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  〔千葉医学会奨励賞〕

プロテインキナーゼCの活性化は
ヒトL型アミノ酸トランスポーター 2の機能を向上させる

森　尾　花　恵

（2021年10月14日受付，2021年11月 9日受理，2022年 2月10日公表）

要　　旨

【目的】L型アミノ酸トランスポーター 2  （LAT2） は腎臓を主とした多くの組織に発現し，
Na＋非依存的にアミノ酸を輸送する。LAT2は薬物や生体内物質の輸送にも関与してお
り，生体内において重要な役割を担っていると言えるが，その機能制御機構は未だ明ら
かとなっていない。一方で，プロテインキナーゼC （PKC） は，これまでに数多くのト
ランスポーターの機能を制御することが報告されている。そこで，本研究はPKCがヒト
LAT2 （hLAT2） の機能に与える影響の解明を目的とした。
【方法】マウス近位尿細管由来細胞株S2細胞にhLAT2を安定発現させた細胞 （S2-LAT2
細胞） とそのmock細胞及びhLAT2一過性発現S2細胞を用いた。hLAT2の取り込み活
性，mRNA及びタンパク質発現量の解析は，それぞれトランスポートアッセイ，リアル
タイムPCR及びウェスタンブロッティングにより行った。
【結果・考察】まず，PKCがhLAT2安定発現系における取り込み活性に与える影響を
解析した。その結果，S2-LAT2細胞においてのみPKC活性化剤phorbol12-myristate13-
acetate （PMA） の曝露による取り込み活性の上昇が認められた。また，その上昇はPKC
阻害剤Go6983の同時曝露により阻害されたことから，PKC活性化依存的なものであるこ
とが裏付けられた。次に，同細胞を用いてPKCがhLAT2のmRNA及びタンパク質発現
量に与える影響を解析したが，いずれにおいてもPMA曝露による変化は認められなかっ
た。続いて，in silico解析によりhLAT2アミノ酸配列から 3箇所のPKC認識予測サイト 
（Thr-11, Ser-337, Ser-487） が見出されたことから，野生型あるいは上記サイト全てに変
異を導入したhLAT2を一過性発現させたS2細胞を用い，上記サイトがhLAT2のPKC
活性化に対する反応性に与える影響を解析した。その結果，上記サイトへの変異導入は
PMA曝露による取り込み活性の上昇に影響を与えないことが明らかとなった。最後に，
PKCがhLAT2の膜移行性に与える影響を解析した。PKCがアラニンのhLAT2に対す
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Ⅰ．緒　　言

L型アミノ酸トランスポーター 2  （LAT2） は
Na＋非依存的に中性アミノ酸を輸送するトランス
ポーターであり，4F2抗原重鎖とヘテロダイマー
を形成してその機能を発揮する［1,2］。LAT2は
広い基質特異性を有し，細胞増殖に必要な栄養素
やシグナル因子として働くほぼ全ての中性アミ
ノ酸 （プロリンを除く） を基質とする。また，ア
ミノ酸様薬物であるL-DOPA［3］や甲状腺ホルモ
ン［4］等のホルモンも基質とすることが知られて
いる。LAT2は小腸や腎臓，胎盤，骨格筋及び脳
を含む様々な組織に発現している［2,5,6］。中でも
LAT2は主に腎臓の近位尿細管や小腸において，
その上皮細胞の基底膜側に発現することが報告さ
れている［1,6,7］。このことから，LAT2はその基
質の血中への再吸収において重要な役割を果たす
因子として認識されている。LAT2の機能不全が
いくつかの病態で報告されていることも，LAT2
が恒常性維持において重要な役割を果たしている
ことを示唆している［8,9］。
また，LAT2は恒常性維持だけでなく，病態
にも関与することが報告されている。高血圧自
然発症ラットの腎臓においては，通常のラット
の腎臓と比較してLAT2タンパク質の発現量と
L-DOPAの取り込み量の上昇が認められている
［10］。L-DOPAは近位尿細管細胞においてドパミ
ンへと変換され，血圧上昇に関与することが知ら
れていることから，上記報告はLAT2が高血圧
の発症に関与する重要な因子となる可能性を示唆
するものであると言える。以上のように，LAT2
は正常及び異常な生体の双方において重要な役割
を担っていることが報告されているものの，その
機能制御機構は未だ明らかとなっていない。

