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略語一覧 

 

BL Bioluminescence 

6-CF 6-Carboxyfluorescein 

D-luc D-Luciferin 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid tetrasodium salt 

eLuc Pyrearinus termitillumians luciferase 

FI Fluorescence intensity 

fLuc Firefly luciferase (Photinus pyrails luciferase) 

GFP Green fluorescence protein 

HBSS Hanks’ balanced salt solution 

HEK293 Human embryonic kidney 293 cells 

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid 

IVIS In vivo imaging system 

LI Luminescence intensity 

MCT Monocarboxylate transporter 

MRI Magnetic resonance imaging 

OAT Organic anion transporter 

OATP Organic anion transporting polypeptide 

PBS Phosphate buffered saline 

PET Positron emission tomography 

SPECT Single-photon emission computed tomography 

USPIO Ultrasmall superparamagnetic iron oxide 

UV Ultraviolet 

  

  

 

 

 

 

 

  



 

 

緒論 

 

 ライフサイエンス研究において、in vitro 試験で得られた知見をもとに in vivo での生命現

象を理解しようとする取り組みが数多くなされているが、in vitro 試験から予測される生命現

象が必ずしも in vivo に反映されるとは限らない。それは、in vivo 系ではどのような分子であ

っても、系内に存在する様々な低分子化合物、タンパク質あるいは遺伝子と動的に連関しな

がら機能しているためである。したがって、生命現象の理解に繋がる信頼性・信憑性の高い

知見を得るためには、in vivo において、in vitro 試験で検討対象となる分子の挙動や変化を検

討する必要があり、そのためには、その生体環境下における事象を観察する技術が必須とな

る [1]。 

 現在、生きたままの実験動物個体において、リアルタイムかつ非侵襲的に、低分子化合

物、タンパク質および遺伝子の動きを可視化・画像化する手法として分子イメージング技術

に注目が集まっている [2]。この技術は、放射性標識体を用いた single-photon emission 

computed tomography (SPECT) および positron emission tomography (PET) [3-6]、核磁気共鳴現

象を用いた magnetic resonance imaging (MRI) [7-9]、green fluorescence protein (GFP) [10] やル

シフェラーゼ遺伝子 [11] を用いた光イメージングの三つに大別され [12] [13]、がん細胞の

浸潤 [14] や血管新生 [15]、腫瘍細胞におけるグルコース誘導体の集積性に基づく病理診断 

[16]、さらには、創薬における薬物動態の評価 [17] に応用されている (Table 1)。 

 

Table 1  Characterization of molecular imaging technologies [3-10] 

イメージング技術 プローブ 長所 短所 

SPECT 

PET 

 

放射性同位体標識体 

(18F、11C、99mTc、111In) 

・高感度 

・高時間分解能 

・ヒトへの適応 

・低い空間分解能 

・遺伝毒性 

・高コスト （プローブ等が高価） 

MRI 

 

造影剤 (Gd3+、ultrasmall 

superparamagnetic iron oxide; 

USPIO) 

・高感度 

・高空間分解能 

・ヒトへの適応 

・低い時間分解能 

・高コスト （プローブ等が高価） 

光イメージング： 

蛍光、発光 

GFP、ルシフェラーゼ基質 

(D-luciferin、Coelenterazine

等) 

・中間度 

・高時間分解能 

・高空間分解能 

・汎用性 

・適応は小動物のみ 

・感度が他の技術と比較すると

高くない。 

 

  



 

 SPECT や PET イメージングは、放射性同位体で標識したプローブの原子核崩壊に伴い放

出されるβ線やγ線等の光子を検出し、イメージングする技術である。一般に、あらゆる環

境下において他の因子の影響を受けることなくシグナルを検出することができるため、感度

および定量性において非常に優れている。特に PET イメージングは、その感度の高さから

医薬品開発における薬物動態や薬効薬理の評価に応用されるなど [18] [19]、様々な領域に適

応を拡大しつつある。しかし、プローブおよび検出器、いずれもが高価である点や、プロー

ブが生体内において代謝を受ける場合、その変化の識別が困難であること、および空間分解

能が低いことから、汎用性に欠けることが課題となっている。 

 MRI イメージングは、生物個体内にある水分や脂肪の水素原子核に対し、ラジオ波領域の

電磁波を照射することで、水素原子核から放射される電磁波を画像化するものである。特に

ultrasmall superparamagnetic iron oxide (USPIO) 粒子を取り込ませ標識した標的細胞において

は、特定シグナルの増幅が可能であるため [20]、細胞のトラフィッキングにも応用されてい

る [21]。しかし、空間分解能は低く、USPIO が細胞内に長期滞留した際、細胞毒性、細胞

分裂に伴う造影剤の希釈によるシグナル低下が問題となるため、単一細胞レベルのイメージ

ングには至っていないのが現状である。 

 近年、最も注目を集めているのが、光イメージング技術である。その理由として簡便性と

低コストが挙げられる。光イメージングは、GFP 等の蛍光タンパク質や蛍光色素を用いる蛍

光イメージングとルシフェラーゼ（発光酵素）遺伝子を用いる発光イメージングに大別され

る。蛍光イメージングは、複数の蛍光プローブを利用することにより、同時に多数の情報を

得ることができ、分子の構造、距離といった三次元的情報を得ることが可能である [22] 

[23]。しかし、蛍光を観測するためには、外部からの励起光の照射が必須であり、励起光が

生体内の目的分子を発現する部位まで透過しなくてはならないため、皮膚の厚い個体や体内

深部のイメージングは困難とされている。また、励起光照射に伴う細胞障害性により長時間

の観測に不向きであることや細胞の自家蛍光によるバックグラウンドも問題となっている 

[24] [25]。一方、ホタルや鉄道虫等が持つ発光酵素であるルシフェラーゼとその基質である

ルシフェリンの反応による生物発光を用いた発光イメージングは、励起光の照射が不必要で

あるため、バックグラウンドの干渉も少ない [26]。したがって、光イメージング技術におい

ては、ルシフェリン–ルシフェラーゼ反応による生物発光を利用した発光イメージング、あ

るいは生物発光を伴う蛍光イメージングが近年では主流になりつつある [27] [28] 

 生物発光に用いられる酵素および基質には、昆虫由来のルシフェラーゼに対する基質とし

て D-luciferin (D-luc)、クラゲ類、ウミエラ類および甲殻類 (エビ目、アミ目) などの海洋生

物由来のルシフェラーゼ対する基質として coelenterazine、甲殻類 (ウミホタル目) および魚

類由来のルシフェラーゼに対する基質としてウミホタルルシフェリン、過鞭毛藻類および甲

殻類 (オキアミ目) 由来のルシフェラーゼに対する基質として過鞭毛藻類ルシフェリンの 4

つの組み合わせが存在する (Table 2) [24]。これらの中でライフサイエンス研究において最も

頻用されているのが、D-luc と昆虫由来のルシフェラーゼの組み合わせである。D-luc–ホタ



 

ルルシフェラーゼ (fLuc) 反応の発光量子収率は約 0.4 となっており [24]、他の組み合わせ

と比較しても 1.3～8 倍ほど高い。 

 

Table 2  Characterization of combination of luciferin and luciferase 

ルシフェリン 由来生物 
発光 

量子収率 

D-luciferin (D-luc) 

 

昆虫類（甲虫目） 
0.41 (fLuc) 

coelenterazine  クラゲ類（軟クラゲ）、ウミエラ類（ウミエラ目）、

甲殻類（エビ目、アミ目）、頭足類（ツツイカ目） 
0.05 

ウミホタル 

ルシフェリン 

甲殻類 (ウミホタル目)、魚類 (ガマアンコウ目) 
0.30 

過鞭毛藻類 

ルシフェリン 

過鞭毛藻類 (ピロキスチス目、ヤコウチュウ目)、 

甲殻類 (オキアミ目) 
― 

 

 しかし、D-luc–ルシフェラーゼ反応を利用した生物発光イメージングの短所として、in 

vivo におけるシグナル強度の低さが指摘されている。この問題を克服するために、現在まで

に多面的な検討がなされてきており、そのアプローチは、１）発光波長の近赤外領域へのシ

フト、２）検出デバイスの高感度化、３）発光強度が高いルシフェラーゼの探索の三つに大

別される。 

 

１） 発光波長の近赤外領域へのシフト: 生体における光の透過性は波長により異なり、

生体の窓と呼ばれる 650～900 nm の近赤外領域で最も高い。この領域はヘモグロビンや

水による干渉が少ないためである [29] [30]。しかし、D-luc–ルシフェラーゼ反応によっ

て生成される光子の波長は約 560 nm であるため、その波長を近赤外領域にシフトさせ

る取り組みがなされている [31]。例えば、D-luc の水酸基をアミノ基に置換すること

で、ルシフェラーゼとの反応による生物発光の極大波長は 610 nm へシフトし、その基

質を用いることで生体深部やより大きな動物においてもイメージングが可能となること

が報告されている [32-34]。 

 

２） 検出デバイスの高感度化: 最近では、光検出デバイスである CCD カメラの性能が

格段に向上している。従来、光検出器として用いられていた光電子倍増管やイメージイ

ンテンシファイア付フォトダイオードアレイ検出器の検出効率は 10～15％程度であった

が、-90℃まで冷却可能な CCD カメラが開発され、約 90％の検出効率を達成しており、

極めて微弱な発光でも観測することが可能となっている [35-37]。 



 

 

３） 発光強度が高いルシフェラーゼの探索: 昆虫由来のルシフェラーゼとして、アメリ

カ産ホタルルシフェラーゼ (Photinus pyrails luciferase、firefly luciferase；fLuc) が最も利

用される [38]。しかし、fLuc は発光強度が低く、pH 感受性であるため、生体環境の変

化により発光強度が変化するという問題がある。一方、最近、見出されたヒカリコメツ

キムシ由来のルシフェラーゼ (Pyrearinus termitillumians luciferase; eLuc) は、pH 非感受

性であり、その発光強度は fLuc の約 100 倍にも及ぶ [39-42]。 

 

