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研究成果の概要（和文）：Na+/Ca2+交換輸送体（NCX1）は遠位尿細管基底膜側に限局して発現し、能動的なCa2+再吸収
に重要な役割を果たすと考えられている。しかし、NCX1の基底膜側への局在を決定する分子基盤やその制御機構につい
ては明らかになっていない。本研究では、NCX1がアダプター蛋白質複合体サブユニット（AP因子）と相互作用すること
を見出した。さらに、変異解析により、AP因子の結合部位を同定した。興味深いことに、NCX1の細胞内ドメインとAP因
子との相互作用は、細胞内Ca2+濃度依存性であった。この相互作用は遠位尿細管におけるNCX1の基底膜側への限局的な
ソーティング機構に関与しているものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Na+/Ca2+ exchanger type 1 (NCX1) bidirectionally exchanges 3 Na+ with 1 Ca2+, depe
nding on the electrochemical gradients across the plasma membrane. In renal tubule, NCX1 is localized to t
he basolateral membranes of distal convoluted tubule cells, and is considered to be involved in Ca2+ reabs
orption. However, the molecular mechanisms for its membrane sorting remain to be elucidated. In the presen
t study, we found that the intracellular domain of NCX1 interacts with the adaptor protein. Using GST pull
-down assays, we further identified the binding motif in NCX1 molecule. We also found that the mutations i
n the binding motif of NCX1 affect its membrane sorting in epithelial MDCK cells, suggesting the interacti
on between NCX1 and the adaptor protein plays a key role in NCX1 basolateral sorting. 
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１．研究開始当初の背景 
腎尿細管では、各尿細管セグメントに特異

的なイオン輸送体やイオンチャネルが頂上
膜および基底膜の特定の膜ドメインに局
在・集積し、互いに機能的に共役することに
より、セグメント特有のイオン輸送機構を構
築している。これまで、腎 Na+輸送機構の解
明には、腎尿細管に発現する Na+輸送体の遺
伝子異常やそれらの遺伝子改変マウスの研
究が貢献してきた。しかし、腎尿細管のイオ
ン輸送体の局在機序およびその制御機構に
関しては未だ不明な部分が多い。 
 申請者は、長年、種々NCX 遺伝子改変マウ
スおよび特異的 NCX 阻害薬を開発・応用する
ことにより、血管、心臓および脳における NCX
の機能的・病態的役割の解析を行ってきた。
最近の成果として、NCX1 と Na+,K+-ATPaseα2
の機能連関が血管平滑筋への Ca2+流入を引き
起こし、食塩感受性高血圧の発症に関与する
ことを明らかにした。また、血管平滑筋 NCX1
と TRPC チャネルの機能共役が受容体刺激時
の血管トーヌス亢進に重要な役割を果すこ
とを示した。従来から、NCX は細胞内 Ca2+の
汲み出し系であると考えられてきたが、血管
平滑筋細胞においてNCXは Na+ポンプやNa+透
過性チャネルと膜輸送複合体を構成し、主に
Ca2+流入系として機能するものと考えられた。
この複合体機能の発現には、複合体構成分子
が特定の膜ドメインに集積される必要があ
る。しかし、NCX の膜集積機構についてはほ
とんど不明である。本研究では、NCX の膜局
在を決定する分子機序を明らかにする目的
で、遠位尿細管における NCX1 の基底膜側へ
の極性的なソーティング機構に焦点を当て
た研究を実施した。 
 
２．研究の目的 
腎臓において、NCX1 は遠位尿細管（遠位曲

部）の基底膜側に限局して発現し、能動的な
Ca2+再吸収に重要な役割を果たすと考えられ
ている。しかし、NCX1 の基底膜側への局在を
決定する分子基盤やその制御機構について
は明らかになっていない。最近、申請者は、
その分子基盤を同定する目的で、NCX1 の細胞
内ドメインを bait 蛋白質としてマウス腎由
来 cDNA ライブラリーを用いた酵母ツーハイ
ブリッドスクリーニングを実施した。その結
果、NCX1 の細胞内ドメインがアダプター蛋白
複合体サブユニット（AP 因子）に相互作用す
ることを見いだした。本研究では、この相互
作用の分子機序を解析することにより、遠位
尿細管における NCX1 の基底膜側への限局的
なソーティング機構およびその生理学的・病
態学的意義の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) アダプター蛋白複合体サブユニットに