これに対し，本研究ではLAT2の機能制御に
関与している可能性のある候補の一つとして，プ
ロテインキナーゼC （PKC）に着目した。PKCは
セリン/スレオニンキナーゼの一つであり，細胞
の増殖や遊走，分化及び生存を含む様々な細胞機
能の制御に関与する重要な因子である［11］。これ
までに数多くのトランスポーターの機能制御に
関与することが報告されている［12］が，PKCが
LAT2の機能に与える影響は未だに明らかとなっ
ていない。そこで，本研究はPKCがヒトLAT2 
（hLAT2） の機能に与える影響の解明を目的とし
た。

Ⅱ．結　　果

最初に，マウス近位尿細管由来細胞株S2細胞に
hLAT2を安定発現させた細胞 （S2-LAT2） とその
mock細胞 （S2-Mock） を用い，PKCがhLAT2の
L-アラニン （ 1 µM，以降アラニンと記載） 取り込
み活性に与える影響をトランスポートアッセイに
より解析した。S2-LAT2細胞においては，hLAT2 
mRNAの高い発現及びLATファミリーに対す
る阻害剤である 2-aminobicyclo［2.2.1］heptane-2-
carboxylic acid （BCH， 1 mM） 感受性の高いア
ラニン取り込み活性が認められた （図 1 A，B）。
細胞におけるhLAT2機能の発現を確認した後
に，PKC活性化剤であるphorbol 12-myristate13-
acetate （PMA） 及びPKC阻害剤であるGo6983を
用いたトランスポートアッセイによる解析を行っ
た。その結果，S2-LAT2細胞においてのみPMA 
（0.1/ 1 µM） の曝露により，PMA濃度依存的な有
意な取り込み活性の上昇が認められた。また，そ
の上昇はGo6983 （10 µM） の同時曝露により有意
に阻害された （図 1 C）。

るKm，Vmax値に与える影響を解析した結果，PMA曝露によりVmax値のみ有意に上
昇することが明らかとなり，hLAT2の膜移行性が向上している可能性が考えられた。し
かし，PKCがhLAT2タンパク質の局在及び細胞膜上における発現量に与える影響を解
析した結果，PMA曝露はいずれに対しても影響を与えないことが明らかとなった。
【結論】PKC活性化によりhLAT2の機能が向上することが明らかとなった。また，それ
にはhLAT2のデノボ合成やリン酸化及び膜移行性が関与しないことも明らかとなった。

　Key words:  アミノ酸トランスポーター，LAT2，腎臓，プロテインキナーゼC 
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続いて，PKCが内因性のhLAT2に与える影
響を解析するために，ヒト結腸がん由来細胞
株Caco-2細胞を用いた。Caco-2細胞における
hLAT1，2のmRNA発現量をリアルタイムPCR
により解析した結果，Caco-2細胞においてhLAT2
のmRNA発現量はhLAT1のそれと比較して顕著
に高く発現することが明らかとなった （図 2 A）。
また，Caco-2細胞におけるアラニン取り込み活性

をBCH （ 1 mM） 及び過剰量のアラニン （10 mM） 
を用いたトランスポートアッセイにより解析した。
その結果，Caco-2細胞におけるアラニン取り込み
活性は，BCH及び過剰量のアラニンにより同程度
まで有意に阻害されたことから，Caco-2細胞にお
けるアラニン取り込みは主にLATを介したもので
あることが示唆された （図 2 B）。これらの結果か
ら，Caco-2細胞は本研究の解析に適した細胞であ

