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研究成果の概要（和文）：本研究では、受容体結合蛋白ATRAP (AT1 receptor-associated protein)について、
アンジオテンシン受容体結合性機能選択的制御作用、及びアンジオテンシン受容体結合に依存しない可能性のあ
る腎臓線維化抑制作用に着目して、老化モデル動物、ATRAP遺伝子改変動物などを用いて、ATRAPの発現・活性調
節機構異常と老化関連脳心血管腎臓病との関連について多面的に検討し、ATRAP の老化関連脳心血管腎臓病にお
ける病態生理学的意義の解明、および ATRAP に着目した新規分子標的治療法の開発に向けた検討を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated ATRAP (AT1 receptor-associated protein), a 
receptor-binding protein, in aging model animals, focusing on its function-selective regulation of 
angiotensin receptor binding and its possible angiotensin receptor binding-independent suppression 
of kidney fibrosis. We investigated the relationship between dysregulation of ATRAP expression and 
activity and aging-related cerebrocardiovascular and kidney diseases using ATRAP gene-modified 
animals to elucidate the pathophysiological significance of ATRAP in aging-related 
cerebrocardiovascular and kidney diseases, and to develop novel molecular targeted therapies 
focusing on ATRAP. We also investigated the pathophysiological significance of ATRAP in 
aging-related cerebrocardiovascular and kidney diseases.

研究分野： 慢性腎臓病、レニン－アンジオテンシン系、高血圧、老化
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
薬剤誘導性腎老化モデルの確立に成功した。老化加速病態である糖尿病性腎臓病において、近位尿細管における
ATRAPの発現低下が尿細管間質のマクロファージの極性変化を介して糖尿病糸球体障害を進展させる機序を明ら
かにした。すなわち、ATRAPは糖尿病性腎臓病の治療標的となり得る。さらに、ATRAPがトランスフェリン1受容
体に結合して内在化を促進することで、酸化ストレスを抑制し、腎性老化・腎線維化を抑制する可能性を明らか
にした。研究代表者らが開発した薬剤誘導性腎老化モデルは、今後、腎性老化研究に役立つ可能性がある。さら
に、ATRAPに着目した糖尿病性腎臓病、腎性老化治療の可能性が示唆された。

※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 
種々の病的刺激の持続に対する生体の反応過程における組織局所での慢性的な酸化ストレス

増加や炎症反応亢進とそれらに伴う代謝系への悪影響によって，動脈硬化などの老化に関連す
る脳心血管腎臓病が進展する機序が重要視されている(Duewell P, et al. Nature 464:1357-
1361, 2010)．特に病的刺激の持続による「組織局所における AT1 受容体情報伝達系の過剰活性
化」がもたらす組織レニン-アンジオテンシン系 (R-A 系)の異常亢進状態は，慢性的な細胞・組
織の酸化ストレス増加・炎症反応亢進とともに老化に関連する脳心血管腎臓病の病態を進展さ
せる可能性が指摘されており (Ferder L, et al. Curr Hypertens Rep 8:191-198, 2006; Aroor 
AR, et al. Metabolism 62:1543-1552, 2013)，例えば AT1 受容体欠損マウスでは野生型マウ
スに比べて長寿化を認め，AT1 受容体系抑制による組織での酸化ストレス・老化の抑制がこの長
寿化に関与している可能性が報告されている (Benigni A, et al. J Clin Invest 119:524-530, 
2009; Conti S, et al. Hypertens 60:878-883, 2012)．したがって，老化に関連した脳心血管
腎臓病の発症・進展において，アンジオテンシン II  (Ang II)＝老化関連臓器障害促進因子，
AT1 受容体＝老化関連臓器障害促進因子受容体としてとらえることもできる． 
 一方で，R-A 系自体は生体内の水・電解質代謝や循環系の恒常性維持，および臓器発生・分化
にとっては重要な生理的調節系である．例えば，全身性アンジオテンシノーゲン欠損マウス，レ
ニン欠損マウス，AT1 受容体欠損マウスなどの発生段階からの R-A 系欠損マウスでは，生下時か
らの異常な低血圧と腎などの器官形成異常，臓器機能異常が報告されている (Paul M, et al. 
Physiol Rev 86: 747-803, 2006)．したがって，臓器発生・形態形成や恒常的生理機能維持を担
う AT1 受容体系の生理的情報伝達系活性への遮断を回避し，同受容体系の病的な過剰活性化の
みを選択的に効率的かつ安全に抑制することも重要と考えられる． 
 現在までの予備的研究結果から，ATRAP は，AT1 受容体の生理的情報伝達系には悪影響を与え
ずに，病的刺激の持続による AT1 受容体下流の臓器障害と関連した情報伝達系の過剰活性化に
対してのみ機能選択的な抑制作用を発揮できるという機能上の大きな利点をもつ可能性が高い
(Tamura K, Wakui H, et al. Curr Med Chem, 22: 3210-6, 2015)．さらに，研究代表者らは，
ATRAP が，受容体結合に依存しない直接的作用 (腎臓線維化抑制作用，抗加齢制御作用)を発揮
する可能性を報告した (Uneda K, Wakui H, et al. J Am Heart Assoc 6:e006120, 2017)．し
かしながら，ATRAP が老化関連脳心血管腎臓病の病態連関基盤の鍵因子としてどのように機能し
ているか，は未だ不明な点が多い． 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，受容体結合蛋白 ATRAP について，①受容体結合性機能選択的制御作用，及び②受