以上の取り組みにより、D-luc–ルシフェラーゼ反応 (Fig. 1) による生物発光を用いた手法

は主要なイメージングツールとなっている (Fig. 1)。しかし、未だ in vivo における生物発光

イメージングでは皮膚の薄いマウスが主に用いられ、より大きなラット等の小動物個体では

生体深部のイメージングは困難なのが現状である。さらに、高感度な生物発光イメージング

を行うために、基質である D-luc を小動物に大量投与しているのが現状であり、シグナル強

度に関わる問題点はまだ十分に解決されていない。 

一般に、D-luc–ルシフェラーゼ反応による生物発光のシグナル強度は、細胞内の D-luc お

よびルシフェラーゼ含量に依存する [43]。細胞内のルシフェラーゼ活性は規定値であるた

め、この反応におけるシグナル強度は主に D-luc の細胞内濃度に依存すると推察される。 

 

Fig. 1  D-luc–luciferase reaction 

 

D-luc はフェノール性水酸基およびカルボン酸基を持つアニオン性化合物である (Fig. 1)。

生理的条件下 (pH 7.4) においては、D-luc が持つカルボン酸基は、ほぼ完全に解離形で存在

するため、log P 値および分子量などの物理学的性質も考慮すると、単純拡散による D-luc の

細胞膜透過性は非常に低いと考えられる [44-46]。 

そこで本研究では、D-luc の細胞膜透過の過程に何らかのトランスポーターが関与すると

仮説を立て、D-luc の細胞膜透過に関与するトランスポーターの同定を試みた。さらに、ト

ランスポーターを活用して細胞内 D-luc 濃度を上昇させることができれば、より効率的な D-

luc–ルシフェラーゼ反応が可能になると仮説を立て、D-luc を高効率で輸送するトランスポ

ーターの探索とその in vivo 生物発光イメージングへの応用について検討した。まず、第 1 章

では、D-luc の化学構造と生理的条件下における解離状態から、モノカルボン酸トランスポ

ーターに着目し、D-luc–ルシフェラーゼ反応との関連性について検討を行った。第 2 章で

は、現在、同定されている各種有機アニオントランスポーターのいずれかが D-luc を輸送す



 

る可能性を考え、これらトランスポーターが D-luc–ルシフェラーゼ反応に与える影響につい

て検討した。この検討により、organic anion transporter 1 (OAT1) が顕著な D-luc 輸送活性を

有することを見出すことができたため、OAT1 と eLuc を共発現する安定発現株 

(HEK/eLuc/OAT1 細胞) を作製し、その生物発光について速度論的解析を行った。また、

HEK/eLuc/OAT1 細胞を用いて、マウスおよびラットにおける in vivo 生物発光イメージング

における D-luc トランスポーターの有用性について検討した。第 3 章では、本イメージング

手法が、医薬品開発のおける薬物トランスポーターを介した薬物間相互作用の評価に適用で

きる可能性を探るため、OAT1 を介した生物発光イメージングに対する OAT1 阻害剤の影響

について検討した。 

  



 

第 1 章 HEK293 細胞における内因性 D-luc トランスポーターの同定 

 

1－1 概論 

 ホタルを含む昆虫由来のルシフェラーゼと D-luc を用いた生物発光は、量子収率が高く、

検出感度が高い可視領域（最大波長：540～630 nm）の光子を放出するため、ライフサイエ

ンス研究において広く利用されている。従来、本反応系は、細胞における遺伝子発現の発光

プローブとして、あるいは試料に含まれる ATP 含量を高感度に検出するためのツールとし

ての利用されてきた [47]。その際、高感度測定を行うためには、昆虫由来ルシフェラーゼを

発現する細胞を破壊し、その抽出液に十分量の D-luc および ATP を添加しなければならない

ため、その用途は主に試験管レベルの in vitro 実験に限定されていた。しかし光学技術の進

歩に伴い、微弱な発光を検出可能な高感度 CCD カメラの開発や発光酵素および発光基質の

改良が進み、最近ではルシフェラーゼを発現する細胞や小動物個体から放出される発光を非

侵襲的かつリアルタイムにモニターすることが可能になっている。例えば、昆虫由来ルシフ

ェラーゼを発現する遺伝子改変マウス、あるいは昆虫由来ルシフェラーゼを発現する細菌や

細胞を移植したマウスに高用量の D-luc (150 mg/kg) を腹腔内投与し、生体内で生じた生物

発光を測定することで、in vivo における遺伝子発現や細胞挙動を追跡できる [27]。現在、こ

の技術に基づいて、遺伝子の DDS 研究 [48]、ウイルス・細菌による感染研究 [49]、がん・

幹細胞の分化増殖 [50] [51] に関する研究など、様々な in vivo イメージングの成果が報告さ

れている。しかし、ここで設定されている D-luc の投与量や投与方法は実践的な経験論に基

づき最適化されたものであり、D-luc の体内動態特性や薬物速度論的な理論はほとんど考慮

されていない。 

D-luc–ルシフェラーゼ反応は、D-luc を酸化する際に ATP を利用するため、生体では細胞

内においてのみ起こる。さらに、その発光強度は、ルシフェラーゼと ATP 含量が十分存在

する条件下では、D-luc の細胞内濃度に依存するため、細胞外 D-luc の細胞内移行が重要と

なる。しかし、D-luc の細胞・組織移行に関する詳細は、現在のところ不明である。 

D-luc は親水性のアニオン性化合物であり、log P 値および分子量といった物理化学的性質

と併せて考えると、D-luc の単純拡散による細胞膜透過性は非常に低いと推察される [44]。

しかし、動物個体を用いた in vivo 生物発光イメージングにおいては、筋肉、肝臓 、腎臓、

脳など [52]、様々な組織や臓器において D-luc の細胞内分布に基づく生物発光が認められて

いる。さらに興味深いことに、その生物発光強度は各組織でのルシフェラーゼ活性に必ずし

も依存せず、臓器間で差があることが指摘されている [53] [52]。したがって、D-luc の組織

移行には特異的なトランスポーターが関与している可能性が推察され、そのトランスポータ

ーは全身に発現している可能性が考えられる。 

これまでに in vivo 生物発光イメージングへ影響を及ぼすトランスポーターとして、多剤

耐性タンパク質の一種である BCRP (breast cancer resistance protein; ABCG2) が知られてい

る。BCRP は、腸管、腎臓、胎盤および血液脳関門などのバリア組織に局在し、細胞内に移



 

行した様々な有機化合物を細胞外に排出する活性を有している [54]。この特性から BCRP は

D-luc を基質として認識し [55]、細胞内に移行した D-luc を細胞外へ排出することでルシフ

ェラーゼを介した生物発光に対して抑制的に働くことが、マウス胎盤 [56] と血液脳関門 

[57] を対象とした研究で示されている。他にも HEK293 細胞を用いた生物発光イメージング

において、MRP4 (multidrug resistance-associated protein 4; ABCC4) が同様に D-luc を細胞外へ

排出し、生物発光強度を低下させることが報告されている [58] [59]。しかし、いずれのケー

スにおいても、排出トランスポーターが関与する以前に、どのように D-luc が細胞内に移行

するかについては考慮されていない。したがって、D-luc の細胞内移行を促進するトランス

ポーターが様々な生体組織や一般的な培養細胞株に発現していると考えられるが、その分子

実態は未だ同定されていない。 

 

 
Fig. 2 Chemical structure of D-luc and its ionization profile in different pH 

 

D-luc はカルボキシル基とフェノール性水酸基を有し、それぞれの pKaは 2.8、7.7 である 

[60]。したがって、生理的 pH における D-luc の分子形は、Fig. 2 に示されるように主にカル

ボキシル基のみが解離したモノカルボン酸イオンである [61]。 

そこで本研究では、モノカルボン酸トランスポーターが D-luc の細胞内移行に関与すると

仮説を立て、トランスポーターの発現系ホスト細胞株として汎用される HEK293 細胞におけ

る D-luc の細胞内移行におけるモノカルボン酸トランスポーターの関与の可能性と D-luc–ル

シフェラーゼ反応に与える影響について検討した。 

本検討にあたり、昆虫由来ルシフェラーゼとして、細胞内 pH の影響を受けず [62]、発光

強度が高いヒカリコメツキムシ（Pyrearinus termitilluminans）のルシフェラーゼ（Emerald 

Luciferase; eLuc）を選択し、HEK293 細胞に eLuc 遺伝子を安定発現した細胞株（HEK/eLuc



 

細胞）を作製した。この細胞は、Fig. 3 の様に、細胞外に添加した D-luc が細胞内へ透過

し、eLuc によって代謝されることにより、細胞内で生物発光を放出すると予想される。そ

こで本細胞株を用い、生物発光強度を指標に D-luc の細胞膜透過過程を評価した。 

 

 

 

Fig. 3  Cell-based bioluminescence assay system using HEK293 cells stably expressing Pyrearinus 

termitilluminans lucifease 

 

 

 

1－2 実験方法 

HEK/eLuc 細胞の作製 

eLuc の哺乳類安定発現ベクター (eLuc-pEBMulti-Neo) を構築するために、pELuc-test 

(TOYOBO) から EcoRI と NotI で切断した eLuc 断片を Epstein–Bar virus の複製起点および核

抗原を含む pEBMulti-Neo (Wako Pure Chemical Industries) に導入した。HEK293 細胞に

Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) を用いて eLuc-pEBMulti-Neo をトランスフェク

ションし、10% fetal bovine serum (Sigma-Aldrich) および 800 µg/mL G418 (Sigma-Aldrich) を

含有した Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; Wako Pure Chemical Industries) で 2 週間

培養した。得られた抗生物質耐性クローンを eLuc 発現 HEK293 細胞（HEK/eLuc 細胞）とし

て使用した。 

 

RT-PCR 法 

 サブコンフルエントの状態の HEK/eLuc 細胞より、Trizol 試薬 (Invitrogen) を用いて total 

RNA を精製し、3 µg の total RNA に対して Rever Tra Ace (TOYOBO) を逆転写酵素として用

い、オリゴ（dT）をプライマーとして逆転写反応を行った。生成された HEK/eLuc 細胞の

cDNA を用いて、Table 3 に示すプライマーセットを用いて、Table 4 に示す条件で PCR を行

った。DNA ポリメラーゼには Taq DNA polymerase (TOYOBO) を使用した。PCR 反応後、

PCR 産物をアガロースゲル電気泳動にて分離し、特異的サイズの DNA 断片の有無により、



 

