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研究成果の概要（和文）：多数の近位尿細管管腔側膜輸送体と共に発現変動する遺伝子TRAPは、腎特異的に発現
する新規膜タンパク質をコードし、近位尿細管管腔側膜 に局在した。野生型マウスにおいてTRAPが様々な輸送
体と複合体を形成していることを示し、TRAPと相互作用する管腔側膜輸送体群の全体像を明らかにした。TRAPノ
ックアウトマウスにおける糖・アミノ酸等の尿中排泄の顕著な上昇は、この複合体の消失によるものと考えられ
た。さらに網羅的定量プロテオミクスおよびメタボロミクスを用いたマルチオミクスにより、TRAPが様々な管腔
側膜輸送体の近位尿細管管腔側膜における局在を統合的に制御する分子であることを、強く示唆する結果を得
た。

研究成果の概要（英文）：A gene, named TRAP, was identified because the expression changes are 
correlated with expression changes of many transporters in proximal renal tubules and encodes a 
novel membrane protein expressed specifically in apical membranes of the renal proximal tubules. The
 TRAP knockout mice showed increasing of urinary excretion of sugar, amino acids etc., which is 
similar to Fanconi syndrome. We showed that TRAP makes complexes with various transporters and the 
whole proteome of the luminal membrane transporters interacting with TRAP. In addition, by using a 
multi-omics approach combined comprehensive quantitative proteomics and metabolomics, it is strongly
 indicated that TRAP is a key molecule that integrally regulates the localization of transporters on
 the apical membranes of the proximal tubules.

研究分野： 膜タンパク質の生化学

キーワード： 膜輸送複合体　プロテオミクス　メタボロミクス　腎臓　トランスポーター　マルチオミクス
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１．研究開始当初の背景 

 腎の生理機能と種々の遺伝性疾患の研究

は、近位尿細管における物質輸送を担う輸送

体の存在を予想してきた。これらの輸送体は、

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。これまで研

究代表者の所属研究室では、尿細管における

糖、アミノ酸、尿酸、有機酸の輸送体の分子

実体を解明してきた。分子クローニングによ

り、輸送体の生理機能と個々の輸送体異常症

の多くが明らかになった一方で、個々の輸送

体の解析では説明のつかない輸送体機能異

常症が未だに存在し、そのうちの一つがファ

ンコニ（Fanconi）症候群である。 

ファンコニ症候群は、腎近位尿細管におけ

る物質輸送機能の広汎な障害で、後天性もし

くは遺伝性である。後天性ファンコニ症候群

は、主に薬剤や重金属による尿細管上皮細胞

の Na+，K+-ATPase 機能障害，ATP 産生障害，

酸化障害などに起因するものが知られてい

る。遺伝性ファンコニ症候群には、Dent 病，

ミトコンドリア脳筋症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。そんな中、近位尿細管管腔側膜のリン

酸輸送体 NaPi-IIa（SLC34A1）の変異によっ

て細胞膜局在が障害され、その変異によりフ

ァンコニ症候群となる例が報告された

（Magen et al. N Engl J Med 62, 1102-9, 

2010）。これは、一種類の管腔側膜輸送体に

生じた細胞膜への局在障害により、同じ管腔

側膜にある他の多くの輸送体が細胞膜移行

に異常を示しており、管腔側膜において複数

種類の輸送体の膜局在を統合的に制御する

機構の存在を予想させる。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、近年にはその背景にある分子複合体の重

要性が強調されている。また、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だけではなく、生体に

おける輸送体機能を理解する上で重要な課

題となる。 

 そこで、研究代表者らは、「管腔側膜輸送

体局在の統合的制御を司る分子が存在する」

と仮説を立て、この分子の探索を行った。そ

の分子の異常は、ファンコニ症候群の新たな

原因遺伝子である可能性も期待される。共発

現データベースCOXPRESdbを用いたバイオイ

ンフォマティクスによる解析により、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。その遺伝子のコードするタンパク