容体結合に依存しない新規作用(腎臓線維化抑制作用、抗加齢制御作用)の２つの独自作用を切
り口に，老化モデル動物，ATRAP 遺伝子改変動物を用いて，ATRAP の発現・活性調節機構異常と
老化にまつわる脳心血管腎臓病との関連について多面的に検討し，ATRAP の老化関連脳心血管
腎臓病における病態生理学的意義の解明，および ATRAP に着目した新規分子標的治療法の開発
に向けた検討を行うことを目的とした． 
 
 
３．研究の方法 
（１）アリストロキア酸腎症の腎老化モデルとしての検討 
C57BL/6 マウス，8週齢，オスを Vehicle 群とアリストロキア酸投与（AA）群の 2群に振り分

けた．1週間の馴化期間を設けた後，AAを投与開始した．AA投与方法は，AA（3mg/kg），週 2回，
4週間腹腔内投与した．リモデリングのために，投与後期間 4週間をおいて解剖を行った．投与
期間中に体重や血圧などの生理学的データを取得し，解剖時の標本で腎機能，腎病理所見に加え，
腎臓における細胞老化，酸化ストレス蓄積，抗老化関連遺伝子発現について解析した． 
 
（２）糖尿病性腎臓病における尿細管 ATRAP の病態生理学的意義についての検討 
野生型C57BL/6マウスおよび全身性ATRAPノックアウトマウスに対してstreptozotocin(STZ)

を 55mg/kg/day，5 日間連続で腹腔内投与することで糖尿病を惹起した．体重や血圧，血糖値な
どの生理学的データを取得するとともに，尿中アルブミン排泄量の測定を行った．STZ 投与 24
週後に解剖を行い，腎臓の病理所見に加え，腎臓におけるマクロファージの発現について解析し
た．また，全身性 ATRAP ノックアウト糖尿病群および野生型糖尿病群に対して抗炎症作用を有す
る M2 マクロファージ養子移植実験を行った．さらに，近位尿細管特異的 ATRAP ノックアウトマ
ウスおよびコントロールマウスに対しても同様に糖尿病を惹起して解析を行った． 
 
（３）ATRAP の新規結合蛋白の同定と腎線維化における機能的意義の検討 
酸化ストレス制御に関わる ATRAP 結合タンパク質を同定するために,まず Flag タグ付きマウ