遺伝子の発現を確認した。 

 

Table 3  Primers used for the RT-PCR of monocarboxylate transporters 

Transporter 

(HUGO 

symbol) 

GenBank  

accession No. 
Orientation Sequence (5’ to 3’) 

MCT1 

(SLC16A1) 

 

NM_153276 Forward 

Reverse 

CATCGGCTTCTCTTATGCATT 

TTTGTGTTGGCTACAAGTCCC 

MCT2 

(SLC16A7) 

 

NM_004731 Forward 

Reverse 

CATTCCCCAAAGCTGTCACC 

CTCCCAAATCCAAGGCCAAA 

MCT3 

(SLC16A8) 

 

NM_013356 

 

Forward 

Reverse 

GGGCTTCGGCCTCTCCTACGGCA 

CTGAGACAAGAAGCTGTGTTCCCA 

 

MCT4 

(SLC16A3) 

NM_004207 Forward 

Reverse 

CTTCGGCTGTTTCGTCATCACTGG 

CCCACACACGCAGCAGTTGAGCAG 

 

Table 4  PCR conditions 

Condition Time Cycles 

95°C 30 sec 1 

95°C 30 sec 

35 60°C 30 sec 

60°C 1 min 

68°C 5 min 1 

4°C  Hold 

 

トランスフェクション 

HEK/eLuc 細胞 (4.0×10 4 cells/well) を poly-L-lysine でコーティングした白色 96 well マイ

クロタイタープレート (Sumitomo Bakelite) に播種した。1 日培養後、抗生物質を含まない培

地に交換し、Lipofectamine 2000 を用いて、目的のプラスミドを導入した。4～6 時間後に、

100 U/mL penicillin、100 µg/mL streptomycin を含む DMEM に交換し、さらに 48 時間培養

し、その細胞を実験に使用した。 

 

 



 

生物発光の測定 

各 well の細胞を 0.1 mL の取り込み緩衝液 (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.4 mM KH2PO4, 0.8 

mM MgSO4, 1.0 mM CaCl2, 25 mM glucose, 10 mM HEPES, pH 7.4) または AR-C155858 

(Chemscene, Monmouth Junction, NJ) を含む取り込み緩衝液で 5 分間プレインキュベーション

し、その後 D-luc (2 µM) または D-luc と AR-C155858 を含む 0.1 mL の取り込み緩衝液に置換

し、所定時間経過後、ルミノメーター (MicroLumatPlus LB96V; Berthold Technologies, Bad 

Wildbad, Germany) にて発光強度を測定した。 

 

データ分析 

トランスポーター介在性輸送は、Michaelis-Menten 式 (v = Vmax×s /(Km + s）) に従うと仮

定することによって解析した。最大輸送速度（Vmax）および Kmは、Microsoft Excel 2013 

(Microsoft、Redmond, WA) を用いた非線形最小二乗回帰分析に基づいて、取り込み速度/発

光強度（v）対 基質濃度（s）のデータセットを式にフィッティングさせることによって算

出した。 

生物発光データは、独立した 3 回の実験について平均 ± S.E.として解析を行った。2 群間

の比較については、スチューデントの t 検定を用いて、または複数群の比較が必要な場合に

は、分散分析に続いてダネット検定を用いて行った。なお有意水準は、p < 0.05 に設定し

た。 

  



 

1－3 結果 

1. RT-PCR 法による HEK/eLuc 細胞における MCT1～4 の発現解析  

現在、モノカルボン酸トランスポーターファミリーは Solute Carrier (SLC) superfamily の中

の SLC16 群に分類され、ヒトにおいては以下の 14 種のトランスポーターが SLC16 ファミリ

ーのメンバーとして同定されている (Table 5)。 

 

Table 5  Monocarboxylate transporter family [63-66]  

Transporter 

(HUGO symbol) 
Expression Substrate 

MCT1 (SLC16A1) Heart, brain, intestine, muscle, etc.  Lactate, pyruvate, ketone 

bodies, etc. 

MCT2 (SLC16A7) Liver, brain, sperm tails Lactate, pyruvate, ketone 

bodies, etc. 

MCT3 (SLC16A8) Choroid plexus epithelia, retinal pigment 

epithelium 

Lactate 

MCT4 (SLC16A3) Skeletal muscle, astrocytes, white blood 

cells, etc.  

Lactate, ketone bodies 

MCT5 (SLC16A4) Brain, muscle, liver, placenta, etc. Unknown 

MCT6 (SLC16A5) Kidney, placenta, intestine, lung, etc. Nateglinide, bumetanide 

MCT7 (SLC16A6) Testis, spleen, heart, kidney Ketone bodies 

MCT8 (SLC16A2) Liver, kidney, heart, muscle, etc. T2, T3, T4 

MCT9 (SLC16A9) Endometrium, testis, ovary, brain, etc. Carnitine 

MCT10 (SLC16A10) Kidney, intestine, muscle, placenta, heart T3, T4, aromatic acids 

MCT11 (SLC16A11) Skin, lung, ovary, breast, pancreas, etc. Unknown 

MCT12 (SLC16A15) Kidney, retina, lung, testis Unknown 

MCT13 (SLC16A13) Breast, bone marrow stem cells Unknown 

MCT14 (SLC16A14) Brain, heart, muscle ovary, prostate, etc. Unknown 

 

この中で、MCT1 (SLC16A1)、MCT2 (SLC16A7)、MCT3 (SLC16A8) および MCT4 

(SLC16A3) については詳細な輸送機能や基質の探索などが検討されており、これらの生理的

役割として、乳酸、ピルビン酸などの有機酸の輸送に関与することが示されている。そこ

で、HEK/eLuc 細胞における MCT1～4 の発現を確認するため、RT-PCR による解析を行っ

た。Fig. 4 は、それぞれの遺伝子について、左側 (S) が HEK/eLuc 細胞の cDNA、右側 (P) 

はポジティブコントロール（Calu-3 細胞の cDNA）を使用した結果を示している。HEK/eLuc

細胞においては MCT1 の発現のみが確認され、MCT2、3、4 の発現は認められなかった。し

たがって、HEK/eLuc 細胞における主要なモノカルボン酸トランスポーターは MCT1 である



 

ことが示された。以前の報告でも、HEK293 細胞における MCT1～4 の発現については、

MCT1 のみの発現が確認され、MCT2、3、4 については発現が認められていない [67] [68]。

したがって、本結果は過去の報告と一致するものであった。 

 

 

Fig. 4  RT-PCR analysis of the mRNA expression of monocarboxylate transporters (MCT1~4) in 

HEK/eLuc cells 

 

2. D-luc–luciferase反応に与えるMCT1阻害剤 (AR-C155858) の影響 

最近、アストラゼネカにおける T 細胞増殖抑制を標的とした創薬研究の過程において、

MCT1 および MCT2 を選択的に阻害する AR-C155858 (Fig. 5) が見出されている [69]。そこ

で、先の RT-PCR 解析より、HEK/eLuc 細胞における主要なモノカルボン酸トランスポータ

ーは MCT1 のみであったため、AR-C155858 を用いて MCT1 機能を阻害した状態における

D-luc–luciferase 反応について検討した。 

 

 

Fig. 5  Structure of AR-C155858, a specific inhibitor of MCT1 and MCT2 

 

HEK/eLuc 細胞に D-luc を添加することにより、D-luc–eLuc を介した発光強度の増大が確

認された (Fig. 6)。このことは細胞内に移行した D-luc が eLuc と反応したことを示してい

る。また、その活性は AR-C155858 (10 µM) の添加により有意に阻害された (Fig. 6)。した

がって、上述の RT-PCR の結果と合わせると、HEK/eLuc 細胞において D-luc は細胞膜透過性

を示し、その膜透過過程には MCT1 が関与する可能性が示唆された。 

 



 

 

 

3. MCT1 の一過性発現が D-luc–eLuc 反応に与える影響 

D-luc の細胞膜透過に MCT1 が関与している可能性を裏付けるために、HEK/eLuc 細胞に

MCT1 を一過性発現させ、発光強度の増大が起きるか否か検討した。 

 

Fig. 7  Effect of heterologous expression of MCT1 on D-luc–eLuc reaction in HEK/eLuc cells. 

Bioluminescence was evaluated for 5 min at 37°C and pH 7.4 in the presence of D-luc (2 µM). Mean ± 

S.E. (n = 4), **p < 0.01 compared with the control condition. 

 

 

 

Fig. 6  Effect of AR-C155858 on D-luc–eLuc reaction in HEK/eLuc cells. Bioluminescence was 

evaluated for 5 min at 37°C and pH 7.4 in the presence of D-luc (2 µM). Mean ± S.E. (n = 4), **p 

<.0.01 (vs. CTRL) 

** 



 

MCT1 を HEK/eLuc 細胞に一過性発現させた結果、D-luc 添加時における発光強度は有意

に増大した。また、その発光強度の増大は AR-C155858 により消失し、発光強度レベルは

CTRL と同じ値にまで低下した (Fig. 7)。この結果は、MCT1 が D-luc を基質として認識し、

その細胞内への輸送を促進することで D-luc–eLuc 反応を増強していることを示唆するもの

である。さらに、HEK/eLuc 細胞における D-luc–eLuc 反応は、トランスポーターを外因的に

導入することにより、発光強度を増強できることが示唆された。 

 

4. D-luc–luciferase 反応に対する AR-C155858 の濃度依存性 

HEK/eLuc 細胞における D-luc 添加時の発光強度に対する AR-C155858 の阻害効果につい

て、その濃度依存性を検討した。その結果、発光強度は AR-C155858 の添加濃度の増大に伴

い低下し、0.1 µM 以降は一定値となった (Fig. 8)。この阻害プロファイルを解析した結果、

みかけの IC50値は 42.9 nM と算出された。この値は、MCT1 の乳酸輸送に対する AR-

C155858 の Ki値 (2.3 nM) [69] [70] に近い値であった。前述の結果と合わせると、HEK293

細胞における D-luc の細胞膜透過過程に MCT1 が関与していることがより強く示唆された。 

 

  

 

Fig. 8  Concentration dependency of AR-C155858 on D-luc–eLuc reaction in HEK/eLuc cells. 

