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研究成果の概要（和文）：　バイオインフォマティクスによる解析から、多数の近位尿細管管腔側輸送体と共発現変動
する腎特異的新規膜タンパクTRAPを同定し、そのノックアウトマウスを作製したところ、Fanconi 症候群類似の、糖、
アミノ酸、尿酸等の顕著な尿中排泄上昇を呈することを明らかにした。更にプロテオミクスによる網羅的解析により、
TRAPが統合的に制御する管腔側輸送体群の全体像を明らかにし、TRAPによる輸送体群の管腔側膜への局在維持機構を解
析した。
　本研究の成果は、Fanconi 症候群の新たな原因遺伝子候補を提示するとともに、溶質輸送の生理学において個別の輸
送体を統合する新たな視点を導入するものと期待される。

研究成果の概要（英文）：We identified a novel membrane protein TRAP, which was specifically localized at 
luminal membrane of renal proximal tubules. It's KO mice showed Fanconi syndrome-like symptoms such as 
glucosuria, aminoaciduria and uricosuria. TRAP was co-expressed with various renal transporters. 
Proteomics analysis showed that TRAP interacts directly with those transporters to regulate their 
localization at luminal membrane of renal proximal tubules. TRAP KO mice did not maintaine normal 
distribution of transporters at luminal membrane. These data suggest that TRAP can regulate multiple 
transporters of renal proximal tubules by affecting their localization at luminal membrane.
Our results indicate that TRAP can be a new candidate gene responsible for Fanconi syndrome. They, 
furthermore, suggest a novel mechanism to integrate multiple transporters in solute transport.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 腎臓学　腎生理学
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１．研究開始当初の背景 

 近位尿細管の物質輸送を担う輸送体は、腎

生理学の研究の蓄積と、尿中への溶質の漏

出をきたす種々の遺伝性疾患の解析によりそ

の存在が予想され、1990 年代を中心とした分

子クローニングにより分子実体が明らかになっ

た。研究代表者は、尿細管の輸送を担う、糖、

アミノ酸、尿酸、有機酸の輸送体の分子実体

解 明 に 貢 献 し て き た （ Nature 360, 

467-71,1992; J Clin Invest 93, 397-404, 1994; 

J Biol Chem  272, 18526-9, 1997; J Biol 

Chem 274, 19745-51, 1999; J Biol Chem 274, 

13675-80, 1999; J Biol Chem  274, 28845-8, 

1999; J Biol Chem 275, 20787-93, 2000; 