図 1　S2-Mock細胞及びS2-LAT2細胞においてPKC活性化がhLAT2の輸送活性に与える影響
A : hLAT2 mRNA発現量解析
B : LATファミリー阻害剤 （BCH, 1 mM） を用いたアラニン取り込み活性解析 （**, p＜0.01; N.S., not significant）
C :  PKC活性化剤 （PMA, 0.1/ 1 µM） 及びPKC阻害剤 （Go6983, 10 µM） がアラニン取り込み活性に与える影響解析 
（**, p＜0.01 vs -/- （PMA/Go6983）; ##, p＜0.01 vs 0.1 µM/-; ††, p＜0.01 vs 1 µM/-）

引用元 :   ‘Hanae Morio et al. Protein kinase C activation upregulates human L-type amino acid transporter 2 
function. The Journal of Physiological Sciences （2021）, Springer Nature’
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取り込み活性の上昇が認められ，またその上昇は
Go6983 （ 1 µM） の同時曝露により有意に阻害され
た （図 2 C）。また，PKCのLAT1を介したアラニ
ン取り込み活性への影響を除外するため，LAT1

ると考え，続いてPKCがCaco-2細胞におけるア
ラニン取り込み活性に与える影響をトランスポー
トアッセイにより解析した。その結果，Caco-2細
胞においてもPMA （0.1/ 1 µM） 曝露による有意な

図 2　Caco-2細胞においてPKC活性化がhLAT2の輸送活性に与える影響
A : hLAT1及びhLAT2 mRNA発現量解析 
B :  アラニン過剰量 （10 mM） 及びLATファミリー阻害剤 （BCH, 1 mM） を用いたアラニン取り込み活性解析 （**, 

p＜0.01 vs （-）; N.S., not significant）
C :  PKC活性化剤 （PMA, 0.1/ 1 µM） 及びPKC阻害剤 （Go6983, 1 µM） がアラニン取り込み活性に与える影響解析 
（**, p＜0.01 vs -/- （PMA/Go6983）; ##, p＜0.01 vs 0.1 µM/-; ††, p＜0.01 vs 1 µM/-）
D :  LAT1特異的阻害剤 （JPH203, 10 µM） 存在下においてPKC活性化剤 （PMA, 0.1/ 1 µM） 及びPKC阻害剤 
（Go6983, 1 µM） がアラニン取り込み活性に与える影響解析 （*, p＜0.05 vs -/- （PMA/Go6983）; †, p＜0.05 vs 

1 µM/-）
引用元 :   ‘Hanae Morio et al. Protein kinase C activation upregulates human L-type amino acid transporter 2 

function. The Journal of Physiological Sciences （2021）, Springer Nature’
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hLAT2の機能制御を行っている可能性を考え，
PKCがhLAT2のmRNA及びタンパク質発現量
に与える影響をそれぞれリアルタイムPCR及び
ウェスタンブロッティングにより解析した。その
結果，上記いずれの細胞においてもPMA曝露に

特異的阻害剤であるJPH203 （10 µM） の存在下に
おいて同様の解析を行ったが，JPH203存在下にお
いても PMA （0.1/ 1 µM） 曝露による有意な取り
込み活性の上昇が認められた （図 2 D）。
次に，PKCがhLAT2のデノボ合成を介して

図 3　PKC活性化がhLAT2 mRNA及びタンパク質発現量に与える影響
A :  S2-Mock細胞及びS2-LAT2細胞においてPKC活性化剤 （PMA, 0.1/ 1 µM） がhLAT2 mRNA発現量に与える影
響解析 （N.D., not detected; N.S., not significant）

B :  S2-Mock細胞及びS2-LAT2細胞においてPKC活性化剤 （PMA, 0.1/ 1 µM） がhLAT2タンパク質発現量に与え
る影響解析

C :  Caco-2細胞においてPKC活性化剤 （PMA, 1 µM） がhLAT2 mRNA発現量に与える影響解析 （N.S., not 
significant）