質（TRAP と命名：transporter-associated 

protein）は、２回膜貫通型と予測される新

規膜タンパク質であり、腎特異的に発現し、

近位尿細管の管腔側膜に局在していた。TRAP

のノックアウトマウスを作成し解析したと

ころ、ホモノックアウトマウスにおいてグル

コース、有機酸、アミノ酸の尿中排泄量の上

昇が見られ、ファンコニ症候群に類似の尿所

見を示した。この TRAP ノックアウトマウス

では、尿中排泄量の上昇が見られる物質を輸

送すると考えられる輸送体群の局在が、変化

していることを見出した。また TRAP は様々

な輸送体と複合体を形成していること、さら

にこの TRAP を中心として多くの輸送体が含

まれている輸送体超複合体が、TRAP ノックア

ウトマウスで欠失している示唆する予備デ

ータを得ていた。このことから、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タンパク質の

有力な候補となると考えられた。 

 

２．研究の目的 

新規膜タンパク質TRAPノックアウトマウス

が、ファンコニ症候群に類似の尿所見を示す

ことから、膜輸送体の膜局在との関連から

TRAP タンパク質の腎近位尿細管における機

能的意義を明らかにし、ファンコニ症候群と

の関連を解明するために、以下の目標を設定

した。 

１）網羅的比較定量プロテオミクスを用いて、



野生型マウスと TRAP ノックアウトマウスの

腎近位尿細管における輸送体の発現変動解

析を行い、TRAP により輸送体の管腔側膜局在

を維持する輸送体の全体像を明らかにする。 

２）網羅的定量メタボロミクスを用いて、

TRAP ノックアウトにより変動する尿中の物

質を網羅的に明らかにし、上記、輸送体の全

体像との関連づけを行う。 

３）生化学／分子生物学／細胞生物学的手法

に加え、プロテオミクスを用いて、TRAP が特

定の一群の輸送体を管腔側膜上に保持する

機構を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

１）TRAP ノックアウトによるマウス近位尿細

管輸送体の網羅的変動解析 

 近位尿細管で再吸収されるはずの栄養素

や代謝物が尿中へ漏出する場合、それらの再

吸収を担う輸送体の分子の機能自体が低下

しているか、あるいは管腔側膜上での存在量

が低下しているかの２つの可能性がある。

TRAP ノックアウトマウスの管腔側膜上での

各輸送体の存在量を野生型マウスと比較す

ることにより、TRAP の役割についての重要な

情報が得られると考えた。そこで本研究では、

抗体の入手できない輸送体も含めて、近位尿

細管管腔側膜の輸送体の変動の全体像を定

量的につかむ目的で、網羅的比較定量プロテ

オミクスを用いて解析した。TRAP ノックアウ

トマウスおよび野生型マウスの腎臓より、尿

細管管腔側膜画分を２価陽イオン法によっ

て単離し（BBMV）、尿素洗浄を用いて細胞膜

に結合する可溶性タンパク質を十分に除去

する(Uetsuka et al Eur J Neurosci. 2015, 

Nagamori et al JCB 2004)。続いてトリプシ

ンで消化し、Phase Transfer Surfactant 法

(Masuda et al J Proteome Res 2008 )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する。各画

分は、LC-MS（HPLC：Advance UHPLC, Michrom 

Bioresources; MS ： Q Exactive, Thermo 

Scientific）で分析する。得られたマススペ

クトルデータを Proteome Discoverer 1.4 

(Thermo Fisher Scientific) と Mascot 2.4 

(Matrix Science) を組み合わせて、UniProt 

database を用いて label-free 定量解析し、

さらに一部のサンプルについてはiTRAQ法お

よびｍTRAQ を用いて比較定量解析を行った。 

 

２）TRAP が相互作用する管腔側膜輸送体の解

析 

TRAP の機能を解析するために、TRAP がどの

ように一群の管腔側膜輸送体と相互作用す

るかを明らかにする。抗 TRAP 抗体を用いて

免疫沈降を行い、免疫沈降物を質量分析計で

解析し、輸送体との複合体形成の有無を検討

した。TRAP の可溶化に最適な界面活性剤をス

クリーニングして免疫沈降を行った。TRAP ノ

ックアウトマウスを用いた結果を対象とす

ることで非特異的なシグナルが排除され、

TRAP と複合体を形成している輸送体を明ら

かにした。 

 