Nature 417, 447-52, 2002; Nat Genet 36, 

999-1002, 2004; Am J Hum Genet 83, 744-51, 

2008; Sci Transl Med 1: 5ra11, 2009）。これら

の分子クローニングの成果は、輸送体の生理

機能と個々の輸送体異常症の解明に貢献し

たが、いまだに多くの未解明の問題が残され

て い る 輸 送 体 機 能 異 常 症 に フ ァ ン コ ニ

（Fanconi）症候群がある。 

 Fanconi 症候群は、近位尿細管の輸送体機

能の広汎な障害であり、後天性のものと遺伝

性のものがある。後天性の Fanconi 症候群は

他の疾患に随伴する場合や、薬剤や重金属

による尿細管上皮細胞の ATP 産生障害に起

因するものが知られている。遺伝性の Fanconi

症候群には、代謝異常やミトコンドリア病によ

るものが報告されているが、原因が特定され

ていないものも多い。最近、近位尿細管管腔

側膜の輸送体の変異による細胞膜移行の障

害が、Fanconi 症候群の原因となる例が報告

された。これは、一つの管腔側膜輸送体の細

胞膜移行の障害が同じく管腔側膜にある他の

多くの輸送体の細胞膜移行に異常をきたすも

ので、管腔側膜の複数の輸送体の膜移行を

統合的に制御する機構の存在を予想させるも

のであるが、その実体は解明されていない。

尿細管の輸送体は多重な機能共役により協

調的に機能しており、昨今、その背景にある

分子複合体の重要性が強調されている。輸送

体の局在を統合的に制御する機構の解明は、

尿細管輸送機能の理解にとって重要な課題と

なる。研究代表者らは、「このような管腔側膜

輸送体局在の統合的制御の背景には、それ

を司る分子が存在する」という想定のもとに、こ

の分子の探索を行った。その分子の異常は、

Fanconi 症候群の新たな原因遺伝子として期

待されるものとなるはずである。探索は、共発

現データベース COXPRESS を用いたバイオ

インフォマティクスによる解析から出発した。管

腔側の輸送体を統合的に制御する分子は、

発現制御においても多くの輸送体との関連性

が見いだされる可能性があるため、管腔側輸

送体と共発現する遺伝子を探索した結果、

COXPRESS 解析において高いスコアで多くの

管腔側輸送体と共発現変動する遺伝子を見

いだした（図１左）。その遺伝子のコードする蛋

白 （ TRAP と 命 名 ： transporter-associated 

protein）は、２回膜貫通型の新規膜蛋白であり

（図１右）、腎特異的な発現を示し、免疫組織

学的検討では近位尿細管の管腔側に局在し

ていた。  

 

 そこで、TRAP のノックアウトマウスを作製し

たところ、ホモノックアウトマウスは、明らかな腎

の組織学的な変化は示さないが、尿中にグル

コ ー ス 、 尿 酸 、 ア ミ ノ 酸 の 漏 出 を 呈 し 、

Fanconi 症候群に類似の尿所見を示した。図

３及び表１（次ページ）に示すように、野生型

マウスに比して、ホモノックアウトマウスでは、

グルコースは約９倍、尿酸は約２倍、アミノ酸

のうち、グリシン、ヒドロキシプロリン、スレオニ

ン、グルタミン、シスチン、メチオニン、イソロイ



シン、ロイシン、ヒスチジン等は、２−５倍の尿

中排泄量の上昇が見られた。従って、腎近位

尿細管の管腔側に発現する２回膜型蛋白で

ある TRAP は、近位尿細管からの再吸収を司

る多数の輸送体の機能を統合的に制御する

膜蛋白の有力な候補となる。本研究は、

TRAP の機能的意義を明らかにし、Fanconi 症

候群との関連を探求した。 

 

２．研究の目的 

 遺伝子ノックアウトにより Fanconi 症候群様

所見を示す新規膜蛋白 TRAP の機能的意義

を解明し、Fanconi 症候群との関連を探求する

ために、本研究は以下の目標を設定した。1．

網羅的比較定量解析が可能なプロテオミクス

手法を用いて TRAP が相互作用する輸送体

の同定を行い、TRAP が関与する輸送体制御

機構の全体像を明らかにする。2． TRAP が

輸送体を管腔側膜上に保持する機構を明ら

かにする。3．TRAP が管腔側膜上への輸送

体保持を通じて生理機能に如何に関わるか

明らかにし、Fanconi 症候群との関連へとアプ

ローチする。 

 

３．研究の方法 

1. 網 羅 的 比 較 定 量 プ ロ テ オ ミ ク ス に よ る

TRAP ノックアウトマウス尿細管輸送体の変動

解析 

 TRAP により制御される近位尿細管管腔側

膜の輸送体の変動の全体像をつかむ目的で、

網羅的比較定量プロテオミクスを用いて検討

した。尿細管管腔側膜画分を調整し、尿素洗

浄より細胞膜に結合する可溶性蛋白を十分に

除去した。続いて、トリプシンで消化し、PTS 

(Phase Transfer Surfactant)法にて界面活

性剤を除去して精製し、逆相チップカラムを用

いて塩基性条件下で分画した。各画分は、

LC-MS (advance LC, Q-Exactive, 

Thermo)で分析した。得られたマススペクトル

データを UniProt データベースとタンパク同

定/定量ソフトウェアを用いて解析した。網羅

的比較定量プロテオミクスの変動解析によっ

て管腔側膜上で量の変化が見いだされた輸

送体については、より定量性に優れる SIM 法

を用いた標的プロテオミクスで再定量した。 

 

