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研究成果の概要（和文）：本研究は、「トランスポートソーム」の概念の確立のために、トラン

スポートソームという分子集積体が存在することの実証と、その機能的意義を明らかにするこ

とを目的として設定された。本研究は、トランスポーターが足場タンパク質とともに形成する

トランスポートソームを実証し、さらに基質のやりとりをするトランスポーターと酵素からな

るトランスポートソーム、近接する細胞膜を架橋するように形成されるトランスポートソーム

を見いだし、「トランスポートソーム」の概念を確立した。 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this research was to establish the idea of 
“transportsome”. Toward its end, this research directed to demonstrate the molecular 
assembly corresponding to transportsome and to reveal its functional significance. This 
research has been completed by establishing the idea of “transportsome” by 
demonstrating the molecular assembly of the transportsomes formed by scaffold proteins 
and by reveling new types of transportsomes involving transporters and enzymes coupled 
by giving and taking the substrates and ones bridging membranes facing with each other. 
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1. 研究開始当初の背景 
 トランスポーターは、生体膜を介する物質
透過を媒介する膜タンパク質であり、分子ク
ローニングによりその大方の分子実体が明
らかにされ、個別の機能活性が示された。し
かし、生体内における機能と調節機序の理解
には、単一分子の研究では不十分であり、ト
ランスポーターとその制御分子、及びそれら
を束ねる scaffold protein からなる分子複
合体（「トランスポートソーム」）の概念が台

頭した。これは、PDZ タンパク質をはじめと
する scaffold protein が、種々のトランス
ポーター分子に結合し、細胞内局在と活性を
制御する事例が明らかにされたことによる。
しかし、従来の研究は、研究手法の制約上、
２分子間の結合関係の検討が主であったが、
これのみでは分子複合体の全体像を捕らえ
ることはできない状態であった。トランスポ
ーターが関わるタンパク質間相互作用は、当
初トランスポーターの機能及び局在の制御
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という観点からの研究がなされ、酵母ツーハ
イブリッド法等を用いた検討により、研究開
始時には、複数種のトランスポーター分子が
足場タンパク質により束ねられ集積して存
在することが示唆されていた。 
２．研究の目的 
 当計画研究は、「トランスポートソーム」
の概念の確立のために、トランスポートソー
ムという分子集積体が存在することの実証
と、その機能的意義を明らかにすることを目
的として設定された。本研究は、トランスポ
ートソームの構成員の同定とその形成に関
わるタンパク質間相互作用の把握、及びトラ
ンスポーターとトランスポートソームを束
ねる scaffold protein の再構成よるトラン
スポートソームの機能的意義の実証を目的
として行われた。 
３．研究の方法 
(1) FRET (Fluorescence Resonance Energy 
Transfer): 尿酸トランスポーターURAT1 に
CFP、OAT4 に CFP の tag を付け、HEK293 細胞
に発現させ、共焦点レーザー顕微鏡下で、
FRET を観察した。 
(2) 免疫沈降による URAT1 複合体の実証：
URAT1 の 5’-上流域を含む BAC clone を用い
HA-tag及びFLAG-tagを付けた遺伝子作製し、
トランスジェニックマウスを作製した。抗
tag 抗体を用いて免疫沈降し、沈降物は質量
分析により解析した。 
(3) プロテオリポソームに再構成：URAT1、
Na+/モノカルボン酸トランスポーターSMCT2、
および PDZ-K1 をバキュロウイルスを用いて
昆虫細胞に発現させ、精製してプロテオリポ
ソームに再構成した。14C-尿酸の取り込み実
験は、迅速濾過法を用いて行った。 
(4)トランスポーターの機能解析、発現の組
織分布の解析、タンパク質間相互作用の解析、
及びノックアウトマウスの作製は、常法に従
って行った。 
４．研究成果 
(1)トランスポーターが足場タンパク質とと
もに形成するトランスポートソームの同定。 
 腎臓の近位尿細管の管腔側膜には、有機溶
質の上皮輸送に関わるトランスポーターが
存在する。これらのうち一群のものは、
PDZ-K1 や NHERF1 といった PDZ タンパク質に
結合する。PDZ-K1 と結合する尿酸トランスポ
ーターURAT1 と有機アニオントランスポータ
ーOAT4は、PDZ-K1の存在下で共免疫沈降し、
またそれぞれに蛍光タンパク質 tagを付ける
と両者間の FRET が観察されることから、両
者は単一の PDZ-K1 に結合し、複合体を形成
し得ると考えられる。このように、複数のト
ランスポーターが、多価の足場タンパク質に
より分子集積し得ることが明らかになった。 
 このような分子集積が実際に生体内に存
在するかどうかを明らかにする目的で、tag

