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研究成果の概要（和文）：腎臓に存在する尿酸トランスポーターは、血漿尿酸値を規定し、高尿酸血症の治療標的とな
る。本研究では、簡便な尿酸トランスポーター評価法開発を目的として、尿酸代謝酵素uricaseと、尿酸代謝の際の副
産物である過酸化水素に応じて蛍光を変化させるHyPerとの融合タンパク質を開発した。腎由来細胞に尿酸トランスポ
ーターおよび融合タンパク質を発現させ、尿酸を添加すると、添加量に応じて蛍光強度比が上昇した。さらに尿酸と共
に尿酸トランスポーター阻害薬ベンズブロマロンを添加すると、蛍光強度比は有意に低下した。よって、本手法によっ
て尿酸トランスポーターを介した尿酸輸送の蛍光検出が可能であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Serum urate level is strictly regulated by renal urate reabsorption 
and　secretion through the urate transporters. In this study, it was aimed to develop a high-throughput 
biosensing method for analysis of urate transporter. A fusion protein consisted of uricase and hydrogen 
peroxide-dependent fluorescent protein (HyPer) was constructed. Since uricase produces hydrogen peroxide 
when oxidizes urate, the fusion protein could detect real-time urate uptake with fluorescence.
Monkey renal epithelial-like Cos7 cells　were co-transfected with fusion protein and urate transporter 1 
(URAT1), and incubated 48 hours. The fusion protein/URAT1 co-transfected cells showed the significant 
increase of fluorescence when 15-200 micro M of urate was applied. The fluorescence was suppressed with 
25 micro M of benzbromarone, that was a URAT1 inhibitor.
In conclusion, the constructed uricase-HyPer fusion protein could detect urate uptake specifically.

研究分野：タンパク質工学
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１． 研究開始当初の背景 
高尿酸血症は痛風や尿路結石と関連する
ばかりでなく、最近の研究により慢性腎臓病
や心血管疾患の危険因子であることが証明
され、特に高血圧症との関連が深いことが示
唆されている。これらから、高尿酸血症の機
序を明らかにすることが重要となっている。
高尿酸血症の主原因は、腎臓における尿酸の
排泄低下である。したがって、高尿酸血症を
はじめとする血清尿酸値異常が関与する疾
病の発症機序解明のためには、まず腎臓にお
ける尿酸動態を把握することが重要である。 
腎臓において尿酸は糸球体濾過され、尿細
管において再吸収と分泌の両方向性輸送が
行われる。最終的には糸球体濾過を受けた尿
酸の約 10 ％が尿中に排泄され、残りの約
90 ％が尿細管で血中へ再吸収される。こう
した血清尿酸値の調節は、尿酸を特異的に認
識する尿酸トランスポーターによって行わ
れている。研究代表者の所属する研究室では、
近位尿細管の管腔側膜に発現し、尿酸の再吸
収に働くトランスポーターである human 
urate transporter 1 (URAT1)を同定した
(Nature 417, 447, 2002)。さらに腎臓での尿
酸再吸収のうち約 6割はURAT1を介して行
われていることを示した  (J. Am. Soc. 
Nephrol. 15, 164, 2004)。2008年にはグルコ
ーストランスポーターGLUT9が基底側膜に 
おける尿酸再吸収に関与することも明らか
とした(J. Biol. Chem. 283, 26834, 2008)。今
後さらなる尿酸輸送機構の解明のためには、
複数の尿酸トランスポーターがそれぞれど
のように連携しているのか、その尿酸輸送へ
の寄与の度合いを解明することが急務であ
る。さらに尿酸輸送に大きく貢献するトラン
スポーターの阻害薬を開発できれば、高尿酸
血症等の治療薬として有用なものとなる。 
現在の主な尿酸輸送評価法としては、放射
性標識尿酸をトランスポーター発現細胞に
添加し、その取り込み量を定量する方法があ
る。しかしこの手法は所要時間及びコストの
両面から、低分子ライブラリからの薬剤スク
リーニングなどの、多検体処理を要する解析
には適さない。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、生細胞内の尿酸を蛍光検出す
ることにより、尿酸輸送機構の詳細を明らか
とする手法の確立を目的とした。ここでは尿
酸を酸化し副産物として過酸化水素を産生
する酵素 uricase 及び過酸化水素量に応じて
蛍光を変化させる蛍光タンパク質 HyPer 
(Nature Methods, 3, 281, 2006)に着目した。
UricaseとHyPerを遺伝子工学的に融合させ
たタンパク質を新規に作製し、細胞内に発現
させることにより、細胞内に取り込まれた尿
酸に特異的に反応して蛍光を発するプロー
ブを構築することとした。本手法では、蛍光
検出を用いることで 96-384 ウェルフォーマ
ットでの蛍光定量により多検体評価が可能