対する NCX1 結合部位の解析 
アダプター蛋白複合体サブユニット（AP因

子）の GST 融合蛋白質を作製し、NCX1 細胞内

ドメインの様々な領域のHisタグ融合蛋白質
に対する GST-pull down アッセイを行った。
さらに、その結合部位を同定するため、NCX1
細胞内ドメイン内の変異解析（Ala 置換法）
を実施し、アダプター蛋白複合体サブユニッ
トに対する結合能を欠失した変異型 NCX1 の
探索を行った。 
 
(2) マウス腎皮質における NCX1 の発現局在

の解析 
腎組織における NCX1 の局在部位を確認す

るため、雄性 C57BL/6J マウスより腎臓を摘
出し、凍結切片を作製した。一次抗体として、
抗 NCX1 ポリクローナル抗体を用いた。 
 
(3) 培養腎尿細管細胞を用いた野生型およ

び変異型 NCX1 の局在解析 
これまでに、NCX1 の細胞外領域ペプチドに

対する抗ニワトリ抗体を作製し、生細胞にお
いて細胞膜上の NCX1 を蛍光抗体により可視
化する方法を確立している。また最近、NCX1
の N 末細胞外領域に c-myc タグを挿入した
NCX1 発現系を構築し、蛍光標識抗 myc 抗体に
より、遺伝子導入した NCX1 を生細胞で観察
する方法を考案している。これら手法を用い
て、NCX1 の細胞局在解析を実施した。具体的
には、野生型 NCX1 およびアダプター蛋白複
合体サブユニット（AP 因子）に対する結合能
を欠失した変異型 NCX1 を MDCK 細胞（培養腎
上皮細胞）に遺伝子導入し、上記の抗体を用
いて蛍光免疫染色した。なお、基底膜側のマ
ーカーとして、Na+,K+-ATPaseα1 を用いた。 
 
(4) NCX1のアダプター蛋白複合体サブユニッ
ト相互作用の生理的役割の検討 
GST-pull down アッセイの結果よりアダプ

ター蛋白複合体サブユニット（AP 因子）は
NCX1 細胞内ドメインの特殊領域に結合する
と考えられたが、興味深いことに、この特殊
領域には NCX1 の Ca2+依存性活性化機構に関
わる Ca2+結合部位が存在している。最近の構
造生物学的解析により、細胞内ドメインの
Ca2+結合部位に Ca2+が結合するとその高次構
造が大きく変化することが明らかになって
いる。そこで、野生型および変異型 NCX1 を
MDCK 細胞に遺伝子導入し、細胞内 Ca2+濃度と
基底膜側への局在制御との関係について解
析した。 
 
４．研究成果 
(1) アダプター蛋白複合体サブユニットに

対する NCX1 の結合部位 
アダプター蛋白複合体サブユニット（AP因

子）に対する NCX1 上の結合部位を同定する
ため、まず AP 因子の GST 融合蛋白質と NCX1
細胞内ドメインの様々な領域のHisタグ融合
蛋白質を用いた GST-pull down アッセイによ
り、アダプター蛋白複合体サブユニットの結
合部位を解析した。その結果、アダプター蛋
白複合体サブユニットは NCX1 細胞内ドメイ



ンの特殊領域に結合することが示された。一
方、AP 因子はその特殊領域と相同配列を有す
る他の領域には結合しなかった。さらに、そ
の結合部位を同定するため、特殊領域内の特
異的アミノ酸をAlaに置換した変異体を作製
し、AP 因子への結合能を欠失した部位特異的
変異体の作製に成功した。 
 