Bioluminescence was evaluated for 5 min at 37°C and pH 7.4 in the presence of D-luc (2 µM). Mean ± 

S.E. (n = 4) 



 

1－4 考察 

 本章では、HEK/eLuc 細胞における内因性 D-luc トランスポーターを同定するにあたり、

モノカルボン酸トランスポーターに着目して D-luc–eLuc 反応による生物発光に対する MCT

の阻害剤や遺伝子導入の影響について検討を行った。RT-PCR による発現解析により、

HEK/eLuc 細胞に発現する主要なモノカルボン酸トランスポーターは MCT1 のみであること

が示された。また、HEK/eLuc 細胞に D-luc を添加することで生物発光が認められ、その発

光強度は MCT1 の一過性発現により増大し、MCT1・MCT2 の選択的阻害剤である AR-

C155858 により濃度依存的に阻害されることが明らかとなった。以上の結果より、HEK293

細胞における D-luc の細胞膜透過に MCT1 が関与していることが示唆された。 

これまでに、培養細胞における D-luc の細胞膜透過過程に取り込み型トランスポーターの

関与を示唆する１つの報告がある。Zhang らは [71]、イヌ腎臓尿細管上皮細胞由来の細胞株

である MDCKⅡ細胞にホタルルシフェラーゼ (fLuc) を発現させ、D-luc 添加時の生物発光

を評価し、MDCKⅡ細胞とおける発光強度が、同程度の fLuc 活性を有する HEK293 細胞や

ヒト前立腺がん由来細胞株である 22Rv1 細胞と比べて高いことを示している。さらに、この

大小関係は、BCRP の阻害剤存在下においても同様であることから、排出トランスポーター

の活性の違いによるものでなく、何らかの取り込みトランスポーターの発現量の違いに基づ

くことを指摘しているが、その分子の特定には至っていない。ここで、本研究成果と他の知

見として MDCKⅡ細胞に MCT1 が高発現していること [72] を併せて考察すると、Zhang ら

の検討における細胞株間の発光強度の差異は MCT1 の発現レベルに起因するものと考えられ

る。 

一方、現在までのところ、哺乳類細胞系において MCT1 を介した薬物や生体外異物の輸送

を明確に示した例は報告されていない。MCT1 に関する研究は主に、アフリカツメガエル卵

母細胞の発現系を用いた電気生理学的手法によりなされている [73] [74]。これまでの研究に

より、MCT は、細胞内外のプロトン濃度勾配を駆動力として、乳酸、ケトン体、酢酸等の

低分子モノカルボン酸を輸送することが示されている。また、内因性化合物以外では、安息

香酸やサリチル酸の輸送も確認されている [74]。これらは、いずれも分子量が 150 以下の低

分子であることから、MCT1 は分子量が大きい化合物を基質として認識しないと考えられて

きた。しかし、本検討で輸送されることが明らかとなった D-luc は分子量が 300 程度の化合

物であることから、MCT1 は比較的大きい分子サイズの化合物も基質として認識することが

明らかとなった。したがって、本結果は、哺乳類細胞系において MCT1 が薬物トランスポー

ターとして機能することを示した初めての知見である。これまでに哺乳類細胞系において

MCT1 による内因性化合物以外の輸送が確認されなかった要因として、MCT1 が低親和性ト

ランスポーターであることが挙げられる。MCT1 の良好な内因性基質である乳酸であって

も、その Km値は数 mM レベルであることを考えると [73] [74]、他の化合物に対する認識性

はさらに低いと推察される。また、低 pH 条件下で有機酸の輸送を測定する際、非解離形の

増大に伴う単純拡散の影響が大きく、MCT1 介在性輸送を分離評価できない問題も考えられ



 

る。本検討では、細胞内の D-luc 濃度を eLuc との反応で生じた生物発光で高感度測定する

ことで、これらの問題を結果的に克服しており、電気生理学的手法では困難なレベルの定量

化に成功したものと考えられる。 

MCT1 は、脳、肝臓、腎臓、心臓、筋肉等の全身に高発現していることから [37]、D-luc

の体内分布に関与する主要なトランスポーターであると推察される。Lee や Berger ら [31] 

[75] はマウスにおける放射ラベルした D-luc の体内動態について検討を行い、D-luc が全身

性に分布することを報告している。したがって、D-luc を用いた in vivo 生物発光イメージン

グにおいては、モニターする細胞や組織における MCT1 の発現やその程度を考慮する必要が

あり、特に発光強度の比較に基づく解析を行う際、その活性はルシフェラーゼに基づくもの

でない可能性があるので、データの解釈に注意が必要であろう。 

  



 

第１章 小括 

 

HEK/eLuc 細胞における生物発光強度は、細胞外への D-luc 添加により増加し、その活性

は MCT1、2 の特異的阻害剤 AR-C155858 によって有意に阻害された。また、HEK293 細胞

における MCT2~MCT4 の発現は認められず、主要なモノカルボン酸トランスポーターは

MCT1 のみであった。HEK/eLuc 細胞に MCT1 を一過性発現させた結果、発光強度は有意に

増大し、その増大分は AR-C155858 の添加により消失した。さらに、その発光強度に対する

AR-C155858 のみかけの IC50値は 42.9 nM であり、この値は MCT1 に対する Ki値と同等であ

った。以上の結果より、HEK293 細胞における D-luc 細胞膜透過過程に MCT1 が関与してい

ることが示唆された。 

  



 

第 2 章 外因性 D-luc トランスポーターの探索とその応用 

 

2－1 HEK/eLuc における D-luc–eLuc 反応に及ぼす各種有機アニオン性トランスポーター

の影響 

 

2－1－1 概論 

生物発光イメージングにおいて、D-luc–ルシフェラーゼ反応による生物発光は、D-luc の

濃度が一定条件であれば、細胞や組織に発現するルシフェラーゼの活性に依存するというコ

ンセンサスに基づいて利用されている [76]。しかし、第 1 章において、D-luc–eLuc 反応のシ

グナル強度は、D-luc の細胞外から細胞内に移行する量、即ち細胞膜透過過程に依存するこ

とが明らかとなり、HEK293 細胞での D-luc の細胞膜透過過程にモノカルボン酸トランスポ

ーターである MCT1 が関与することが示唆された。このことは、細胞内のルシフェラーゼ活

性レベルに関わらず、細胞内への D-luc の移行を促進することができれば、生物発光を増強

できることを示している。 

一方、MCT1 は D-luc の輸送能を有するものの、その活性は十分高いものではない可能性

が考えられる。MCT1 は H+の濃度勾配を駆動力として基質の細胞内濃縮を触媒するトラン

スポーターであるが、H+の濃度勾配がない条件下では細胞内外の基質の濃度差に基づく輸送

を行うため、生理的条件下では MCT1 による濃縮的な D-luc 輸送はほとんど起こっていない

と推察される。したがって、生物発光イメージングのシグナル強度を増大させるためには、

D-luc の細胞膜透過性を上げることに加えて、細胞内への D-luc の集積性を高める方策が有

効と考えられる。 

現在までに、有機アニオン化合物を細胞内に濃縮的に取り込むことができる主要なトラン

スポーター群として、下記の SLC22A family と SLCO family が知られている (Table 6)。これ

らのトランスポーターは、基質認識性が広く、内因性化合物やその代謝産物等を基質とする

だけでなく、生体外異物である薬物も基質として認識することが報告されている。 

本章では、これら有機アニオントランスポーターのいずれかが濃縮的な D-luc の細胞内取

り込みを行うこと、およびその輸送活性により D-luc–eLuc 反応が促進されることを仮定

し、HEK/eLuc 細胞に各種ヒト有機アニオン性トランスポーターを一過性発現させ、D-luc–

eLuc 反応に与える影響について検討した。 

  



 

Table 6  Major organic anion (and zwitterion) transporters [77-80] 

Transporter (HUGO symbol) Expression Substrate 

OAT1 (SLC22A6) Kidney, placenta p-Aminohippurate, etc. 

OAT2 (SLC22A7) Kidney, liver PGE2, salicylate, etc. 

OAT3 (SLC22A8) Kidney, brain Estrone sulfate, etc. 

OAT4 (SLC22A11) Kidney, placenta Estrone sulfate, PGE2, etc. 

OCTN1 (SLC22A4) Kidney, placenta, etc. Quinidine, verapamil, etc. 

OCTN2 (SLC22A5) Skeletal muscle, kidney, etc. Carnitine, L-lysine, etc. 

OATP1A2 (SLCO1A2) Brain Estrone sulfate, pitavastatin, etc.  

OATP1B1 (SLCO1B1) Liver Estrone sulfate, pravastatin, etc. 

OATP2B1 (SLCO2B1) Liver, intestine Estrone sulfate, PGE2, etc. 

 

 

2－1－2 実験方法 

発現ベクターの作製 

各トランスポーターの cDNA は、ヒト組織 total RNA（BioChain Institute Inc., Newark、

CA）から調製した cDNA を鋳型とし、GenBank の配列に基づき設計したプライマーセット

を用いて、KOD plus DNA ポリメラーゼ（TOYOBO）による PCR により増幅した。得られ

た PCR 産物を鋳型とし、制限酵素部位を含むプライマーセットを用いて第 2 の PCR を行っ

た。各トランスポーターcDNA 断片を単離するために使用したプライマーの配列および total 

RNA の由来組織を Table 7 に示す。得られた PCR 産物を対応する制限酵素で処理し、哺乳動

物発現ベクターである pCI-neo (Promega, Madison, WI) に導入した。ABI PRISM 3100-Avant 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) を用いて最終産物のヌクレオチド配列

を決定した。なお、OATP1B3-pcDNA3.1 は東京大学楠原教授より提供いただいた。 

 

 

Table 7  Primers and total RNAs used for the cloning of transporters 

Transporter 
(HUGO symbol) 

GenBank  

accession no. 