ス ATRAP（F-mATRAP）をドキシサイクリン依存的に発現誘導可能な HEK293 細胞を構築した.次
に,F-mATRAP 複合体を免疫沈降し,その複合体について質量分析を施行した.その結果得られた
複合体構成タンパク質候補のうち TfR1 に着目し,分子的相互作用を免疫沈降法,ウエスタンブロ
ット解析により検証した.次に,ATRAP 発現誘導による TfR1 タンパク質および mRNA 発現量,細胞
内局在をウエスタンブロット解析,RT-qPCR 解析,免疫蛍光染色解析を用いて解析した.ま
た,ATRAP 発現誘導時が TfR1 の機能である鉄取り込みに影響するかを,細胞内鉄濃度を測定する
ことで評価した.さらに,酸化ストレスシグナルへの影響を NRF2 タンパク質発現, その NRF2 が
転写する HO-1 mRNA 発現の変化を解析することで評価した． 
 
 
４．研究成果 
（１）Vehicle 群と比較し，AA群では腎重量/体重比は有意に低下を認めた．さらに，AA 群では
血漿クレアチニン濃度，血漿尿素窒素濃度，クレアチニンクリアランスは有意に低下し，AA 投
与によって腎萎縮と腎機能低下を引き起こした．病理学所見として，AA 群では糸球体の萎縮と
尿細管間質線維化を引き起こした．ただし，Vehicle 群と AA 群において，収縮期血圧や心拍数，
心臓/体重比に明らかな差はなかった．また AA群において，病理学的に動脈硬化病変や糸球体硬
化所見は認められなかった．リアルタイム定量 RT-PCR 解析では，AA群で腎臓における p16，p53，
p21 発現上昇があり，senescence-associated β-galactosidase 染色を行うと AA群で陽性所見
を広く認めた．透過型電子顕微鏡観察では，AA 群の近位尿細管細胞においてミトコンドリア異
常と，それに付随するオートファジー亢進所見を認めた．また，ウエスタンブロット解析で AA
群において，4-hydroxy-2-nonenal レベルが上昇し，AA投与による酸化ストレスレベル上昇を示
した．最後に，抗老化遺伝子発現をウエスタンブロット解析したところ，腎臓における抗老化遺
伝子発現のうち，Klotho は発現低下していたが，NAMPT や SIRT1 の発現変動は明らかでなかっ
た．の AAN マウスモデルにおいて，腎機能の低下に加え，腎萎縮，尿細管間質線維化などの加齢
腎の老化形質を一部惹起した．さらに，AA 投与による腎臓での細胞老化の惹起と，それに付随
するミトコンドリア異常や酸化ストレスレベル上昇も見出した．また，腎臓における Klotho 発
現低下から，このAANマウスモデルで表出した老化表現型はKlothoと関連する可能性はあるが，
今回の結果からは NAD+-SIRT 経路との関連性は明らかにされなかった．また，本研究の腎病変と
これら老化機序との因果関係については依然として十分に明らかにされていないため，加齢腎
モデルとして十分な適性を検証するためには，さらなる介入実験などが必要と考えられる．それ
にも関わらず，この AAN マウスモデルでは簡便な操作で顕著な腎線維化，腎機能低下をはじめと
した病理像を含めて腎老化病態を引き起こした．今回の研究結果はこの AAN マウスモデルが加
齢腎モデルとして検討される端緒となることを示し，この研究結果に立脚した老化病態に対す
る新規治療の研究発展が期待される． 
 
