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研究成果の概要（和文）：AT1受容体結合性低分子蛋白(AT1 receptor-associated protein; ATRAP)は，『慢性
的な病的刺激の持続によるAT1受容体情報伝達系の過剰活性化に拮抗する内在性抑制分子』である可能性があ
る．本研究では，ATRAPの発現・活性調節機構異常と老化に伴う心血管病との関連について多面的に検討し，
ATRAP の老化関連心血管病における病態生理学的意義の解明，および ATRAP に着目した新規分子標的治療法の
開発に向けた検討を行った．その結果，ATRAPは腎老化・個体寿命に対して保護的に作用し，その機序はアンジ
オテンシン非依存性でSirt1を介している可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：The AT1 receptor (AT1R)-associated protein (ATRAP) is a molecule 
specifically interacting with the carboxyl-terminal domain of AT1R. The results of in-vitro studies 
showed that ATRAP suppresses Ang II-mediated pathological responses in cardiovascular cells by 
promoting AT1R internalization. With respect to the tissue distribution and regulation of ATRAP 
expression in vivo, ATRAP is broadly expressed in many tissues as is AT1R. Accumulating evidence 
indicates that a tissue-specific regulatory balancing of ATRAP and AT1R expression may be involved 
in the modulation of AT1R pathological signaling at local tissue sites and also in the 
pathophysiology of aging-associated cardiovascular diseases. 
We herein report that ATRAP plays an important role in inhibiting kidney aging, possibly through 
sirtuin1-mediated mechanism independent of blocking AT1R signaling, and further protecting normal 
life span. 

研究分野： 老年医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ATRAPが，AT1受容体結合性機能選択的制御作用とは異なる，腎臓近位尿細管細胞に及ぼす新規機能として，腎臓
線維化抑制作用、抗加齢制御作用を発揮する可能性が高いことを明らかにした．ATRAPは腎老化および個体寿命
に対して保護的に作用し，その機序はアンジオテンシン非依存性でSirt1を介している可能性が示唆された.

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
慢性的な病的刺激の持続は，組織 R-A 系の AT1 受容体の過剰活性化をもたらし，組織での酸化ス
トレス・炎症・線維化亢進，インスリン抵抗性，腎尿細管 Na+ 再吸収 channel 活性化の継続的
な亢進などを介して動脈硬化などの老化にともなう心血管病の発症・進展に深く関与している．
老化にともなう心血管病促進因子受容体(=AT1 受容体)への直接結合型機能制御因子である
ATRAP は，細胞や組織表面に存在する AT1 受容体の細胞内取り込みの促進機序を介し，臓器の発
生・形態形成や恒常的生理機能維持を担う AT1 受容体系の生理的情報伝達系活性には悪影響を
与えず，慢性的な病的刺激による AT1 受容体系の組織局所での過剰活性化に対してのみ機能選
択的な抑制作用を発揮できる特徴を有する 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，この受容体結合因子に着目した機能選択的な受容体情報伝達系への調節作用を介
した病態制御を目指して，老化にともなう心血管病の発症・進展における ATRAP の病態生理学的
意義を検討した． 
 
 
３．研究の方法 
（１）全身性 ATRAP 欠損マウス（KO マウス）と対照の C57BL/6 マウス（WTマウス）を通常飼育
条件下で長期飼育し，発育，外見，血圧，摂餌量，糖脂質代謝を評価した．さらに，両群のマウ
スにおいて，若年（3-4 ヶ月齢）と高齢（22-25 ヶ月齢）の時点での心臓，大動脈，腎の臓器障
害を検討し，同時に寿命を評価した． 
 
（２）クローン化不死化近位尿細管を樹立し，ATRAP 発現抑制 (siRNA によるノックダウン＝KD)
による長寿遺伝子産物 Sirtuin-1（SIRT1）への発現に与える影響を検討した． 
 
 
４．研究成果 
（１）血圧，摂餌量，糖脂質代謝指標，加齢に伴う心臓，大動脈の臓器障害は，高齢 KO マウス
と高齢 WTマウスで同等であった．しなしながら，高齢 KO マウスでは，高齢 WTマウスに比べて，
腎尿細管間質における線維化および腎機能が増悪し，尿細管におけるミトコンドリアの形態・機
能的異常と酸化ストレスの増加を認めた．さらに，KO マウスの腎では，加齢に伴い腎 SIRT1 の
発現が低下していた．一方，野生型マウスへの慢性持続アンジオテンシン II 刺激は腎
Nampt,SIRT3 発現は低下させたが，腎 SIRT1 発現に影響を与えなかった．さらに，KO マウスの寿
命は WTマウスに比べて約 22 週短縮していた．ATRAP ノックアウトマウスの寿命短縮化は約 18％
であるが，日本人の平均寿命の推移に当てはめると 15-17 年の短縮化に相当するとも考えられ
(厚生労働省: 平成 28年簡易生命表の概況から計算)，新たな老化モデル動物として有用である
可能性を明らかにした． 
 