３）TRAP ノックアウトによる表現型の解析 

TRAP ノックアウトマウスは、糖・アミノ

酸・尿酸などの尿中排泄が顕著に上昇するフ

ァンコニ症候群類似の表現型を示し、さらに

ノックアウトマウスではそれらを輸送する

と考えられる複数の輸送体の局在が変化し

ていたことから、野生型とノックアウトマウ

スの尿を採取し、CE-MS を用いたメタボロミ

クス解析および HPLC を用いた全アミノ酸分

析を行った。また、TRAP ノックアウトマウス

の表現型について、性差や週齢との関連を見

いだすために、観察を行った。 

 

４．研究成果 

１）TRAP ノックアウトによるマウス近位尿細

管輸送体の網羅的変動解析 

  Label-free プロテオミクスを用いた網



羅的解析の結果、多いときでは約 2200 から

2300 分子が定量可能であり、iTRAQ、ｍTRAQ

法を用いた場合、1500-1800 分子、100０分子

前後が定量可能であった（表 1）。 

表１．各解析手法で定量可能な分子数 
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図 1. 各測定法による定量値の分散 

 

Label-free 法ではより網羅的な定量が可能

であり、iTRAQ 法では定量値の分散が

Label-free法に比べると少なかった（図1）。 

 そこで、Label-free 法および iTRAQ 法によ

る定量プロテオミクスで、野生型マウス、KO

マウス由来の尿細管管腔側膜画分（BBMV）を

それぞれ 5匹分定量解析した。Label-free 法

の結果、150 種類の SLC トランスポーターと

ABC トランスポーターが比較定量可能であっ

た。そのうち 26 種類の SLC トランスポータ

ーの比較定量値が、1.5 倍以上変動（増減）

していた。また、iTRAQ 法の場合は 80 種類の

SLC トランスポーターが定量可能であり、６

種類の SLC および ABC トランスポーターが

1.5 倍以上変動していた。 

 

２）TRAP が相互作用する管腔側膜輸送体の解

析 

 野生型及びノックアウトマウスのBBMVを、

事前のスクリーニングにより得られた最適

な界面活性剤で抗 TRAP 抗体を用いて TRAP の

免疫沈降を行い、免疫沈降物を質量分析計で

解析した（図 2）。その結果、63 種類のタン

パク質が野生型を用いたサンプルにおいて

のみ検出された。そのうち 17 種類が、トラ

ンスポーターやチャネルもしくは関連因子

であった。これらは、アミノ酸や糖の輸送体

を含んでおり、これらの輸送体が TRAP と相

互作用できなくなったことが、グルコース、

有機酸、アミノ酸の尿中排泄量の上昇に関与

していることを強く示唆する。 

 

図 2．代表的な共免疫沈降の結果 

 

３）TRAP ノックアウトによる表現型の解析 

野生型マウスとノックアウトマウスの尿

についてメタボロミクス解析を行った結果、

ノックアウトによって尿中の濃度が著しく

変化する物質群のプロファイルが得られた。

さらに、近位尿細管管腔側膜の網羅的定量プ

ロテオミクスにより明らかにした TRAP ノッ

クアウトにより発現量の影響を受ける輸送

体群と、メタボロミクス解析により明らかに

なった TRAP ノックアウトにより尿中量が影

響を受ける物質の相関性を解析した。これら

の結果から、TRAP が様々な管腔側膜輸送体の

近位尿細管管腔側膜における局在を統合的
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に制御する分子であることが、強く示唆され

た。 

  

以上の結果から、TRAP の機能不全が、ファ

ンコニ症候群様の症状が発生する一因であ

る可能性がはじめて示唆された。TRAP の機能

に関した、さらなる詳細な解析が必要である

と考えられる。 
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