となる。さらに将来的には細胞内尿酸動態の
可視化というアプリケーションも可能とな
ると考える。 
 
３．研究の方法 
(1)Uricase遺伝子のクローニングと活性評価 
細胞バンクNBRCよりAspergillus flavus
の譲渡を受け、培養を行った後に RNA を抽
出し、逆転写 PCR 法にて目的遺伝子を増幅
した。大腸菌発現用ベクターpET28にサブク
ローニングし、大腸菌 BL21 (DE3)株を形質
転換した。この大腸菌株を isopropyl 
β-D-1-thiogalactopyranoside 添加条件下で
培養することにより uricase を発現させた。
Lysozyme 添加することにより大腸菌を破砕
し、SDS-PAGEに展開して目的タンパク質の
発現を確認した。その菌破砕液を用い、
3,5-dichloro-2-hydroxybenzenesulfonic acid 
(DHBS)及び 4-aminophenazone を利用した
発色アッセイ法により uricase の尿酸代謝能
を評価した（Clin. Chem., 26, 227, 1980）。 
(2)融合タンパク質の活性確認 
 蛍光タンパク質HyPerとuricaseの融合タ
ンパク質を設計し、pET28ベクターにサブク
ローニングを行い、(1)と同様に大腸菌宿主に
おいて大量発現させた。設計の際、uricase
を N 末端側に配したもの及び C 末端側に配
したものの双方を検討することとした。
Uricase-HyPer 間には柔軟性を持つグリシ
ンとセリンの繰り返し配列を挿入し、繰り返
し回数が 4 または 12 回と異なるバリアント
をさらに作製した。構築した融合タンパク質
それぞれに対し、(1)同様に uricaseの尿酸代
謝能評価を行った。HyPerの蛍光活性につい
ては、融合タンパク質を発現した大腸菌懸濁
液に過酸化水素を添加した際の蛍光を蛍光
プレートリーダーにて定量することにより
評価した。蛍光タンパク質 HyPer は過酸化
水素添加により励起波長が 420 nmから 500 
nm へとシフトする性質を持つため、蛍光活
性は 420 nm励起による蛍光強度と 500 nm
励起による蛍光強度の比により評価した。 
(3)Uricase-HyPer 融合タンパク質による尿
酸の蛍光検出 
 (2)において活性を確認した融合タンパク
質を強制発現させた大腸菌の懸濁液に尿酸
を添加し、添加後 0-30 分間の蛍光強度比の
変化を蛍光プレートリーダーにてモニタリ
ングした。 
(4)尿酸トランスポーター発現細胞への
Uricase-HyPer融合タンパク質遺伝子導入 
融合タンパク質の遺伝子配列を哺乳類細
胞発現用ベクターpcDNA3.1にサブクローニ
ングした。Human URAT1 遺伝子の発現ベ
クターは帝京大学薬学部 細山田教授より
譲渡を受けた。URAT1 ベクター及び融合タ
ンパク質発現ベクターを混合し、サル腎上皮
由来細胞COS7にエレクトロポレーションす
ることにより遺伝子導入を行った。導入後の
細胞を 2日間培養した後に蛍光顕微鏡観察を