Total 
RNA  

source 

 Orientation Sequence (5’ to 3’) 

OAT1 

(SLC22A6) 

NM_153276 Kidney 1st 

PCR 

Forward 

Reverse 

CAACCCAGCTGCGGAGGCAA 

GATGCTTTCCTGAACCACAACCCC 

   2nd 

PCR 

Forwarda) 

Reverseb) 

CTAGAATTCCGCCATGGCCTTTAATGACCTC 

GTCTCTAGACCTGTAGGACCTTCCCT 

OAT2 

(SLC22A7) 

NM_006672 Kidney 1st 

PCR 

Forward 

Reverse 

TCCCACCTCCAGAGTCCAAG 

ACAGAATCCTCCCCAACCGT 

   2nd 

PCR 

Forwardc) 

Reverseb) 

GATCTCGAGTGGGTGAGCAGCATGGGC 

ACTTCTAGACACTCCCACTTAGTTCTG 

OAT3 

(SLC22A8) 

NM_004254 Kidney 1st 

PCR 

Forward 

Reverse 

GGGACCTCAACTACACTGATCACCA 

AGTTCTTATCGCTGTTTATTGAAACCTCC 



 

   2nd 

PCR 

Forwarda) 

Reverseb) 

AGCGAATTCTGCCATGACCTTCTCGGAGA 

GACTCTAGAGGTGCCTGGCTAGGATCAG 

OCTN1 

(SLC22A4) 

NM_003059 Small 

intestine 

1st 

PCR 

Forward 

Reverse 

GCAAGTTTCGGAGCGGCAGT 

ACGAATTTCTCCACAGGGTCTTA 

   2nd 

PCR 

Forwarda) 

Reverseb) 

AGAATTCGGAGCGGCAGTGGGA 

GTTCTAGAATTTCTCCACAGGGTCTT 

OCTN2 

(SLC22A5) 

NM_003060 Small 

intestine 

1st 

PCR 

Forward 

Reverse 

GGACGGTCTTGGGTCGCCTGC 

GGGGAAAGGGGTGGGGGACTTA 

   2nd 

PCR 

Forwarda) 

Reverseb) 

TGGGAATTCCGGCATGCGGGACTACGACGAGGT 

TCCTCTAGACAGTCTTTCCTCTTC 

OATP1A2 

(SLCO1A2) 

NM_021094 Brain 1st 

PCR 

Forward 

Reverse 

ATGGGAGAAACTGAGAAAAGA 

CAATTTAGTTTTCAATTCATCATC 

   2nd 

PCR 

Forwardc) 

Reverseb) 

GCCTCGAGTCATGGGAGAAACTGAGAAA 

CTTCTAGATTACAATTTAGTTTTCAATTC 

OATP1B1 

(SLCO1B1) 

NM_006446 Liver 1st 

PCR 

Forward 

Reverse 

ATCTATATTTCAATCATGGACC 

GGCATTTCTCTTTACTTAGGAT 

   2nd 

PCR 

Forwardc) 

Reverseb) 

CAACTCGAGATCATGGACCAAAATCAAC 

CACTCTAGAATCAATGCAATGCTGTT 

OATP2B1 

(SLCO2B1) 

NM_007256 Small 

intestine 

1st 

PCR 

Forward 

Reverse 

TGCTTCCTCTCCCCTGCTAAG 

GAAGGTGATCCAGGCGAGTG 

   2nd 

PCR 

Forwardc) 

Reverseb) 

GAACTCGAGGTCATGGGACCCAGGATAG 

GTGTCTAGAGGAGGTACTGCTGTGGC 

Underlined are restriction enzyme sites for EcoRI (a), XbaI (b) or XhoI (c). 

 

取り込み実験 

 Poly-L-lysine でコーティングした 24 well プレートに HEK293 細胞を 4.0×10 4 cells/well に

なるよう細胞を播種し、その翌日、前章 1-2 に示した方法で、OAT1-pCI-neo をトランスフェ

クションした。なお、CTRL には、空ベクターである pCI-neo を用いた。 

トランスフェクションした各 well の細胞を 0.5 mL の取り込み緩衝液で 5 分間プレインキ

ュベーションし、その後 D-luc (2 µM) を含む 0.5 mL の取り込み緩衝液で置換し、15 分間の

取り込み時間経過後、氷冷した取り込み緩衝液で 3 回、各 well を洗浄した。洗浄後、0.1% 

ギ酸が含む 50% methanol 水溶液を 500 µL を加え、室温で 30 分放置し、全量を回収した。

その後、13.000 rpm で 30 分間遠心分離した後、上清を回収し、これを LC-MS/MS サンプル

とした。 

 

LC-MS/MS による D-luc の定量 

LC-MS/MS (Waters Xevo TQ-S 質量分析システム; Waters, Milford, MA) を用いて D-luc の細

胞内濃度を測定した。サンプル (5 µL) を、水相 0.1％ ギ酸 (A (0.1 M) ) および有機相メタ

ノール（B）で流速 0.2 mL/分、カラム温度は 30℃で測定を行った。カラムは、オクタデシ

ル基結合シリカゲルカラム（Acquity UPLC BEH C18 1.7 µm カラム、100 mm×2.1 mm; 

Waters） を用いた。グラジエントは 10％ B で開始し、0.5 分間維持し、3.0 分にわたって



 

90％ B に増加させ、3.0 分間 90％ B で維持し、次いで平衡化するために 1.5 分にわたって

10％ B の組成で移動相中の溶媒濃度を変化させた 。 

D-luc の親イオン m/z 280.97 および娘イオン m/z 177.01,193.98 および 235.01 を ESI +モード

でモニタリングした。イオン化パラメータは以下の通りである。 

キャピラリー電圧: 3.0 kV；脱溶媒和温度: 500℃；脱溶媒和ガス流速: 1000 L/h；ソース温

度: 500℃; コーンガス流量: 50 L/h 

  



 

2－1－3 結果 

OAT1/SLC22A6、OAT2/SLC22A7、OAT3/SLC22A8、OATP1A2/SLCO1A2、OATP1B1/ 

SLCO1B1、OATP1B3/SLCO1B3、OATP2B1/SLCO2B1、OCTN1/SLC22A4 および OCTN2/ 

SLC22A5 を HEK/eLuc 細胞に一過性発現させ、2 µM の D-luc の存在下で D-luc–eLuc 反応に

よる発光強度を測定した (Fig. 9)。CTRL と比較して、発光強度は、OAT1 および OAT3 を発

現する HEK/eLuc 細胞において顕著に増加し、それぞれ 13.6 および 2.24 倍であった。しか

し、他の OAT や両性イオントランスポーターである OCTN、および OAT とは異なるファミ

リーに属する有機アニオントランスポーターである OATP は発光強度を変化させなかった。

したがって、D-luc–eLuc 反応による発光強度の増大は OAT1 および OAT3 に特異的であるこ

とが示された。 

 

OAT1 および OAT3 を一過性発現させた HEK/eLuc 細胞における発光強度の増大は、これ

らトランスポーターを介した D-luc の膜透過性の亢進および細胞内への集積によるものと考

えられた。そこで、D-luc が OAT1 の基質であるか否かを決定するために、OAT1 を一過性に

発現させた HEK293 細胞における D-luc の細胞内取り込みを LC-MS/MS を用いて定量評価し

た。D-luc (2 µM) を細胞外に添加し、15 分間インキュベーションした結果、D-luc の細胞内

取り込みは、OAT1 発現細胞では CTRL 細胞に比較し 62.2 倍大きい値を示した (Fig. 10)。ま

た、速度論的解析により、OAT1 による D-luc の取り込みは、Michaelis-Menten 式に従い、飽

和性を示し、Km値は 0.23 µM と算出された (Fig. 11)。これらの結果より、OAT1 は D-luc を

輸送することが明らかとなった。さらに、OAT1 を介した細胞内への D-luc の取り込みは、

 

Fig. 9  The effect of various organic anion transporter genes on bioluminescence generated by the D-

luc–eLuc reaction. An empty vector was used as the control. Bioluminescence was evaluated for 5 min at 

37°C and pH 7.4 in the presence of D-luc (2 µM). *p < 0.05, **p < 0.01 compared with the control 

condition.  Data are presented as the mean ± S.E. (n = 3–4). 
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細胞内 D-luc 濃度を増大させ、eLuc による反応を促進することが示唆された。 

 

  

Fig. 10  Uptake of D-luc in HEK293 cells transiently expressing OAT1 alone. The uptake of D-luc (2 

µM) was evaluated for 15 min. *p < 0.05 compared with the control condition. Data are presented as the 

mean ± S.E. (n = 3–4). 

 

 

 

Fig. 11  Concentration-dependent uptake of D-luc mediated by OAT1 transiently expressed in HEK293 

cells. The Km value for D-luc was estimated as 0.23 µM by non-linear curve fitting to the Michaelis–

Menten equation. The OAT1-specific uptake was calculated by subtracting the uptake in the mock cells. 

The uptake was evaluated at 37°C and pH 7.4. Data are presented as the mean ± S.E. (n = 3–4).  
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2－1－4 考察 

本節では、HEK/eLuc 細胞において D-luc–eLuc 反応に及ぼす各種有機アニオントランスポ

ーターの影響について検討した。その結果、OAT1 および OAT3 は D-luc を基質として認識

するトランスポーターであることが示された。また、OAT1 による D-luc 輸送の Km値は 0.23 

µM と算出され、D-luc は OAT1 に対して非常に高親和性の基質であることが示された。 

OAT1 は、有機アニオンを基質として認識するトランスポーターである。OAT1 は、血液

から腎臓の近位尿細管上皮細胞への物質輸送に関与し、栄養素、内因性代謝物、および薬物

を含む生体異物など、広範囲の化合物の腎排泄に関与している。したがって、この非特異的

かつ広範な基質特異性を有する OAT1 の特性により、生理学的条件においてアニオン性およ

びジアニオン性の形態で存在する D-luc が基質として認識されると推察される。しかし、

OAT1 の D-luc に対する親和性（Km値：0.23 µM）は極めて高く、その Km値は OAT1 の典型

的な生体内基質である p-アミノ馬尿酸の Km値（28.5 µM）よりもはるかに小さい [81]。し

たがって、D-luc は OAT1 の特異的プローブとなり得ると考えられる。 

また以前に、マウスを用いた D-luc の体内動態の検討において、放射性同位元素で標識さ

れた D-luc は、静脈内投与後、腎臓に顕著に蓄積することが報告されている [36]。マウス

OAT1 はヒト同様、腎臓に高発現しているため、このことは今回の検討で得られた、D-luc は

OAT1 により輸送されるという知見を支持するものである。 

最近、取り込みトランスポーターを利用して細胞系における生物発光の増強に初めて成功

した事例が報告されている [82]。HEK293 細胞にラット Oatp1 を発現させることにより、D-

luc (89 µM) を添加した際の発光強度が、CTRL と比較し 2.6〜5.6 倍増加したことが示されて

いる [82]。しかし、本検討ではヒト OATP を用いて発光強度の有意な増強を検出することが

できなかった。この違いは、使用した D-luc の濃度条件、あるいは基質特異性における種差

に起因すると考えられる。先のラット Oatp1 の研究で検討された D-luc 濃度 (36〜536 µM) 