付 URAT1を近位尿細管で発現させた遺伝子導
入マウスを作製した。tag 付 URAT1 は、近位
尿細管管腔側膜に局在して発現した。このマ
ウス腎より抗 tag抗体による免疫沈降を行い、
共沈降するタンパク質を質量分析にて解析
したところ、近位尿細管の管腔側の PDZ 結合
モチーフを持つ複数のトランスポーターと
PDZ タンパク質 PDZK1、NHERF1 が共沈降する
ことが明らかになった。これは、実際に腎近
位尿細管の管腔側膜で、PDZ タンパク質によ
るトランスポートソームが実在することを
強く支持された。 
 さらに、上記 URAT1 と URAT1 を細胞内から
駆動するモノカルボン酸の取り込みを担う
Na+/モノカルボン酸トランスポーターSMCT2
を PDZ-K1 とともにプロテオリポソームに再
構成して検討した結果、PDZ-K1 の存在下で、
SMCT2 に駆動される URAT1 による尿酸の取り
込みの初速度が有意に上昇することが示さ
れた。これにより、複数のトランスポーター
が集積することにより、基質を媒介とする相
互の機能共役か効率化されることが実証さ
れた。 
(2) 基質のやりとりをするトランスポータ
ーと酵素からなるトランスポートソームの
同定。   
 トランスポートソームは、イオンチャネル
やトランスポーターに加え、それら輸送タン
パク質を活性調節する酵素を含むが、研究の
過程で、当初は想定していなかった輸送タン
パク質と酵素の関わりが明らかになった。そ
れは、「基質のやりとりをするトランスポー
ターと酵素からなるトランスポートソーム」
の同定による。本研究では、SLC22 有機イオ
ントランスポーターファミリーのなかに、腎
近位尿細管の側基底膜に存在するプロスタ
グランジン（PG）特異的トランスポーター
OAT-PG を見いだした。PGE2は、腎皮質におけ
る情報伝達物質でありレニン分泌を促すが、
OAT-PG ノックアウトマウスでは、腎皮質の
PGE2の上昇とその代謝物の減少、及びレニン
の上昇が観察された。従って、OAT-PG は、PG
を近位尿細管細胞内に取り込むことにより、
PG シグナルを OFF にするか、あるいは PG バ
ックグランド値を低値に保つ役割を果たし
ていると考えられる。神経組織における神経
伝達物質トランスポーターと同様の機能を、
腎皮質での PG シグナリングにおいて OAT-PG 
が果たしている。OAT-PG を介して近位尿細管
細胞内にとりこまれた PGE2は、細胞内にある
PGE2 代謝酵素 15-PGDH (15 prostaglandin 
dehydrogenase)によって代謝されるが、
OAT-PG と 15-PGDH が同一の細胞に存在し、
OAT-PGの C-末端細胞内ドメインに結合して、
トランスポーターと代謝酵素の複合体を形
成していた。この複合体は、トランスポータ
ーを介して細胞内に取り込まれた PGE2 を代



 

 

謝酵素が即座に捕らえて効率良く代謝する
システムを形成していると想定された。この
ような基質をやりとりするトランスポータ
ーと酵素からなるトランスポートソームは、
輸送と代謝を共役させ効率の良い細胞内代
謝を進行させるための分子装置と考えられ
る。 
(3) 近接する細胞膜を架橋するように形成
されるトランスポートソームの同定。 
 マウスやラットの胎盤は、合胞性栄養芽細
胞が２層あり、両者は、ギャップジ結合で繋
がれている。胎盤では、細胞融合により形成
された合胞性栄養芽細胞が拡散バリアーと
して胎盤関門を形成するため、アミノ酸等の
栄養素が母体側から胎児側に移行するため
には、合胞性栄養芽細胞層を通過しなければ
ならない。SLC7 アミノ酸トランスポーターフ
ァミリーの解析の過程で、マウスやラットで
胎盤特異的に発現し、ヒトには存在しない塩
基 性 ア ミ ノ 酸 ト ラ ン ス ポ ー タ ー
（CAT5:cationic amino acid transporter 5）
を見いだした。CAT5 は、アルギニン、リジン、
オルニチンを主要な基質として輸送する。
CAT5 のマウス胎盤での局在を検討したとこ
ろ、向かい合う２層の合胞性栄養芽細胞の母
体側細胞膜と、胎仔側の細胞膜に存在してい
た。さらに免疫電顕により、近接する両者の
細胞膜上に点在する CAT5 が丁度二つの膜を
架橋するように向かい合って存在する像が
捉えられた。CAT5 が向かい合って存在する部
位はギャップ結合とは異なっており、ギャッ
プ結合以外の細胞間の「物質の通り道」を形
成していると想定される。 
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