行い、融合タンパク質の発現を確認した。こ
の導入後の細胞から RNA を抽出し、逆転写
PCRを行って URAT1 mRNAの発現を確認
した。コントロールとして、HyPerの配列の
みコードする発現ベクターpHyPer-cytoを同
様にCOS7細胞に遺伝子導入した細胞も用意
した。 
(5)Uricase-HyPer 融合タンパク質発現細胞
における尿酸の蛍光検出 
 (4)で遺伝子導入を行った細胞に尿酸また
はアデニンを添加し、添加後 0-30 分間の蛍
光強度比の変化を蛍光プレートリーダーに
てモニタリングした。さらに URAT1阻害薬
であるベンズブロマロンを尿酸と共に添加
し同様の実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1)Uricase遺伝子のクローニングと活性評価 
 Aspergillus flavus よりクローニングした
uricase を発現誘導した大腸菌の破砕液を
SDS-PAGEに展開した結果、目的タンパク質
uricase の発現を認めた。その破砕液に尿酸
を添加し DHBS を用いた発色評価を行った
ところ、尿酸添加量 10-100 nmolにおいて有
意な吸光度の上昇がみられ、クローニングし
た uricase の尿酸代謝能を確認することがで
きた。 
(2)融合タンパク質の活性確認 
 Uricaseを C末端側に配し、HyPerとの連
結に用いるリンカー配列が 4 回または 12 回
繰り返しとなっているバリアントを、それぞ
れ HL4aU, HL12aU と命名した。同様に
uricase が N 末端側のものをそれぞれ
aUL4H, aUL12Hと命名した。それらを発現
誘導した大腸菌の破砕液を SDS-PAGE に展
開した結果、目的タンパク質の発現を認めた。
Uricase活性を(1)と同様に評価した結果、全
てのバリアントにおいて50-100 nmol尿酸添
加における有意な吸光度の上昇を認めた。さ
らに、融合タンパク質発現大腸菌の懸濁液に
過酸化水素 0.5-10 nmolを添加し 5分後の蛍
光強度比を評価した結果、過酸化水素無添加
と比較し有意な蛍光強度比の上昇を認めた。
よって、構築した 4 種の融合タンパク質が、
尿酸代謝能と過酸化水素依存的な蛍光活性
を共に保持していることが確認できた。 
 さらに、4 種のバリアント間で活性比較を
行ったところ、尿酸代謝能・蛍光活性ともに、
aUL12H が他のバリアントを有意に上回る
ことが示された。 
(3)Uricase-HyPer 融合タンパク質による尿
酸の蛍光検出 
 融合タンパク質発現大腸菌の懸濁液に尿
酸 0.5-10 nmolを添加し 5分後の蛍光強度比
を評価した結果、尿酸無添加と比較し有意な
蛍光強度比の上昇を認めた。よって、構築し
た 4種の融合タンパク質を用いて細胞内尿酸
の蛍光検出が可能であることが確認できた。 
 さらに、4 種のバリアント間で活性比較を
行ったところ、aUL12Hが他のバリアントを

有意に上回ることが示された。これまでの結
果を鑑み、今後 aUL12H を uricase-HyPer
融合タンパク質として用いることとした。 
(4)尿酸トランスポーター発現細胞への
Uricase-HyPer融合タンパク質遺伝子導入 
 真核細胞における尿酸輸送の検出を目的
として、融合タンパク質及び尿酸トランスポ
ーターを発現する哺乳類細胞株の樹立を試
みた。細胞株としては、サル腎上皮由来 COS7
細胞を選択し、尿酸トランスポーターURAT1
及び融合タンパク質をコードするプラスミ
ドを用いて、研究の方法(4)の通りに遺伝子導
入した。導入後 48 時間の細胞を蛍光顕微鏡
観察した結果、70 ％前後の効率で融合タン
パク質を導入可能であることが示された。こ
の発現効率は HyPer のみ導入した場合の
HyPer発現効率と同等であった。同様に導入
48時間後の細胞におけるURAT1の発現を逆
転写 PCR 法により確認した結果、URAT1 
mRNAが発現していることを確認できた。よ
っ て 、 本 手 法 に よ り 、 URAT1 及 び
uricase-HyPer融合タンパク質をCOS7細胞
に共発現させることができた。 
(5)Uricase-HyPer 融合タンパク質発現細胞
における尿酸の蛍光検出 
 (4)において構築した uricase-HyPer 融合
タンパク質発現細胞に尿酸を 15-200 µMと
なるよう添加すると、添加量に応じて蛍光
強度比が上昇した。HyPerのみ導入したコ
ントロール細胞では、このような蛍光強度
比変化は認められなかった。この蛍光強度
比上昇はアデニン添加のサンプルと比較し
有意に高いことが示された。さらに尿酸と
共にURAT1阻害薬ベンズブロマロンを25 
µM となるよう添加すると、ベンズブロマ
ロン無添加と比較して蛍光強度比は有意に
低 下 し た 。 こ れ ら の こ と か ら 、
uricase-HyPer 融合タンパク質によって尿
酸トランスポーターURAT1 を介した尿酸
輸送の蛍光検出が可能であることが示され
た。 
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