は、本検討におけるトランスポーターの機能的スクリーニングに用いた濃度 (2 µM) よりも

はるかに高い。さらに、D-luc のラット Oatp1 の見かけの Km値（166 µM） [82] は、OAT1

の Km（0.23 µM）よりもはるかに大きい。ここで、両トランスポーターが同程度の輸送効率

（同等の Vmax値を有する）と仮定すると、ラット Oatp1 による取り込み速度は、線形性を示

す条件下で OAT1 の取り込み速度よりも約 720 倍低いと見積もられる。したがって、今回の

実験条件では、OATP による発光強度の増強は検出が困難であった可能性がある。あるい

は、トランスポーターの基質特異性が、ヒト OATP とラット Oatp1 とで異なり、ヒト OATP

による D-luc 輸送活性が低い可能性も考えられる。Kullak-Ublick らの報告 [83] によれば、ラ

ット Oatp1 はヒト OATP1A2 と最も高い相同性（67％）を有するものの、ラット Oatp1 に対

応するヒトのパラログ遺伝子は存在しないことがゲノム解析によって明らかにされている。 

  



 

2－2 OAT1 を介した 6-carboxyfluorescein の取り込みに対する D-luc の阻害効果 

 

2－2－1 概論 

前節において、OAT1 が D-luc を基質として認識し、細胞内に濃縮的に取り込むトランス

ポーターであることが明らかとなった。このことから、OAT1 を利用することにより、生物

発光イメージングのシグナル強度が増大し、in vivo における遺伝子発現動態の解析や細胞の

追跡に応用できる可能性が考えられる。そこで、より詳細な OAT1 の D-luc 輸送解析ととも

に in vivo における生物発光イメージングを検討するために、OAT1 安定発現株である

HEK/eLuc/OAT1 細胞の作製を試みた。 

一方、HEK/eLuc/OAT1 細胞では、D-luc が eLuc により速やかに代謝を受けるため、OAT1

による D-luc 輸送活性を直接的に解析するのは困難である。一般に、OAT1 の輸送評価で

は、基質として放射性同位体標識された p-アミノ馬尿酸や蛍光基質である 6-carboxy- 

fluorescein (6-CF) [81] [84]が用いられる。 

本節では、作製された HEK/eLuc/OAT1 細胞における OAT1 を介した 6-CF の取り込み活性

を評価し、それに対する D-luc の効果を検討することで、OAT1 と D-luc の相互作用の評価

を行った。 

 

 

2－2－2 実験方法 

HEK/eLuc/OAT1 細胞の作製 

OAT1-pCI-neo を EcoRI と NotI で切断して得られた OAT1 断片を pEBMulti-Hyg（Wako 

Pure Chemical Industries）に導入することにより、OAT1（OAT1-pEBMulti-Hyg）のエピソー

ム発現ベクターを作製した。第 1 章の方法 (1－2) と同様に、HEK/eLuc 細胞に

OAT1/pEBMulti-Hygro を導入し、500 µg/mL の hygromycinB の存在下で 1 週間培養すること

で OAT1 の安定発現株を得た。 

 

6-CF 取り込み実験 

細胞の播種や取り込み実験の過程は第 1 章の方法 (1－2) と同様に行った。細胞を洗浄後

は、細胞を室温で 0.2％ Triton X-100 含有する 20 mM TRIS 溶液 (0.2 mL) に可溶化した。各

サンプル (150 µL) に含まれる 6-CF 量は、485/520 nm の励起/蛍光波長における蛍光をプレ

ートリーダー（Varioskan TM Flash 2.4; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA）により定量

した。 

  



 

2－2－3 結果 

HEK/eLuc/OAT1 細胞において顕著な 6-CF の取り込みが確認され、CTRL 細胞では 6-CF の

取り込みは検出限界レベルであった。この OAT1 を介した 6-CF の取り込みは Michaelis-

Menten 式に従い、その Km値は 3.90 µM と算出され (Fig. 12A)、この値は以前の 6-CF による

OAT1 の機能解析での報告値 (3.93 µM、6.94 µM) [85]と一致した。OAT1 による 6-CF の取り

込みに対する D-luc の阻害効果を検討した結果、D-luc は濃度依存的に 6-CF 取り込みを減少

させ、半数阻害濃度 (IC50) は 1.14 ± 0.37 µM であった (Fig. 12A)。 

 

  

 

Fig. 12  Inhibitory effect of D-luc on 6-CF uptake mediated by OAT1 

(A) The concentration dependence of 6-CF uptake in HEK293/eLuc/OAT1 cells. The Km value for 6-CF 

was estimated as 3.90 µM. (B) Inhibition profile of 6-CF (5 µM) uptake by D-luc. The IC50 value of D-

luc was 1.14 ± 0.37 µM. The uptake was evaluated for 5 min at 37°C and pH 7.4. Data are presented as 

the mean ± S.E. (n = 4). 

 

 

2－2－4 考察 

本節では、OAT1 を安定発現させた HEK/eLuc/OAT1 細胞を用いて、OAT1 を介した 6-CF

の取り込みの評価を行い、その輸送に対する D-luc の阻害効果を検討した。その結果、

HEK/eLuc/OAT1 細胞における顕著な 6-CF の輸送が確認できたことから、OAT1 を高発現す

る HEK/eLuc/OAT1 細胞の作製に成功したことが示された。OAT1 による 6-CF の取り込みに

対する D-luc の IC50値は 1.14 ± 0.37 µM であり、競合阻害を仮定したモデル式 [Ki = IC50/ (1 + 

s/Km) ] にあてはめて阻害定数（Ki）を算出すると、0.50 µM となった。この値は、前節の

OAT1 による D-luc の輸送解析で求められた Km値 (0.23 µM) とほぼ等しいことから、その

阻害様式は競合阻害であることが示唆され、本検討からも D-luc が OAT1 の基質となること

を支持する結果を得ることができた。  
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2－3 HEK/eLuc/OAT1 における D-luc–eLuc 反応の解析 

 

2－3－1 概論 

 第 2 章第 2 節より、OAT1 の基質である 6-CF の取り込みに対する D-luc の効果は、競合阻

害である可能性が示唆された。第 2 章第 1 節の結果と合わせると、OAT1 は D-luc を基質と

して認識することが強く示唆された。 

 本節では、HEK/eLuc/OAT1 細胞における D-luc–eLuc 反応を解析することで、in vivo にお

ける生物発光イメージングの応用に繋がると考え、発光強度の時間依存性および濃度依存性

を検討し、OAT1 により増大した D-luc–eLuc 反応の解析を行った。 

 

 

2－3－2 実験方法 

生物発光の測定 

第 1 章第 1 部で記した方法と同様の方法で、HEK/eLuc 細胞および HEK/eLuc/OAT1 細胞

（4.0×10 4 cells/well）を poly-L-lysine でコーティングした白色 96 well マイクロタイタープレ

ートに播種した。1 日後、各 well の細胞を 0.1 mL の取り込み緩衝液で 5 分間プレインキュ

ベーションし、その後 D-luc (2 µM) 0.1 mL の取り込み緩衝液に置換し、所定時間経過後、ル

ミノメーターにて発光強度を測定した。 

 

データ分析 

第 1 章第 1 部で記した方法と同様の方法で、トランスポーター介在性輸送は、Michaelis-

Menten 式 (v = Vmax×s /(Km + s)) に従うと仮定することによって解析した。 

生物発光データは、独立した 3 回の実験について平均 ± S.E.として解析を行った。2 群間

の比較については、スチューデントの t 検定を用いて、または複数群の比較が必要な場合に

は、分散分析に続いてダネット検定を用いて行った。なお有意水準は、p < 0.05 に設定し

た。 

 

 

2－3－3 結果 

HEK/eLuc/OAT1 細胞において、細胞外 D-luc を様々な濃度 (0.1~2.0 µM) で添加した結

果、いずれの濃度においても発光強度は直ちに最大レベルまで上昇し、徐々に低下し、約

15 分後に定常状態に達した (Fig.13A)。定常状態（添加後 15 分）における発光強度は、濃度

依存性かつ飽和性を示し (Fig. 13B)、Michaelis-Menten 式に基づき算出された見かけの Km値

は 0.36 µM であった。  



 

   

Fig. 13  Functional characteristics of the D-luc–eLuc reaction in HEK293/eLuc/OAT1 cells 

(A) Time courses of bioluminescence (BL) in the presence of varied concentrations of D-luc (0.1–2 µM). 

BL intensities generally reached a steady state at 15 min. (B) BL dependence on D-luc concentration. BL 

intensities increased with increasing concentrations of D-luc. The apparent Km value for D-luc was 

estimated as 0.36 µM. 

