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研究成果の概要（和文）：腎近位尿細管や腸管上皮ではCubilinとAmnionlessからなる膜蛋白複合体により低分
子蛋白質が(再)吸収される。本研究では、Cubilin機能を制御する分子メカニズムの解明を目指した。検討の結
果ア ルブミンとCubilinのC末端領域に結合すること、またその結合を介したエンドサイトーシス不全が蛋白尿
の原因となることを明らかにした。核小体蛋白質のNVLがAmnionlessの細胞内領域に結合することがCubilinとそ
れに結合したアルブミンのエンドサイトーシスを制御するという新しい尿細管再吸収の分子メカニズムを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：Cubilin (CUBN) and amnionless (AMN), expressed in kidney and intestine, form
 a multiligand receptor complex called CUBAM that plays a crucial role in albumin absorption. Here, 
we describe a quantitative assay to evaluate albumin uptake by CUBAM using cells expressing 
full-length CUBN and elucidate the crucial roles of the C-terminal part of CUBN and the endocytosis 
signal motifs of AMN in albumin endocytosis. We also demonstrate that nuclear valosin-containing 
protein-like 2 (NVL2), an interacting protein of AMN, is involved in this process. Although NVL2 was
 mainly localized in the nucleolus in cells without AMN expression, it was translocated to the 
extranuclear compartment when coexpressed with AMN. NVL2 knockdown significantly impaired 
internalization of the CUBN-albumin complex in cultured cells, demonstrating an involvement of NVL2 
in endocytic regulation. These findings uncover a link between membrane and nucleolar proteins that 
is involved in endocytic processes.

研究分野： 小児科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、尿細管における蛋白質の再吸収の新たな分子機序が明らかになった。蛋白尿は多くの腎疾患の発
症進展において重要な役割を果たしており、そのメカニズムや治療標的を検討する上で重要な知見が得られた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
腎近位尿細管や腸管上皮では刷子縁に発現する Cubilin は Amnionless と結合し、Ammionless

依存的に細胞膜に輸送されることにより低分子蛋白質を(再)吸収する蛋白受容体として機能す
る。 
Cubilin は 3623 アミノ酸からなる巨大分子であり、そのリガンドには様々な低分子蛋白質や、

内因子と結合したビタミン B12 も含まれるため、Cubilin 遺伝子(CUBN)の変異や欠損では腎尿
細管での再吸収障害とビタミン B12 欠乏性貧血を呈する (Imerslund—Grasbeck syndrome)。
Amnionless は Cubilin と結合し細胞膜に局在させる機能を持つため、Amnionless 遺伝子(AMN)
異常も IGS の原因となる。すなわち Amnionless と Cubilin は、腸管上皮や腎尿細管上皮細胞の
エンドサイトーシスに不可欠である。 
Cubilin は IGS という希少遺伝性疾患の原因であるばかりではなく、広く蛋白尿や様々な腎疾

患と関係することが近年知られるようになってきた。例えば複数のゲノムワイド関連解析
(GWAS)により、アルブミン尿と強い相関する唯一の因子として CUBN の多型(rs1801239, 
I2984V)が同定されている。また CUBN の別の多型(rs7918972)は、末期腎不全や腎移植後の移
植腎機能不全と相関するとされる。また一部の CUBN 変異は遺伝性ネフローゼ症候群の原因に
もなり、多量の蛋白を呈する。 
 しかし Cubilin の局在や機能を細胞内で再現するシステムの構築は困難であり、これまでその
変異や多型が機能障害を起こすメカニズムは不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では(i)Cubilin と Amnionless の膜発現はどのように制御されているのか、(ii)アルブミ

ン尿と関連する CUBN の多型や新規変異はどのようにして蛋白尿を惹起するのか、を明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 全長 Cubilin(3623 アミノ酸)の発現ベクターを作成し、様々な変異を導入してその膜移行やリ
ガンドとの結合を検討した。具体的にはヒト腎臓由来培養細胞より抽出した cDNA を用いて、
Cubilin 全長配列を複数のセグメントに分割してそれぞれを PCR で増幅し、Gibson Assembly を
用いて接合した。全長発現ベクターを用いて Cubilin 変異体や多型についてその糖鎖修飾や膜発
現への影響を網羅的に評価した。さらにリガンドであるアルブミンを細胞に添加してその細胞
内への取り込みを定量化するシステムを構築した。また Cubilin や Amnionless に結合する蛋白
質をプロテオミクス(SILAC 法)により網羅的に解析し、その結合分子がこれらの膜移行やエン
ドサイトーシスにどのように影響するかを検討した。 
 
４．研究成果 
 
まず、Amnionless 全長発現ベクターと Cubilin 全長発現ベクターを培養細胞に導入し、FACS

を用いて in vitro で Cubilin の膜発現を定量的に評価する系を構築した。またこのシステムを用
いてアルブミンのエンドサイトーシスを定量的に評価することに成功した。このシステムを用



いた解析の結果、Cubilin を介したアルブミンのエンドサイト
ーシスには Cubilin の N 末ではなく、C 末端を含んだ全長が必
要であることが判明した。また、Amnionless の変異体を導入し
て 検 討 し た 結 果 、 Cubilin の エ ン ド サ イ ト ー シ ス に は
Amnionless の細胞内領域の二つのシグナル配列が重要であっ
た(右図)。 
プロテオミクス解析により Amnionless の新規結合分子として

NVL を同定した(下図)。NVL は核小体に存在しているが、
Amnionless と共発現すると核小体から核外へ移動した。NVL
は Amnionless の細胞内領域の特にシグナル配列部分に結合し
た 。

 

この領域はAmnionlessを介したCubilinのエンドサ
イトーシスに関与するため、NVLがCubilinやアルブ
ミンのエンドサイトーシスに関与するかどうかを検
討した。NVLをノックダウンした細胞ではCubilinお
よびCubilinに結合したアルブミンのエンドサイトー
シスが抑制されることが判明した。すなわち核小体
蛋白質のNVLがAmnionlessの細胞内領域に結合する
ことがCubilinのエンドサイトーシスを制御するとい
う新しい尿細管再吸収の分子メカニズムを明らかに
した。 

本研究により、蛋白尿が重要な役割を果たす多く
の腎疾患の発症進展メカニズムを理解する上で重要
な知見が得られた。  
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