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研究成果の概要（和文）：転写因子HNF4αをコードするHNF4Aの遺伝子変異は若年発症成人型糖尿病の原因にな
る。一方R76W変異ではHNF4Aの他の変異と異なりFanconi症候群を呈する。本研究ではHNF4A R76Wの下流を明らか
にすることにより、尿細管再吸収に関与する分子のネットワークを解明することを目的とする。HNF4Aの下流分
子、特にR76W変異により転写活性が変化する分子を複数同定し、機能不明の候補因子Xに着目した。Xのノックア
ウトマウスを作成したところ、ホモノックアウトマウスは特徴的な尿細管機能異常を呈することが明らかになっ
た。HNF4Aの下流で尿細管機能を制御する新規の因子を同定した。

研究成果の概要（英文）：Disrupted reabsorption in the renal proximal tubules leads to Fanconi 
syndrome. Mutations in HNF4A, which encodes the transcription factor HNF4α, cause juvenile-onset 
adult-onset diabetes mellitus. Noticeably, HNF4A R76W mutation, unlike other HNF4A mutations, causes
 Fanconi syndrome. This study aims to clarify its downstream and to elucidate the molecular network 
involved in tubular reabsorption.
Using a cultured cell model, we identified molecules whose transcription is promoted by HNF4A and 
further altered by R76W mutation. Of those identified, we focused on candidate factor X, whose 
function is unknown. We generated knockout mice for X and found that heterozygous knockout mice had 
no phenotype. The homozygous knockout mice exhibited Fanconi syndrome, indicating that X has an 
essential function in the kidney. RNA-seq and renal tissue staining of renal tissue revealed 
variable expression of several molecules associated with endocytosis in the tubules.

研究分野： 小児科学

キーワード： 腎尿細管　エンドサイトーシス　Fanconi症候群

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腎臓は血液をろ過して老廃物を除去する重要な器官です。尿細管とよばれる管では一度尿にろ過された物質を再
吸収・再利用するプロセスが行われており、エンドサイトーシスと呼ばれます。体内の物質バランスを維持する
上で不可欠な機能のため、その異常は、さまざまな腎疾患の発症に関与することが知られています。
本研究は遺伝子異常で起こる腎尿細管エンドサイトーシスの異常に着目し、そのメカニズムを明らかにすること
を目的にしています。
腎尿細管の再吸収機構の理解は、腎臓病の予防や治療法の開発に重要な知見の基盤となると考えられます。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
腎糸球体でろ過された原尿中に含まれる蛋白質やイオンの大部分は尿細管で再吸収される。近

位尿細管での糖，アミノ酸，リンなどの再吸収の破綻は、Fanconi 症候群を来す。近年では腎機
能障害と尿細管でのエンドサイトーシス機能が密接に関連することが指摘されている(Nat Med. 
2018, 24(11):1721-1731)が、尿細管再吸収を制御する分子メカニズムの全貌は明らかではない。 
核内受容体型転写因子のスーパーファミリーに属する HNF4αは主に肝臓や膵臓に発現してお
り、糖新生や脂質代謝、膵臓でのインスリン分泌を制御している(Nature 2013, 495(7441):394-
8)。HNF4αをコードする HNF4A の遺伝子変異は常染色体優性遺伝疾患である若年発症成人型
糖尿病 1 (MODY1) (Nature, 1996, 384(6608):458-60)および新生児期の高インスリン性低血糖
や巨人症(Plos Med, 2007, 4(4):e118)を呈する。 
興味深いことに HNF4αは腎臓では近位尿細管特異的に発現しているが，多くの HNF4A 変異

患者では腎臓に異常をきたさない。しかし、HNF4A R76W(R63W, R85W と表記されることも
ある)ヘテロ変異患者では Fanconi 症候群を合併することが報告されている(J Clin Endocrinol 
Metab, 2012, 7(10):E2026-30, J Med Genet, 2014, 51(3):165-9)。R76W 変異でなぜ特徴的な腎
尿細管再吸収障害が生じるのかは不明である。 
Hnf4a ノックアウトマウスでは近位尿細管の発生異常により Fanconi 症候群の表現型を呈し、