 

 

2－3－4 考察 

ルミノメーターにより測定される発光強度は、単位時間あたりにカウントされた光子数

(photon/sec) であるため、実質的には発光速度 (D-luc–eLuc 反応の速度) を表している。した

がって、HEK/eLuc/OAT1 細胞で認められた発光強度の変化より、発光速度は D-luc 添加直後

が最大であり、その後、徐々に低下し、15 分後に定常状態に達したことになる。 

D-luc–eLuc 反応の見かけの反応速度は、D-luc の細胞膜透過および eLuc の酸化反応の二つ

の過程により制御されている。HEK/eLuc/OAT1 細胞における発光強度の速度論的解析を行

った結果、Km値は 0.36 µM と算出され、OAT1（0.23 µM）の Kmと同等であった。一方、

eLuc による D-luc の酸化反応は Km値が 80 µM であることが示されている [41]。これらのこ

とから、検討した D-luc 濃度 (2 µM 以下）条件下においては、D-luc–eLuc 反応に起因する発

光強度は、OAT1 による細胞膜透過過程に依存していることが示唆される。すなわち、OAT1

による D-luc 輸送が HEK/eLuc/OAT1 細胞における生物発光の律速段階となっていると考え

られる。実際、D-luc-eLuc 反応の見かけの速度は、細胞外からの D-luc の流入と細胞内での

D-luc-eLuc 反応が同じ速度で起こる平衡状態に達することからも、系全体の反応速度が細胞

膜透過過程に依存していると推察される。したがって、OAT1 の発現量の増大は D-luc–eLuc

反応による生物発光の増強に直結することが見込まれるため、目的とする eLuc 発現細胞に

OAT1 を高度に発現させる技術が確立できれば、更なる生物発光の増強が可能になると考え

られる。  
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2－4 OAT1 を介した in vivo 生物発光イメージングの最適化 

 

2－4－1 概論 

 これまでの検討結果より、OAT1 を用いることで培養細胞における D-luc–eLuc 反応をより

効率的に行えることが明らかとなった。 

本節では、OAT1 が動物個体における生物発光イメージングの感度を改善し得るかどうか

を検証するために、HEK/eLuc/OAT1 および HEK/eLuc 細胞を皮下移植したマウスおよびラッ

トを用いて、D-luc 腹腔内投与による生物発光のイメージングを検討した。 

 

2－4－2 実験方法 

実験動物 

 本実験では、4 週齢の Wistar 雄性ラット (東京実験動物) および 4 週齢の ICR 雄性マウス

を用いた。飼料と水は自由摂取とし、恒温 (23±1°C)、恒湿 (55±5%)、定時照明 (12 時間

明所 7:00 ~ 19:00、12 時間暗所 19:00~7:00) の人口環境下で飼育した。動物の飼育、実験操

作は「動物の愛護及び管理に関する法律 (昭和 48 年法律第 105 号) 」、「実験動物の飼養及び

保管等に関する基準 (昭和 55 年総理府公示第 6 号) 」及び「東京薬科大学実験動物規程 (平

成 22 年 東京薬科大学学長) 」に則って行った。 

 

In vivo 生物発光イメージングの評価 

マウスおよびラットを用いた in vivo 生物発光イメージングは、IVIS ルミナシリーズ III

（PerkinElmer Inc., Waltham, MA）を用いて行った。PBS に懸濁した HEK/eLuc 細胞または

HEK/eLuc/OAT1 細胞（それぞれ 1×106 cells/2 mL/kg）を、画像化の 60 分前にマウスまたはラ

ットの大腿部皮下に移植した。各用量の D-luc (5 ~100 mg/kg) を腹腔内投与後、以下の設定

で生物発光をモニタリングした。 

Resolution and sensitivity: Binning medium (中解像度/中間度), F/Stop: 1 (絞り無し), Exposure 

time: 60 s 

D-luc で処置した動物で得られたシグナルからバックグラウンドを差し引くことによっ

て、D-luc-eLuc 反応に特異的な生物発光を定量化した。 

  



 

2－4－3 結果 

20 mg/kg の D-luc 投与後 30 分における生物発光のシグナル強度は、HEK/eLuc 細胞を移植

した部位に比較し、HEK/eLuc/OAT1 細胞が移植された部位において有意に高いことが示さ

れた (Fig. 14A)。また、マウスに比べ、皮膚の厚いラットを用いた検討においても同様の結

果が認められた (Fig. 14B)。次に、マウスに 20 mg/kg の D-luc を投与した後の発光強度の時

間推移による変化を検討した結果、HEK/eLuc/OAT1 細胞を移植した部位では、投与後約 30

分で最大となり、以降は緩やかに減少した (Fig. 15A)。一方、HEK/eLuc 細胞を移植した部

位では、いずれの時間においても発光強度は微弱であった。投与後約 30 分における大腿部

の発光強度は、HEK/eLuc/OAT1 細胞移植部位では HEK/eLuc 細胞と比較して 29.8 倍の発光

強度を示した。さらに各用量の D-luc を投与後 30 分における発光強度について検討した結

果、HEK/eLuc/OAT1 細胞移植部位における発光強度は濃度依存的に増加し、検討した最大

用量である 100 mg/kg で最大となった (Fig. 15B)。 

 

 

 

Fig. 14  (A) A representative image of in vivo bioluminescence in a living mouse 30 min after 

administration of D-luc (20 mg/kg, i.p.). (B) A representative image of in vivo bioluminescence in a 

living rat 30 min after administration of D-luc (20 mg/kg, i.p., n = 3). HEK293/eLuc/OAT1 cells (red) 

and HEK293/eLuc cells (blue) were subcutaneously implanted. 
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Fig. 15  (A) Time courses of bioluminescence intensities in the right and left femoral regions in mice, 

where HEK293/eLuc/OAT1 cells (●) and HEK293/eLuc cells (○) were subcutaneously implanted, 

respectively, after the administration of D-luc (20 mg/kg, i.p.). (B) Concentration dependence of 

bioluminescence intensities 30 min after the administration of varied doses of D-luc Data are presented 

as the mean ± S.D. (n = 3–4). 

 

 

第 3 節 考察 

本節では、OAT1 を利用することにより、従来の方法に比較し、マウスおよびラットを用

いた in vivo 生物発光イメージングを高感度に実施することに成功した。 

本検討で用いた D-luc の投与量 (20 mg/kg) は、従来、標準的に用いられている投与量の

1/10 以下である [86]。以前の報告では、この投与量で行った in vivo 生物発光イメージング

では、発光強度は 15 分で最大となり、それ以降は急激に減少するため、30 分以降では十分

な発光が認められなくなることが示されている [87]。本検討では、OAT1 を利用することに

より、90 分の時点においても十分な発光強度が得られている。 

現在、in vivo 生物発光イメージングではマウスがモデル動物として主体的に利用されてい

る。これは、マウス以上の大きさの小動物では皮膚が厚く、生体外部へ生物発光が透過する

際に皮膚が障壁となるためである [88]。しかし、本検討では OAT1 を用いることにより、従

来の 1/10 以下の D-luc 投与量においてもラットを用いたイメージングに成功することができ

た。  
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第２章 小括 

 

本章では、細胞内への D-luc の積極的な取り込みを媒介し、D-luc–eLuc 反応を増強するト

ランスポーターの探索とその生物発光イメージングへの応用について検討した。 

候補として有機アニオントランスポーターを取り上げ、これらの一過性発現が HEK/eLuc 細

胞における D-luc–eLuc 反応に与える影響について検討し、OAT1 および OAT3 の発現によ

り、D-luc 添加時における発光強度が顕著に増大することを見出した。OAT1 を一過性発現さ

せた HEK293 細胞における D-luc の細胞内取り込みを評価した結果、著しい細胞内への D-

luc の蓄積が認められた。速度論的解析より、D-luc の輸送は飽和性を示し、Km値は 0.23 µM

であった。また、この値は、HEK/eLuc/OAT1 細胞における OAT1 を介した 6-CF 取り込みに

対する D-luc の Ki値と同等であった。したがって、OAT1 は D-luc を良好な基質として認識

し、細胞内へ濃縮的に輸送することで、D-luc–eLuc 反応を増強することが示唆された。

HEK/eLuc/OAT1 細胞における発光強度の解析より、定常状態における生物発光反応の見か

けの Km値が 0.36 µM と算出され、eLuc に対する D-luc の Km値 (80 µM) よりも、上記の

OAT1 に対する Km値に近いため、その反応における律速段階は、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。 

さらに、HEK/eLuc 細胞を移植したマウスおよびラットを用いた in vivo 生物発光イメージ

ングの検討より、D-luc 低投与量の条件下であっても、OAT1 を導入することで HEK/eLuc 細

胞を高感度にイメージングすることに成功した。 

したがって、eLuc 細胞に D-luc トランスポーターとして機能する OAT1 を高発現させるこ

とにより、高感度な in vivo 生物発光イメージングが可能となり、より詳細な Luc 細胞の追

跡や体内動態の解析に利用できると考えられる。 

  



 

第 3 章 生物発光イメージングを利用した OAT1 を介した薬物間相互作用の評価 

 

3－1 概論 

 医薬品は実際の医療の現場において単剤で使用されることは稀であり、常にいくつかの医

薬品と併用して用いられている。その中で問題となっているのが、併用薬との薬物間相互作

用である。薬物間相互作用とは、複数の医薬品を併用した際に、薬物動態の変動、薬効の増

強や副作用の発生等の問題が起こることである。したがって、薬物間相互作用を適切に評価

することは、臨床上で起こりうる有害事象の回避に繋がると期待される。最近では、医薬品

開発の前臨床段階（あるいはその初期段階）において薬物間相互作用の評価を行うことが推

奨されている [89-92]。 

従来、薬物間相互作用の評価対象は、シトクロム P450 を中心とした薬物代謝酵素であっ

たが [91-96]、最近では、それらを介した相互作用に加え、トランスポーター介在性の相互

作用の潜在性・重要性が指摘されている [90]。薬物の体内動態に関わるトランスポーターの

多くは、基質認識性が大きく、様々な薬物を基質あるいは阻害剤として認識するため、互い

の薬物の体内動態を変動させることがある。例えば、強心配糖体である digoxin と抗不整脈

薬である quinidine を併用した際、quinidine が P 糖タンパク質 (P-gp) を阻害することによ

り、digoxin の血中濃度が上昇することが古くから知られている [97]。また、脂質異常症治

療薬である pitavastatin と免疫抑制剤である cyclosporine の併用により、pitavastatin の肝取り

込みに関わる OATP の阻害により、pitavastatin の AUC が 10 倍以上に増大することが報告さ

れている [98]。このようなトランスポーター介在性の薬物間相互作用の評価の重要性から、

2012 年～2014 年に、米国食品医薬品局（FDA） [99]、欧州医薬品庁（EMA） [100]、医薬

品医療機器総合機構（PMDA） [90] により、医薬品開発段階における薬物間相互作用のリ

スク評価に関するガイダンス・ガイドラインが示され、7 つの薬物トランスポーター（P-

gp、BCRP、OATP1B1、OATP1B3、OAT1、OAT3、OCT2）が評価対象として指定されてい

る。 

PMDA のガイドラインでは、重篤な相互作用リスクが疑われる場合、最終的にヒトにおけ

る薬物相互作用試験の実施が必要となるが、そのリスク評価は基本的に対象トランスポータ

ーを発現する培養細胞を用いた in vitro 試験で行われる。例として OAT1 に対する評価にお

ける decision tree を Scheme 1 に示す [90] [101]。 

  