D :  Caco-2細胞においてPKC活性化剤 （PMA, 1 µM） がhLAT2 タンパク質発現量に与える影響解析
引用元 :   ‘Hanae Morio et al. Protein kinase C activation upregulates human L-type amino acid transporter 2 

function. The Journal of Physiological Sciences （2021）, Springer Nature’
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4 A） ことから，野生型 （WT） あるいは上記サ
イト全てに変異を導入したhLAT2 （Triple mut） 
を一過性発現させたS2細胞を用いた解析を行っ
た。WT hLAT2の一過性発現系が機能している
こと （図 4 B），また変異導入によりhLAT2のタ
ンパク質発現量及びアラニン取り込み活性に変化
が認められないことを明らかとした （図 4 C） 後
に，上記サイトがhLAT2のPKC活性化に対する

よるhLAT2のmRNA及びタンパク質発現量の
変化は認められなかった （図 3）。
続いて，PKCがhLAT2のリン酸化を介してそ

の機能制御を行っている可能性を考え，hLAT2
アミノ酸配列に存在するPKC認識予測サイトを
in silico解析により探索した。その結果，細胞
内領域に存在する 3箇所のPKC認識予測サイト 
（Thr-11，Ser-337，Ser-487） が見出された （図

図 4　PKC認識予測サイトがhLAT2の輸送活性に与える影響
A : hLAT2タンパク質において予測されたPKC認識サイトの存在箇所の模式図 （in silico解析）
B : 野生型 （WT） hLAT2一過性発現S2細胞におけるWT hLAT2のアラニン取り込み活性解析 （**, p＜0.01 vs （-））
C :  PKC認識予測サイトへの変異導入 （Triple mut） がhLAT2のタンパク質発現量及びアラニン取り込み活性に与
える影響解析 （N.S., not significant）

D :  PKC認識予測サイトへの変異導入 （Triple mut） がhLAT2のPKC活性化剤 （PMA, 1 µM） への応答性に与え
る影響解析 （**, p＜0.01; N.S., not significant）

引用元 :   ‘Hanae Morio et al. Protein kinase C activation upregulates human L-type amino acid transporter 2 
function. The Journal of Physiological Sciences （2021）, Springer Nature’
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Vmax値に与える影響を， 6つの異なるアラニン
濃度 （ 1，100，200，400，1000，2000 µM） を
用いたトランスポートアッセイにより解析した。
取り込み活性値はS2-LAT2細胞における取り込
み活性値からS2-Mock細胞におけるそれを引い
て算出した。その結果，PMA曝露によりVmax
値のみ有意に上昇 （DMSO: 17187±1222，PMA: 
32309±1678 （pmol/mg protein/min）） すること

反応性に与える影響をトランスポートアッセイに
より解析した。その結果，いずれのhLAT2にお
いてもPMA曝露 （ 1 µM） による有意な取り込み
活性の上昇が認められ，変異導入による変化は認
められなかった （図 4 D）。
最後に，PKCがhLAT2の膜移行性の制御を
介してその機能制御を行っている可能性を考え，
まずPKCがアラニンのhLAT2に対するKm，

図 5　PKC活性化がhLAT2の膜移行性に与える影響
A	:  S2-Mock細胞及びS2-LAT2細胞においてPKC活性化剤 （PMA, 1 µM） がアラニンのhLAT2に対するKm, 

Vmax値に与える影響解析 （*, p＜0.05; **, p＜0.01 vs DMSO）
B :  EGFPタグをつけたhLAT2の一過性発現S2細胞においてPKC活性化剤 （PMA, 1 µM） がhLAT2タンパク質
の細胞内局在に与える影響解析

C :  S2-LAT2細胞においてPKC活性化剤 （PMA, 1 µM） が細胞膜上のhLAT2タンパク質発現量に与える影響解析
引用元 :  ‘Hanae Morio et al. Protein kinase C activation upregulates human L-type amino acid transporter 2 

function. The Journal of Physiological Sciences （2021）, Springer Nature’
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特にアラニンに対して高い親和性を示すこと［18-
20］，またLAT1阻害条件下においてもPKC活性
化によるアラニン取り込み活性の上昇傾向が保持
されたことから，PKCがhLAT2の機能に何等か
の影響を及ぼしている可能性は高いと考えられ
る。
これまで，PKCがトランスポーターの機能を

