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研究成果の概要（和文）： 

シスチン尿症は、シスチンを腎尿細管から再吸収するトランスポーターの機能不全によ
りシスチンが多発性結石を形成し、重篤な腎機能障害に陥る常染色体劣性の疾患である。
日本人のシスチン尿症原因変異の約 80%がトランスポーターC 末端領域の 1アミノ酸残基
置換 P482L である。本研究では日本人変異型トランスポーターの生体内における機能喪失
機序を in vitro および in vivo であきらかにし、治療法開発への方向性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Cystinuria is an inherited disorder of renal reabsorption of cystine and dibasic amino 

acids by dysfunction of the transporter. It results in nephrollthalasis of cystine and 
leads to kidney failure. 80% of Japanese patients have the same mutation P482L at the 
C terminal of the cystine transporter. In this study, we have revealed the mechanism 
for the dysfunction of the mutant transporter in vitro and in vivo. This opens the door 
for treatment of the disease in the future. 
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１．研究開始当初の背景 

シスチン尿症は、腎近位尿細管管腔側の１
回膜貫通型タンパク質 rBAT（SLC3A1）と
12 回膜貫通型タンパク質 BAT1/b0,+AT

（SLC7A9）の二つのサブユニットからなる
ヘテロ二量体型シスチントランスポーター
の遺伝的変異による常染色体劣性の疾患で

ある。シスチン及び塩基性アミノ酸の近位尿
細管における再吸収機構であるシスチント
ランスポーターの機能不全により、溶解度の
低いシスチンが多発性の結石を形成し、重篤
な腎機能障害に陥る。サブユニットのうち、
b0,+ATの分子同定は本研究の研究協力者であ
る金井好克教授ら複数のグループによって
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なされ、b0,+AT が物質輸送機能を司るトラン
スポーターの本体であることが明らかにな
った(1)。どちらのサブユニットの変異によっ
てもシスチン尿症となるが、日本人症例の約
80%において b0,+AT の C 末端にある第 482

残基であるプロリンからロイシンへの変異
（P482L）が見られる一方で、比較的症例報
告の多い欧米人にはこれまでのところ一件
（0.001%程度）しか同様の変異が報告されて
いない(2, 3, 4)。 

一般的に、トランスポーターの C 末端領域は
基質の輸送には直接関与しないと考えられ
ており、むしろ C 末端領域の変異や欠損はト
ランスポーターの細胞膜への局在化の異常
をもたらす例が多数報告されている。ところ
が P482L 変異体の場合、培養細胞をもちい
た実験において野生型同様に発現が細胞膜
上に見られるにもかかわらずトランスポー
ターの機能を完全に喪失している(2)。トラン
スポーターが細胞膜上に存在することから、
P482L 変異による病態発現は細胞膜移行の
異常によるものではないことが示されてい
る。ところが前述のように C 末端領域は基質
の輸送には重要でないとされているため、
P482L 変異がどのようにトランスポーター
の機能を損ない、病態発現に関わっているか
はまったく不明であった。 

興味深いことに、P482 をロイシン以外の
大型側鎖を持つアミノ酸に置換した場合も
トランスポーターの機能が失われた(2)。この
ことから、この C 末端領域におけるタンパク
質間相互作用が、野生型と変異型で異なって
いることが示唆された。一方で、シスチント
ランスポーターb0,+ATと同じ SLC7ファミリ
ーに属する大型中性アミノ酸トランスポー
ターLAT1 は、トランスポーター本体単独で
輸送機能を持つことが精製タンパク質を用
いた実験で確認出来ていること（未発表デー
タ）や前述のように他の多くのトランスポー
ターの研究結果から、C 末端領域に結合する
タンパク質がトランスポーターの機能その
ものに必要だとは考えにくい。そこで、
P482L 変異体の C 末端領域に特定のタンパ
ク質が非生理的に結合することによってシ
スチントランスポーター機能が失われると
いう仮説を立て、以下のようにして P482L

変異を持つ b0,+AT の C 末端にのみ結合する
タンパク質を同定することに成功した（投稿
準備中）。 

まず、野生型および P482L 変異型 C 末端領
域とグルタチオン -S-トランスフェラーゼ
（GST）との融合タンパク質を発現、精製し、
培養した HEK293 細胞から調整した細胞可
溶化液に対して Pull-down を行った。得られ
た 試 料 を SDS-PAGE 上 で 展 開 し 、
GST-P482L 融合タンパク質のみに特異的に
結合するタンパク質を選別し、質量分析計を

もちいて解析した。その結果、もっとも顕著
に P482L 変異型 C 末端領域に結合したタン
パク質は、シャペロンタンパク質 HSP40h で
あった。さらに 482 番目のプロリン残基の部
位特異的変異体のうち、前述の輸送活性を喪
失している変異体は、ロイシン変異体とほぼ
同様に HSP40h との結合を示した。 

次に、野生型トランスポーターが発現して
いる細胞に比べて P482L 変異体を発現させ
た HEK293 細胞において、HSP40h が細胞
膜内側に強く結合していることが分かり、
HSP40h は実際の細胞内においても P482L

変異体により選択的に結合することが示さ
れた。さらに HSP40h のノックダウンを行い、
HSP40h 発現量の減少に伴いトランスポー
ターとの結合も低下している状況下で、
P482L 変異型トランスポーターの輸送活性
を測定した。その結果、HSP40h の発現量減
少に伴い、P482L 変異型トランスポーターの
活性回復が見られた。以上のことから、
P482L 変異特異的に非生理的結合をする
HSP40 によって P482L 変異トランスポータ
ーの輸送活性が消失していることが、強く示
唆された。 
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２．研究の目的 

