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研究成果の概要（和文）：シスチノーシスモデルラット由来の胚線維芽細胞を用いてCtns遺伝子の有無により特
異的に変化するタンパク質および代謝物をプロテオームおよびメタボローム解析を行い探索した。またプロテオ
ーム解析より得られたシスチン代謝関連タンパク質が金属タンパク質であったことから8週齢シスチノーシスモ
デルラットの血清中の金属を測定し、バイオマーカーとしての可能性を探った。測定した19種類の金属のうちシ
スチノーシスモデルラットで有意に増加した金属が8種類、減少した金属が1種類見つかった。本研究により、シ
スチンが蓄積することにより金属の代謝異常も引き起こされる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, proteomic and metabolomic analyzes were performed using 
embryonic fibroblasts derived from cystinosis model rats to find out proteins and metabolites that 
are specifically altered by the presence or absence of the Ctns gene. In addition, since the cystine
 metabolism-related proteins obtained from the proteome analysis were metalloproteins, we measured 
the metals in the rat serum of 8-week-old and explored their potential as biomarkers. Among 19 
metals measured, 6 metals significantly increased and 1 metal decreased in cystinosis model rats. 
This research indicated that cystine accumulation may also cause abnormal metal metabolism.

研究分野：実験動物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
シスチノーシスはCTNS遺伝子変異によりライソゾームにシスチンが蓄積する常染色体劣性遺伝疾患である。早期
診断早期治療により劇的に予後が改善するものの、血液中のシスチン濃度ではシスチノーシスを診断できないた
め、濾紙血で行う新生児マススクリーニングへの応用ができず、現在の確定診断法では早期診断は困難である。
本研究において、シスチン蓄積に伴った金属代謝の関連が示唆されたことにより、未だに不明なことが多いシス
チノーシス発症機序の解明と早期診断のためのバイオマーカー発見の糸口となる。

※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 
シスチノーシスはライソゾーム膜に存在するシスチントランスポーターであるシスチノシ
ンをコードする CTNS 遺伝子の変異によって全身性にシスチンが蓄積する難治性の常染色
体劣性の遺伝疾患である。シスチンの蓄積により全身に症状が現れるが、近位尿細管障害に
起因する若年期のファンコニー症候群が特徴的な症状の一つである。２つの後方視的臨床
研究により、早期のシステアミン内服が腎機能不全を含めた生命予後を劇的に改善するこ
とが示されている 1)2)。しかしながら、失った腎機能を元に戻すことはできず、新たな根治
療法の開発も必要である。 
さらに、シスチノーシスは、理想的には生後 6ヶ月以前に、診断し治療を開始することが求
められているが、現在の白血球中のシスチン濃度による確定診断法では濾紙血で行う新生
児マススクリーニングへの応用ができず、早期診断が困難である。近年、質量分析装置の向
上などにより対象疾患も増えているが、血液中のシスチン濃度ではシスチノーシスを診断
できないため、シスチン以外の生体物質での診断、すなわち疾患特異的なバイオマーカーが
有用となる。 
 
２．研究の目的 
シスチノーシス研究はモデル動物の開発により、ライソゾーム内のシスチン蓄積によるア
ポトーシスの亢進や酸化ストレスの増加等さまざまな報告がされているものの 3)、まだ未解
明なメカニズムが多い。シスチノーシスのバイオマーカーの発見は、早期診断早期治療開始
に役立つだけでなく、合併症の予防も可能にする他、病気の進行の指標にもなりうる可能性
がある 4)。 
本研究は、シスチノーシスの原因遺伝子である Ctns 遺伝子を欠損したラットを用いて、網
羅的な解析を行うことにより疾患特異的に変動するタンパク質や代謝物を検出し、シスチ
ノーシスの早期診断および疾患の進行を反映するバイオマーカーを同定すると共に、疾患
発症の分子メカニズム解明の糸口となる分子を同定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1) シスチノーシスモデルラット用いたプロテオーム解析・メタボローム解析 
申請者等が樹立した Ctns 遺伝子を欠損したシスチノーシスモデルラット 5)およびコン
トロール（F344）ラットを用いて胚線維芽細胞を作成し、プロテオーム解析に用いた。
それぞれの細胞からタンパク質を抽出し、還元アルキル化した後、トリプシン酵素消化
をして得られたペプチドサンプルを用いて、質量分析装置（QSTAR Elite:SCIEX）により
プロテオーム解析を行なった。 
メタボローム解析については、それぞれの細胞からメタノールを用いてメタボライトを
抽出した後、限外濾過フィルターにて除タンパクしたものを解析に用いた。抽出したメ
タボライトは CE-TOFMS(アジレントテクノロジー)にて測定し、検出されたメタボライ
トに対して相対値を算出した。メタボローム解析はヒューマンメタボローム（HMT）社
に外部受託した。 

2) 1)で得られたタンパク質・代謝物および微量金属の定量と発現解析 
シスチノーシスモデルラット由来胚線維芽細胞から RNA を抽出し、qPCR を行なった
他、ウエスタンブロットを用いることにより発現解析を行なった。相対値比較により特
異的な変化がみられた代謝物に関しては、ラットの血液を用いて LC/MSでの定量を試み
た。また微量金属については ICP/MSを用いた分析（レナテック社）を行なった。 
 
４．研究成果 

本研究では、シスチノーシスモデルラット由来の線維芽細胞および血液を用いた解析によ
り、疾患特異的に変化する物質を同定し、その物質がバイオマーカーや疾患発症メカニズム
解明に関わる分子となり得るかを探った。 



プロテオーム解析では、シスチノーシスモデルラット由来の細胞株においてコントロール
株と比較して有意に増加したタンパク質は 12 個あり、逆に減少したタンパク質は 46 個で
あった。そのうち、もっとも増加していたタンパク質は金属プロテイン酵素に属するタンパ
ク質であったことから、8週齢ラット血清中の金属を測定した。その結果、コントロール系
統と比較し、19種類の血清中微量金属は
8 種類が有意に増加、1 種類は有意に減
少していた。病態の進行と微量金属濃度
変動に相関があるかを確認するため、56
週齢のシスチノーシスモデルラット血
清を用いて検証した結果、さらに濃度が
増加あるいは特に減少した金属はそれ
ぞれ 2および 4種類であった（図１）。 
変化があった金属の一部を細胞内に輸
送する膜タンパクの発現解析を行なっ
たところ、顕著な変化は見られなかった
為、引き続き解析進める。 
 
シスチノーシスモデルラット由来REFを用いて
行ったメタボローム解析では代謝化合物 175 個
が検出され、そのうち有意水準 P < 0.001 を示
した代謝化合物は 4 個であった。また、本解析
においてはシスチノーシスモデルラット由来
REFにシスチノーシスの治療薬であるシステア
ミンを添加した細胞も使用し、解析に用いた。
その結果、検出された代謝物に対する主成分分
析において細胞試料の差異が明確に分類され、
さらにシステアミンを添加した細胞はシスチン
の蓄積が除去されたにも関わらず、代謝物がコントロールとも明確に分類された（図２）。 
 
本研究により、シスチンが蓄積することにより、微量金属の代謝異常が引き起こされている
可能性が示された。またメタボローム解析の主成分分析より差異が明確に分類され、治療薬
を服用しても腎機能不全を含む合併症を遅延させるだけで防ぐことができない原因を解明
する一助となる可能性が示されたため、引き続きそれらのメカニズムを明らかにしていく
予定である。 
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