2.管腔側膜輸送体の局在における TRAP 機

能の解析 

 TRAP は、近位尿細管管腔側膜上の輸送

体の存在量を維持していることを示唆する結

果を得ている。管腔側膜上輸送体の局在に

ついて抗体を用いた解析を行い、野生型マウ

スと TRAP ノックアウトマウスで比較し、TRAP

による輸送体の局在制御機構を解析した。 

 

3.TRAP による管腔側膜輸送能の制御解析 

 TRAP は輸送体局在及び存在量の維持を

通じ、輸送体の生理機能に大きな影響を与え

ていると考えられる。近位尿細管管腔側にお

ける溶質取り込みの変化を明らかにするため、

腎臓近位尿細管刷子縁膜小胞（BBMV）を用

いて、Rapid Filtration 法による輸送活性測

定を行い、野生型マウスと TRAP ノックアウト

マウス由来の BBMV における各種溶質輸送

能の比較を行った。 

 

４．研究成果 

1. 網 羅 的 比 較 定 量 プ ロ テ オ ミ ク ス に よ る

TRAP ノックアウトマウス尿細管輸送体の変動

解析 

 プロテオミクスを用いた網羅的解析の結

果、698 分子が同定され(図 2A)、TRAP ノッ

クアウトマウスを用いたサブトラクションの結果、

TRAP 特異的に相互作用する分子として 145

のタンパク質が同定された(図 2B)。同定され

た分子群の中には輸送体及び輸送体関連因

子などが多数存在しており、TRAP が輸送体

との相互作用を通じて、複数の輸送体群を統

合的に制御し得る可能性が示唆された。これ

ら同定された個々の分子と生理機能及び病



態との関連性の解析を進めている。 

 

 
同定されたタンパク質 

Sample Protein Peptide 

WT 637 3019 

KO 553 2391 

 
図 2 質量測定により得られたイオンクロマ
トグラム（上）及びデータベース解析により
同定されたタンパク質（下） 

 

2.管腔側膜輸送体の機能を維持する TRAP

機能の解析 

 質量分析の結果を基に、TRAP と相互作用

する候補分子群について、マウス腎臓組織切

片において輸送体の特異抗体及び管腔側膜

マーカーを用いた二重染色を行った。得られ

た 染 色 結 果 は 超 解 像 顕 微 鏡 シ ス テ ム

（SR-SIM）を用いて微細構造の解析に供した。

その結果、複数の輸送体について、野生型マ

ウスでは管腔側膜マーカーと局在が一致して

いるのに対し、TRAP ノックアウトマウスでは管

腔側膜マーカーより内側に局在が移動してお

り、尿細管の物質輸送機能への影響が示唆さ

れた（図 3）。これらの結果より、TRAP ノックア

ウトマウスにおける Fanconi 症候群類似の尿

所見は、輸送体局在の変化による尿細管機

能変化（再吸収異常）が主要な要因の一つで

あると考えられた。 

 
図 3 野生型マウス（上）と TRAP ノックアウ
トマウス（下）における腎臓近位尿細管管腔
側膜上の輸送体局在 
 

3. TRAP による輸送体生理機能制御機構の

解析 

 これまでの結果より、TRAP は輸送体の管

腔側膜上への維持を通じて、輸送体の機能

に密接に関与する可能性が考えられる。

TRAP による管腔側膜における輸送体機能

制御を解析するため、近位尿細管刷子縁膜

小胞（BBMV）を用いた輸送活性測定を行っ

た結果、関連する多くの輸送体については

TRAP ノックアウトマウス由来の BBMV にお

いて基質の取り込みが野生型マウス BBMV

に対し変化していることが確認された。溶質に

ついては変動が確認されなかったものもある

が、これは、実験に用いた BBMV サンプルは

近位尿細管全般を含んでいるのに対して、

TRAP は近位尿細管 S3 のみに存在するため

であり、TRAP の機能を抽出するには、S1、

S2 部位が可能な限り取り除かれ、S3 が濃縮

された BBMV を調整する必要があると考えら

れる。これについては引き続き検討を進めて

いる。 
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