本研究は、P482L 変異型 C 末端領域の変
異がトランスポーターの機能を喪失させる
機序を明確に示すことを第一の目的とした。
また、これまでの研究結果は培養細胞をもち
いた実験系得られていることから、とくに、
in vivo における機能解析をするため、病態モ
デルマウスを作成し、解析することを目的と
した。 

さらに、HSP40h の結合様式を解明し、病
的なタンパク質相互作用を消失させるペプ
チド配列を見つけだし、最終的にはペプチド
の投与による P482L 変異トランスポーター
の輸送機能回復を達成することを第二の目
的とした。見いだしたペプチド配列がペプチ
ドミメティック(ペプチド模倣)な結合阻害薬
デザインのモデルペプチドとなり、将来の投
薬による遺伝性シスチン尿症治療の開発に
つながることが期待できる。 

  

３．研究の方法 

（1）P482L 変異型トランスポーターを発
現させた培養細胞から調整した膜小胞の基
質結合活性および基質輸送活性を解析し、野
生型の膜小胞と比較した。 

（2）in vivo における解析を目的にマウス
b0,+AT P482L 変異体の輸送機能が、ヒト



 

 

P482L 変異体と同様に低下していることを
アフリカツメガエル卵母細胞系で確認し、
P482L 変異型トランスポーターノックイン
マウスを作成した。作成したモデルマウスの
24 時間尿を集め、尿中のアミノ酸を解析した。 

（3）作成した病態モデル KI マウスの腎皮
質から刷子縁膜小胞を調製し、変異体トラン
スポーター分子の機能解析を行った。 

（4）ペプチドによる輸送回復効果の評価
を行うため、アフリカツメガエル卵母細胞内
で P482L を発現させ、P482LC 末を含むペ
プチドを細胞内に導入し、輸送回復効果が調
べた。 

 

４．研究成果 

（1）P482L 変異型トランスポーターを発
現させた細胞から調整した膜小胞の基質結
合活性は、野生型の膜小胞とほぼ同じであり、
変異型トランスポーターの基質結合性には
異常がないことが示唆される。よって P482L

変異型の輸送活性低下は、トランスポーター
の構造変化を HSP40h タンパク質が阻害す
ることにより起きていることが示唆された。 

（2）マウス b0,+AT P482L 変異体の輸送機
能が、ヒト P482L 変異体と同様に低下して
いることをアフリカツメガエル卵母細胞系
で明らかにした。この結果を基に in vivo モ
デルとして P482L 変異型トランスポーター
ノックインマウスC57BL/6 Slc7a9 P482Lを
作製した。ノックインマウスの 24 時間尿の
アミノ酸分析を行ったところ、P482L ノッ
クインマウスの尿中のシスチンと２塩基性
アミノ酸は野生型の 70 倍から 100 倍であっ
た。したがって、このノックインマウスはシ
スチン尿症モデルマウスとして使用できる
ことが明らかになった。 

モデルマウスの腎皮質を免疫染色したと
ころ、P482L 変異体トランスポーターは、野
生型トランスポーター同様に尿細管アピカ
ル膜に局在していた。その発現量は刷子縁膜
小胞のウエスタンブロットによって、野生型
とほぼ同じであることが示された。また、変
異型トランスポーターは細胞膜上で輸送機
能を発揮するために必要な rBAT とのヘテロ
二量体を形成していた。したがって、P482L

変異によるシスチン取り込み機能不全は、in 

vivo においても変異トランスポーター分子
が輸送機能を喪失したことによるものであ
ることが強く示唆された。 

（3）ラピッドフィルトレーション法をも
ちいて野生型および P482L ノックインマウ
スから調製した刷子縁膜小胞への放射性シ
スチンの取り込みを調べたところ、P482L 

ノックインマウスから調製した刷子縁膜小
胞へのシスチン取り込みは見られなかった。
一方で、両者の刷子縁膜小胞へのシスチン結
合量は、培養細胞による実験同様、ほぼ同程

度であったことから、P482L 変異型トランス
ポーターは基質を結合することはできるが、
輸送できない状態であることが示唆された。
これは HSP40h の結合によるものである可
能性が考えられる。 

（4）ノックインマウスにペプチドを血管
内投与し、尿中のシスチン濃度の変化を測定
することでモデルペプチドの効果を検討す
るための予備実験として、P482L 変異を含む
P482L トランスポーターの C 末端 14 アミノ
酸残基のペプチドが、アフリカツメガエル卵
母細胞による機能評価系において P482L 変
異輸送体の機能回復効果を検討した。卵母細
胞を用いた場合、容易にペプチドを細胞内に
直接注入することが出来る点で非常に有利
であるため、輸送回復キネティクスの解析と
ペプチド間での定量的比較解析が可能であ
る。卵母細胞に野生型もしくは P482L 変異
輸送体 cRNA をおよび P482L C 末ペプチド
を細胞内に導入し、野生型トランスポーター
の機能が十分に発現する 2.5 日後、P482L 変
異輸送体の輸送回復効果を測定、解析した。
P482L のシスチン輸送活性は、わずかではあ
るが有意に上昇していた。ペプチドの導入に
より、P482L 変異トランスポーターと非生理
的結合蛋白質である HSP40h の結合が解離
し､活性の回復が見られている可能性が考え
られた。 

本研究の成果によって、将来の治療方法開
発に向けての方向性が示された。 
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