また尿細管での再吸収に関する遺伝子の発現が低下する(JCI Insight, 2018, 3(14):e97497)。こ
のためHNF4αが尿細管の発生や尿細管での再吸収に深くかかわっていることは明らかである。
しかし、ヒトでは転写因子としての機能喪失が明らかな HNF4A の他の変異ではこの病態を呈
さないことから、単純な機能喪失とは異なる作用（ドミナントネガティブ作用など）を想定する
必要がある。一方で R76W 変異は DNA 結合領域に近接しており、DNA 親和性を減少させるこ
とが予測されるが、R76W 変異以外の HNF4A 変異も DNA 親和性を低下させるため(Nature, 
2013, 495(7441):394-8)、R76W 変異の特異性は説明できない。 
「どのような転写調節ネットワークが尿細管機能、特にエンドサイトーシス機能に関与するの

か」が学術的な問いである。R76W 変異の下流を明らかにすることは、これまでに知られていな
い尿細管機能制御メカニズムの解明に繋がると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では HNF4A R76W の下流を明らかにすることにより、尿細管再吸収に関与する分子の
ネットワークを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) R76W の下流候補因子の探索  

既存のデータベースを利用し、HNF4α の下流分子を探索する。腎臓由来の培養細胞
(HEK293 細胞)にそれらのプロモーターを発現させ、ルシフェラーゼアッセイを行う。この
方法では HNF4α による直接の影響を検討することが可能である。HNF4α により直接転写
が制御されるかどうか、また R76W 変異によりその転写が抑制されるかどうか検討し、関
係するプロモーター領域を明らかにする。 

(2) 候補分子を介したエンドサイトーシスのメカニズムの検討 
同定された候補因子がエンドサイトーシスに関与する膜受容体と直接あるいは間接的な相
互作用の可能性について検討する。X と既知の尿細管エンドサイトーシス関連分子の結合を
免疫沈降で検討する。X を過剰発現させ共沈する分子を網羅的に質量分析で同定する。細胞
生物学的研究およびプロテオーム解析については申請者らがこれまでに行なった方法を使
用する(J Cell Sci. 2020, 32482797, Sci Rep. 2018, 29402915)。X 等の候補分子の細胞内ネ
ットワークからエンドサイトーシスの新たなメカニズムを明らかにする。 

(3) 候補遺伝子のノックアウトマウスの解析 
有力な候補遺伝子についてはノックアウトマウスの表現型解析を行う。 

 
４．研究成果 
 
(1) R76W の下流候補因子の探索  

HNF4α のターゲットを探索するために、HepG2 細胞を用いた ChIP-seq、siRNA による
ノックダウンを行ったマイクロアレイのデータや、抗 HNF4α 抗体を用いた腎臓の ChIP-
seq のデータから遺伝子を抽出した。これらの候補遺伝子についてルシフェラーゼアッセ
イシステムを確立し、HNF4A により転写活性が制御されるかどうか、また R76W 変異が
その転写を抑制するかどうかを検討した。その結果、HNF4A により転写が制御され、R76W



変異によりそれが阻害される分子を複数同定した。その中に新規遺伝子 X が含まれていた。
X は腎臓、特に近位尿細管刷子縁に発現するが、これまでにその機能はほとんど分かって
いない分子であった。 

(2) 候補分子を介したエンドサイトーシスのメカニズムの検討  
近位尿細管の頂端面（刷子縁）では Cubilin や Amnionless からなる膜複合体(CUBAM)と
Megalin という受容体が存在し、原尿中の蛋白質を尿細管に取り込んでいる。これまでに
CUBAM 複合体を培養細胞に発現させたエンドサイトーシスの細胞モデルの作成に成功し
た(Sci Rep 2018, 8(1):2351)(J Cell Sci 2020, 133(13):jcs242859) 。このシステムを利用し、
X がこれらのシステムと関連しているかを検討した。その結果 X は生化学的には既知のエ
ンドサイトーシス複合体との直接の関連を見出すことはできなかった。 

(3) 候補遺伝子 X ノックアウトマウスの解析 
機能が不明な X についてノックアウトマウスを作成し解析した。ヘテロノックアウトマウ
スは表現型がなかった。ホモノックアウトマウスはマウスの生存には違いが見られなかっ
たが、特徴的な尿細管機能異常を呈することが明らかになった。腎組織の RNA-seq や腎組
織染色を行い、尿細管におけるエンドサイトーシスに関連する幾つかの分子の発現が変動
していた。これらの結果は HNF4A の下流因子として X を同定し、X が腎臓において重要
な機能を有すること、さらにそのメカニズムを明らかにした。 
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