制御する方法として 1） デノボ合成， 2） リン酸
化による輸送活性の向上及び 3） 細胞質から細胞
膜上への移行性の向上の主に 3つが報告されて
きた［12］。しかし，本研究ではいずれについて
もPKCがhLAT2機能を制御する機構として関与
している可能性が低いことを示す結果が得られ
た。他に考えられるPKCによるhLAT2の機能制
御機構として，PKCが基質を取り込む際に生じ
るhLAT2タンパク質の構造転換の制御に関与し
ている可能性が考えられる。現在，残念ながら
hLAT2タンパク質が基質を取り込むために構造
を変化させる頻度あるいは速度について解析する
ための実験手法は存在しない。また，hLAT2の
結晶構造についての情報がほとんどなく，輸送に
関わる分子機構の解明が難しいこともこの可能性
についての追究をより困難なものにしている。一
方で，微生物においてhLATファミリーのホモロ
グにあたる数種の遺伝子の結晶構造情報から，そ
の分子機構が徐々に明らかとなってきているのも
事実であり，将来hLAT2の構造転換に関する解
析が可能となることが期待される［21,22］。また，
これまでにアラニンのLAT2に対するVmax値
の決定要因として複数のLAT2アミノ酸残基の
存在が予測されていることから，PKCとそのア
ミノ酸残基との関連についても今後解析していく
価値があると考えられる。

PKC活性化によるLAT2機能の向上の背景に
ある分子機構とともに，この現象がどのような生
体環境下において生じているのかについても興味
深いところである。LAT2が最も多く存在してい
る腎臓においては，PKCがパラトルモンからの
シグナルを受け取り，リン酸輸送の制御を介して
血中リン酸濃度の恒常性維持や骨代謝制御に関与
していることが報告されている［23］。この現象と
同様に，腎臓に存在する何らかのアミノ酸感知機
構が血中アミノ酸濃度の低下を感知し，PKCの

が明らかとなった （図 5 A）。この結果は，PKC
を介してhLAT2タンパク質の細胞膜上における
発現量が上昇したことを示唆するものであると
考えられた。そこで，続いてPKCがhLAT2タ
ンパク質の局在及び細胞膜上における発現量に
与える影響を解析した。それぞれ，EGFPでタグ
付けしたWT hLAT2を一過性発現させたS2細胞
の共焦点顕微鏡を用いた観察及びS2-LAT2細胞
を用いたウェスタンブロッティングにより解析
を行った。その結果，PMA曝露は予想に反して
hLAT2タンパク質の局在及び細胞膜上における
発現量のいずれに対しても影響を与えないことが
明らかとなった （図 5 B，C）。

Ⅲ．考　　察

以上，本研究ではPKC活性化によりhLAT2の
機能が向上することが明らかとなった。
これまで，ヒトの細胞においてPKC活性化によ

りLATファミリーを介した基質の輸送活性が上昇
することが報告されている［13-15］。LATファミ
リーの一員として，その単独の機能がPKCによる
制御を受けることが報告されているのはLAT1が
唯一［14,16］であり，本研究はPKCがLAT2の機
能に与える影響について明らかとした最初の報告
となる。また，これまでには腎臓の近位尿細管の
初代培養細胞を用いてPKCがNa＋依存性のアラニ
ン取り込み活性に対して与える影響について解析
がなされ，結果としてPKCによる影響を受けない
ことが報告されている［17］。これに対し，本研究
はPKCがNa＋非依存性のアラニン取り込み活性に
与える影響について明らかとした初めての報告で
もあり，結果としてPKC活性化によりhLAT2の
Na＋非依存性のアラニン取り込み活性が上昇する
ことを明らかとした。

Caco-2細胞を用いた解析では，LATを介した
アラニン取り込み活性だとみなすことができる，
Na＋非依存性及びBCH感受性のアラニン取り込
み活性が認められ，更にその活性がPKC活性化
により上昇することが明らかとなった。Caco-2
細胞に発現するhLAT2に対してPKCが与える影
響についてはさらに詳細な解析を行う必要があ
る。しかし，LAT2はLATファミリーの中でも
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