(2) アダプター蛋白複合体サブユニットと

NCX1 の結合特性 
上記のように AP 因子は細胞内ドメインの

特殊領域に結合すると考えられたが、この領
域には NCX1 の Ca2+依存性活性化機構に関わ
る Ca2+結合部位が存在している。また最近、
NCX1 細胞内ドメインの構造解析から、この
Ca2+結合部位に Ca2+が結合すると NCX1 細胞内
ドメインが大きく構造変化することが明ら
かになっている。これらのことから、NCX1 と
AP因子の相互作用は細胞内Ca2+濃度依存性に
制御される可能性が推定された。そこで、
NCX1 細胞内ドメインと AP 因子との相互作用
における Ca2+濃度依存性について検討した。
現時点の結果から、AP 因子と NCX1 の相互作
用は低 Ca2+濃度で亢進することが推定された
（現在、さらに詳細に検討中）。 
 
(3) 培養腎尿細管上皮細胞を用いた野生型

および変異型 NCX1 の局在解析 
 マウス腎皮質における NCX1 の発現分布を
抗 NCX1 ポリクローナル抗体で解析したとこ
ろ、これまでの報告と一致して、NCX1 は遠位
尿細管の基底膜側に局在していることが確
認された。次に、NCX1 の細胞外領域ペプチド
に対する抗ニワトリ抗体を用い、野生型 NCX1
および部位特異的変異体を遺伝子導入した
MDCK 細胞（培養腎上皮細胞）の蛍光免疫染色
を行ったところ、野生型 NCX1 は主に細胞質
に存在し、一部基底膜への発現がみられた。
一方、AP 因子との結合能が消失する部位特異
的変異体をMDCK細胞に遺伝子導入した場合、
この変異体 NCX1 の基底膜への発現は野生型
に比べて増加していた。これらの結果は、
NCX1とAP因子との相互作用がNCX1の基底膜
側への発現に関与することを示唆している。 
さらに、細胞内 Ca2+濃度と基底膜側への局在
制御との関係を調べるため、野生型 NCX1 お
よび部位特異的変異体を発現した MDCK 細胞
をイオノマイシン処置し、NCX1 の基底膜側へ
の発現の変化を比較した。その結果、部位特
異的変異体の基底膜側への発現はイオノマ
イシン処置をしてもほとんど変化が見られ
なかったのに対し、野生型 NCX1 の場合には
イオノマイシン処置により基底膜への発現
が増加した。つまり、NCX1 と AP 因子との結
合は Ca2+濃度依存性であり、細胞内 Ca2+濃度
が低下すると NCX1 と AP因子との相互作用が
強くなるために NCX1 の基底膜側への発現が
減少し、逆に Ca2+濃度の増加により AP 因子と
の相互作用が弱まり、NCX1 の基底膜側への発
現が増加するものと推察された。現在、NCX1

と AP因子との相互作用が NCX1 の輸送活性に
及ぼす影響について、45Ca2+取り込み実験によ
り検討中である。 
 
このように、本研究では NCX1 の細胞内ド

メインが AP 因子と相互作用することを見出
した。興味深いことに、この相互作用は遠位
尿細管における NCX1 の基底膜側への限局的
なソーティング機構に関与しているものと
考えられた。また、この細胞内ドメインと AP
因子との相互作用は低 Ca2+濃度で亢進し、高
Ca2+濃度で低下することから、この相互作用
は NCX1 の基底膜側への合目的な機能発現の
制御機構になることが推定された。さらに、
NCX1のソーティング機構とCa2+依存性活性制
御機構は密接に関わっている可能性が考え
られ、これらの機能的リンクの解明は今後の
重要な検討課題と考えられる。現在、AP因子
への結合能を欠失した部位特異的変異体の
遺伝子導入マウスの作出に着手しており、今
後、NCX1 の遠位尿細管基底膜側へのソーティ
ング機構の生理学的・病態学的意義を個体レ
ベルで解明したいと考えている。 
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