（２）全身性 ATRAP ノックアウト糖尿病群は野生型糖尿病群と比較して，体重，血圧，血糖値は
同等であった．それに対して，全身性 ATRAP ノックアウト糖尿病群は野生型糖尿病群と比較し
て，尿中アルブミン排泄量の増加を認めていた．腎臓の病理学所見として，全身性 ATRAP ノック
アウト糖尿病群は野生型糖尿病群と比較して，糸球体の拡大や足細胞脱落といった著明な糸球
体障害を認めた．その一方で，ATRAP が高発現している尿細管間質の障害は同程度であった．そ
れに対して，全身性 ATRAP ノックアウト糖尿病群は野生型糖尿病群と比較して，尿細管間質にお
いて，M2マクロファージの発現の減少を認めた．M2マクロファージ養子移植により，全身性ATRAP
ノックアウト糖尿病群は野生型糖尿病群と同程度まで糸球体障害が改善した．また，近位尿細管
特異的 ATRAP ノックアウト糖尿病群はコントロール糖尿病群と比較して，尿細管間質の M2マク
ロファージの発現が減少していた．全身性 ATRAP ノックアウト糖尿病群は野生型糖尿病群と比
較して著明な糸球体障害を認めるものの，尿細管間質の障害は同程度であった．この機序として
は，ATRAP が欠損することで尿細管の RAS，特に AT1 受容体の過剰活性化することで，臓器保護
的に作用する M2 マクロファージが減少することによるものと考えられた．このことは，近位尿
細管特異的 ATRAP ノックアウトマウスでも確認することができた．また，M2 マクロファージ養
子移植を行うことで全身性 ATRAP ノックアウト糖尿病群は，野生型糖尿病群と同程度まで糸球
体障害が改善した．これは，腎臓でのサイトカイン環境が変化し，炎症や酸化ストレスなどが改
善することに伴うものと考えられた．以上のことから，尿細管 RAS 過剰活性化により尿細管間質
での M2 マクロファージの発現が減少して糸球体障害の進展に関与する，尿細管-糸球体連関が
明らかとなった．今後，尿細管に着目した ATRAP 活性化療法は糖尿病性腎症の新規治療戦略とし
て期待される． 
 
（３）ドキシサイクリン依存的に Flag タグ付き-マウス ATRAP（F-mATRAP）を発現誘導する HEK293
を樹立し,ドキシサイクリン依存的に適切に F-mATRAP 発現が誘導されることをウエスタンブロ
ット解析，免疫蛍光染色で確認した．樹立した細胞を用いて F-mATRAP 複合体を精製し質量分析
を行った結果，376 個の ATRAP 複合体構成タンパク質候補を同定した．そのタンパク質候補は細
胞内輸送に関わる分子が多いことがわかり，また TfR1 を含む膜受容体が複数同定された．TfR1
は酸化ストレスを伴う腎線維化に関わることが報告されているため，ATRAP と TfR1 の分子的相
互作用を培養細胞やマウスの腎組織を用いて確認した．次に，ATRAP 発現の増強時により，細胞



全体での TfR1 の発現が変動しない一方，細胞膜における TfR1 発現が減少することを，生化学的
な細胞膜分画法や蛍光染色法を用いて明らかとした．さらに ATRAP 発現誘導により，細胞内鉄量
の低下と酸化ストレスシグナルの一つである NRF2, HO-1 発現の低下することを明らかにした． 
以上より，ATRAP が TfR1 と相互作用し，TfR1 の膜局在制御を介しその機能を抑制する事が明ら
かにされた．ATRAP は細胞内鉄濃度を抑制し,その結果，酸化ストレスシグナルを抑制している
可能性がある.これらの結果は培養細胞を用いたものであり，酸化ストレスを誘導する動物モデ
ルなどを用いた個体レベルでの ATRAP-TfR1 経路の生理的意義の解析が今後の課題である.具体
的には，ATRAP と TfR1 の直接相互作用の解析や，相互作用部位の同定など，より詳細な検討が
必要である．さらに今回，ATRAP 複合体構成因子として，TfR1 以外にも酸化ストレス制御に関わ
る膜分子が複数同定された．ATRAP 分子機構を解明することで ATRAP が酸化ストレス,ミトコン
ドリア障害をともなう加齢性腎線維化に関与するというこれまでの報告の分子メカニズムの解
明につながると考える. また,これまでに Angiotensin II – AT1 受容体経路における酸化スト
レス誘導を ATRAP 抑制していることも明らかにしている.このように，ATRAP による酸化ストレ
ス制御の全容を明らかにし,腎性老化の発症のメカニズム解明につなげていく事が期待される. 
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