 



 
 

 
 

 
（２）ヒト近位尿細管初代培養細胞に hTERT と CDKN2A をターゲットとした shRNA を共発現させ
ることにより immortalized (i)RPTEC を作成した．その後，限界希釈法にてクローン化を行い，
クローン化不死化近位尿細管細胞株を 12 種類取得した．近位尿細管としての性質は，そのマー
カーである SGLT2 と DPP4 の発現量を RT-qPCR 法により解析，さらに蛍光免疫染色することで行
った．さらに，ATRAP と AT1 受容体の発現量についても RT-ｑPCR 法で解析した．SGLT2 及び DPP4
を発現し，かつ十分な AT1 受容体と ATRAP の発現を認めた細胞株を cloned (c)iRPTEC とし，そ
の後の解析を行った．また，この ciRPTEC を用い，SGLT2 の発現量に対する遠位尿細管マーカー
である Calbindin1 と AQP2 の発現量を比較し，遠位尿細管のマーカーの発現が極めて少ないこ
とを確認した．さらに，ciRPTEC はアンジオテンシン II（Ang II）や血清飢餓といった刺激に対
して正常に反応することを確認した．この新規に樹立した ciRPTEC にを用い，SIRT1 で報告され
ている血清飢餓刺激依存的発現量の変動について，ATRAP 発現抑制 (siRNA によるノックダウン



＝KD)や欠損（CRISPR-CAS9 によるノックアウト＝KO）が与える影響を解析した． 
 
ciRPTEC の刺激に対する ATRAP、SIRT1 の発現量変動の評価 
取得された ciRPTEC に対して，Ang II 刺激を行った．その結果，ATRAP の mRNA 発現量は低下し，
NHE3 の mRNA 発現量は Ang II 濃度依存的に上昇した．また，血清飢餓刺激により，ATRAP，SIRT1
の mRNA 発現量は有意に上昇した．これら結果は，マウスの検討結果と同様であり，ciRPTEC が
in vitro モデルとして適当であると考えられた． 
 
ATRAP に対する siRNA を用いた ATRAP-KD 細胞における SIRT1 の発現量変動の検討 
次に，ciRPTEC において，siRNA を用いた ATRAP の一過性な KDを行い，SIRT1 発現に与える影響
を解析した．その結果、ATRAP-KD により定常状態で SIRT1 のタンパク質発現量が有意に低下し
た．一方，SIRT1 mRNA の発現量に変化は認められなかった．さらに，血清飢餓刺激について検
討を行った．その結果，SIRT1 mRNA 発現量は血清飢餓刺激依存的に有意に上昇した．ATRAP-KD
はこの SIRT1 mRNA 発現上昇に影響を与えなかった．同様に血清飢餓刺激は SIRT1 タンパク質の
発現に影響を与えなかった．つまり ATRAP-KD により減少した SIRT1 タンパク質の発現量は血清
飢餓刺激前後で変化を認めなかった． 
 
ATRAP の Target site に対する CRISPR-CAS9 システムを用いた ATRAP-KO 細胞を用いた SIRT1 の
刺激に対する発現量変動の検討 
ATRAP-KD では 10％程度の ATRAP の mRNA の残存が認められたため，ATRAP を定常状態で欠損させ
た細胞(ATRAP-KO 細胞)を作成し，SIRT1 タンパク質発現を解析した．その結果，ATRAP-KO 細胞
では非刺激下ではコントロール細胞と SIRT1 タンパクの発現量に差を認めなかった．一方で，
ATRAP-KO 細胞では血清飢餓刺激依存的にタンパク質の発現が有意に低下した．この SIRT1 タン
パク質発現低下はコントロール細胞では有意には認められなかった． 
 
以上より，近位尿細管において ATRAP が Ang II-AT1 受容体シグナル伝達経路と非依存的に SIRT 
1 タンパク質発現を調節していることが示唆された．すなわち，ATRAP は腎老化および個体寿命
に対して保護的に作用し，その機序はアンジオテンシン非依存性で SIRT1 を介している可能性
が示唆された． 
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