 

 

 

Scheme 1  Decision tree of OAT1 mediated drug-drug interaction [89] 

 

In vitro 試験にあたっては、医薬品候補化合物（被験薬）の発現細胞への取り込みのほか

に、典型基質および典型阻害薬を用いた検討も行われる。これらの過程で薬物トランスポー

ターと強く相互作用する被験薬は薬物間相互作用のリスクが高いと判断されるため、そのリ

スクを回避するためには、医薬品候補化合物を絞り込んでいく医薬品開発の初期段階から、

薬物トランスポーターとの相互作用を評価することが望ましい。しかし、多くの医薬品候補

化合物個々について評価するのは困難かつ高コストであるため、そのようなニーズに対応す

るためには迅速かつ簡便な薬物間相互作用評価システムの構築が必要となる。 

一方、第 2 章の検討により、HEK/eLuc 細胞に OAT1 を発現させることにより、細胞内 D-

luc 濃度が上昇し、発光強度が有意に増大することを明らかとした。本章では、この成果

を、OAT1 を介した薬物間相互作用の評価系として応用利用できる可能性を考え、in vitro に

おける OAT1 を介した生物発光のイメージングと、その画像解析に基づく各種阻害剤による

生物発光の阻害効果について検討を行った。  



 

3－2 実験方法 

In vitro 生物発光イメージング 

HEK/eLuc 細胞および HEK/eLuc/OAT1 細胞（4.0×10 4 cells/well）を poly-L-lysine でコーテ

ィングした白色 96 well マイクロタイタープレートに播種した。1 日後、各 well の細胞を 0.1 

mL の取り込み緩衝液で 5 分間プレインキュベーションし、その後、D-luc あるいは D-luc と

阻害剤 (probenecid (Wako Pure Chemical Industries), telmisartan (Tokyo Chemical Industry), 

mefenamic acid (Sigma)) を含む 0.1 mL の取り込み緩衝液で置換することにより、in vitro 生物

発光イメージングを開始した。生物発光は、IVIS ルミナシリーズ III（PerkinElmer Inc., 

Waltham, MA）を用いて、12.5×12.5 cm (FOV), small binning, 20 s exposure time の設定で観測

した。 

 

 

3－3 結果 

Fig. 16 に D-luc 添加時における HEK/eLuc/OAT1 細胞から生じた生物発光のイメージング

による画像データを示す。HEK/eLuc/OAT1 細胞の発光強度は、細胞外 D-luc 濃度の増加とと

もに増加した (Fig. 16A)。また、2 µM で、HEK/eLuc/OAT1 細胞では発光強度がプラトーに

達し、HEK/eLuc 細胞では発光強度はごくわずかにしか観測されなかった。さらに、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た (Fig. 

16B, C）。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 IC50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（11.2 µM [85]、1.09 µM [102] および 0.27 - 0.36 µM [103]）。 

  



 

 

Fig. 16  Inhibitory effect of specific OAT1 inhibitors on the BL. (A) A representative image of BL in 

the presence of varied D-luc concentrations (0.1–2 µM) (B) A representative image of BL in the 

presence of varied concentrations of inhibitors. (C) The IC50 values for probenecid, mefenamic acid, and 

telmisartan were 13.9 ± 2.8, 5.43 ± 0.82, and 0.89 ± 0.16 µM, respectively. Data are presented as the 

mean ± S.E. (n = 3). BL intensities in (C)–(E) were measured by using IVIS system. 

  



 

3－4 考察 

本章では、D-luc–eLuc 反応による生物発光を指標に、OAT1 を介した薬物間相互作用の評

価の可否について検討した。HEK/eLuc/OAT1 細胞における in vitro 生物発光は IVIS を使用す

ることによって容易にイメージング可能であった。また、OAT1 阻害剤の添加による阻害効

果も同様にイメージングでき、画像解析の結果から IC50値を算出することも可能であった。

さらに、D-luc-eLuc 反応に対するそれらの IC50値は、以前の報告値とほぼ一致した。これら

の結果は、OAT1 を介した D-luc-eLuc 反応に対する被験薬の阻害効果をイメージングし、画

像解析することで、被験薬と OAT1 との相互作用及び OAT1 を介した薬物間相互作用の可能

性を評価できることを示唆している。 

一般に、典型基質を用いる従来の評価過程では、放射性同位元素で標識した基質あるいは

LC-MS/MS による測定を前提とした基質を利用して、それらの細胞内への蓄積量を定量しな

ければならないため、複数の処理ステップを踏む必要がある (Fig. 17)。経験的には、1 サン

プルの評価（取り込みおよび測定）に要する時間は、おおよそ 15 分～1 時間である。一

方、この生物発光による評価系を用いれば、D-luc を含む取り込み緩衝液に被験薬を加え、

OAT1 と eLuc を発現する細胞に添加するだけで、OAT1 に対する被験薬の効果を数秒以内に

評価することが可能である。本法は、現在までに報告されている薬物トランスポーターの機

能評価法の中で、ダイナミックレンジが極めて大きく、最も簡便かつ迅速な評価方法と位置

付けられる。 

以上より、トランスポーター介在性の D-luc-eLuc 反応に基づく発光強度の評価は、OAT1

（おそらく OAT3 においても）を介した薬物間相互作用を評価するための高感度かつ迅速な

非侵襲性のハイスループットスクリーニングシステムの開発にも役立つことが期待される。 

 

 

Bioluminescence assay 

 

 

 

 

Uptake assay 

 

 

 

 

Fig. 17  Measurement procedures of bioluminescence assay and uptake assay 

  



 

第３章 小括 

 

本章では、生物発光イメージングを用いることにより、OAT1 を介した薬物間相互作用の

評価系への応用の可能性およびその画像解析に基づく各種阻害剤による生物発光の阻害効果

について検討を行った。HEK/eLuc/OAT1 細胞における生物発光は IVIS を使用することによ

って容易にイメージング可能であり、各種 OAT1 阻害剤の添加による阻害効果も同様にイメ

ージングでき、画像解析の結果から IC50値を算出することができた。さらに、その IC50値

は、以前の報告値とほぼ一致したことから、D-luc-eLuc 反応に基づく発光強度の評価は、

OAT1 を介した薬物間相互作用を評価するための高感度かつ迅速な非侵襲性のシステムの構

築に応用できる可能性が示唆された。 

  



 

総括 

 

本研究では、D-luc の物理化学的性質に着目し、D-luc の細胞膜透過過程におけるトランス

ポーターの関与を仮定し、細胞や組織における D-luc の細胞内以降に関わるトランスポータ

ーの同定、および D-luc を細胞内に積極的に取り込み D-luc–ルシフェラーゼ反応を増強する

トランスポーターの探索を行った。さらに、D-luc を輸送するトランスポーターを活用した

in vivo 生物発光イメージングについて検討した。 

第 1 章では、HEK/ D-luc 細胞における D-luc–eLuc 反応への阻害剤および遺伝子導入の影

響を検討し、モノカルボン酸トランスポーターである MCT1 が内因性の主要な D-luc トラン

スポーターであることを見出した。このことは、D-luc の細胞内への移行過程においてトラ

ンスポーターの重要性を示すとともに、生体内での D-luc の分布に MCT1 が関与する可能性

を示唆するものである。 

第 2 章では、第 1 章で得られた D-luc の細胞膜透過過程にトランスポーターが関与すると

いう知見に基づき、細胞内への D-luc の積極的な取り込みを媒介し、D-luc–eLuc 反応を増強

するトランスポーターの探索とその生物発光イメージングへの応用について検討した。各種

ヒト有機アニオン性トランスポーターを HEK/eLuc 細胞に一過性発現させ、D-luc 添加時に

おける生物発光を測定した結果、OAT1 および OAT3 の発現により、発光強度が顕著に増大

することが示された。OAT1 を一過性発現させた HEK 細胞において、著しい D-luc の細胞内

蓄積が認められ、その取り込みの速度論的解析より、D-luc は OAT1 に対する良好な基質 

(Km = 0.23 µM) であることが明らかとなった。本知見は、OAT1 の安定発現株である

HEK/eLuc/OAT1 細胞における 6-CF 取り込みに対する D-luc の強力な阻害効果 (Ki = 0.50 

µM) からも確認された。以上より、D-luc は OAT1 に対する高親和性の基質であることが明

らかとなり、OAT1 は D-luc を細胞内へ濃縮的に輸送することで、D-luc–eLuc 反応を増強す

ることが示唆された。また、HEK/eLuc/OAT1 細胞における発光強度の解析より、D-luc を添

加した際の生物発光強度を規定する律速段階は、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。さらに、HEK/eLuc 細胞を移植

したマウスおよびラットを用いて in vivo 生物発光イメージングを行った結果、OAT1 を利用す

ることにより、in vivo 生物発光イメージングを非常に感度良く行うことに成功した。 

第 3 章では、in vitro における生物発光イメージングが、OAT1 を介した新規薬物相互作用

システムの構築に繋がると考え、その可能性を検討した。HEK/eLuc/OAT1 細胞において、

D-luc 濃度依存的な発光強度の増大および OAT1 特異的阻害剤の効果をイメージングするこ

とができた。その画像データを解析して得られた OAT1 特異的阻害剤の IC50値は、以前の報

告値とほぼ一致したことから、D-luc-eLuc 反応に基づく生物発光イメージングは、OAT1 を

介した薬物間相互作用を評価するための高感度かつ迅速な非侵襲性のシステムの構築に応用

できる可能性が示唆された。 



 

本研究では、トランスポーターを利用することにより、D-luc-eLuc 反応をより効率的に

し、生物発光イメージングの感度および精度を亢進させることに成功した。これにより、従

来では困難であった生体深部や体積が大きな動物個体でイメージングを行える可能性が示唆

された。さらには、この技術により、近未来に登場するであろう iPS 細胞医薬品等の細胞医

薬品の体内動態追跡を可能になることを期待する。 
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