の報告は hLF が初めてであり、hLF-HSA は今後の NHE7 の研究の更

なる貢献が期待される。また、PC-9細胞において、NHE7のノックダウンでは細胞

増殖に影響がなかったことから、NHE7 を発現抑制させるのではなく、発現上昇さ

せることが肺がん治療において有効である可能性が⽰唆された。本研究での報告

は、がん細胞の NHE7 による pH 恒常性の機構についての理解を深め、TGN pH を

標的とするがんの新たな治療戦略の可能性を⽰すものである。 

 

 本論⽂では、hLF-HSA の抗腫瘍活性を明らかにするために、その細胞内取り込

みに着⽬した。hLF に HSA を融合することで、hLF と細胞表⾯上の GAGs との相

互作⽤を介して、HSA の細胞内取り込みシグナルがより活性化され、細胞内に取

り込まれるメカニズムを明らかにした。また、hLF の細胞内送達を向上させること

で、その細胞内送達と抗腫瘍活性との関係、及び新しい抗腫瘍メカニズムを明ら

かにした。以上より、hLF への HSA 融合は、hLF の⽣理機能を⾶躍的に⾼めるこ

とが可能なことから、そのバイオ医薬品開発において、⼤いに貢献できると期待

される。 
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