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研究成果の概要（和文）：　シスチン尿症は、rBAT（補助サブユニット）とb0,+AT（活性サブユニット）の二つの蛋白
からなるヘテロ二量体型シスチン輸送体の変異により発症するが、さらに未知の輸送体の関与が示唆されていた。本研
究は、b0,+ATと同じファミリーに属する輸送体SLC7A13が長年不明であったrBATの第二の結合パートナーであり、尿細
管シスチン再吸収に寄与するものであることを実証して、シスチン尿症の新規原因遺伝子候補を提示するものである。
本研究の成果は、尿細管シスチン輸送機構の長年のパラドックスを解決し、尿細管物質輸送生理学に新たな展開をもた
らすものと期待される。

研究成果の概要（英文）：The heterodimeric amino acids transporter (HAT) family, which consists of heavy 
chains (Slc3) and light chains (Slc7), has important roles for amino acid transports in many types of 
organs. Among the family, rBAT forms a heterodimeric complex only with b0,+AT. Mutations in the two genes 
cause cystinuria, an autosomal recessive disorder of renal reabsorption of cystine at the apical 
membranes of proximal tubules. However, the expression paradox of the proteins has been remaining. While 
rBAT highly express in the S3 segment of the proximal tubules, the expression of b0,+AT decrease from the 
S1 to the S3 segment. In this study, Slc7a13, one of the HAT family members with an unknown heavy chain, 
was found to form a heterodimer with rBAT. Slc7a13 was expressed dominantly in the S3 segment and 
transported cystine. These findings strongly indicate that Slc7a13 is the secondary cystine transporter 
at the S3 segment in the kidney, which was postulated the presence in 70’s.

研究分野： 膜タンパク質の生化学

キーワード： シスチン尿症　アミノ酸トランスポーター　腎臓　ヘテロダイマー
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１．研究開始当初の背景 
 シスチン尿症(OMIM220100)は、腎近位尿
細管のシスチン再吸収不全により生じる常
染色体劣性の遺伝性疾患であり、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
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輸送体（図１）
の変異により発症する。b0,+AT は輸送体の本
体（活性サブユニット）であり、rBAT は b0,+AT
の膜移行を推進する補助サブユニットであ
って、両者は S-S 結合（ジスルフィド結合）
を介してヘテロ二量体を形成するが、どちら
の遺伝子の変異によってもシスチン尿症と
なる。しかし、どちらにも変異の見られない
症例が存在する。また、シスチン尿症では一
般にシスチンとともに塩基性アミノ酸の漏
出が起こるが、これとは異なり、シスチン単
独排泄型のシスチン尿症も存在する。これら
の事実から、rBAT、b0,+AT 以外の因子の存在
が想定されてきた。その新規因子の存在をさ
らに支持するもうひとつの事実は、rBAT は
近位尿細管の S3 分節に強く発現するのに対
し（Kanai et al Am J Physiol 1992）、その結合
相手として現在同定されている b0,+AT は S1
分節に強く発現し（Chairoungdua et al JBC 
1999）、両者の発現パターンに相違があると
いうものである（図２）。これは、rBAT が強
発現する近位尿細管 S3 分節に、rBAT とヘテ
ロ二量体を形成する b0,+AT 以外の第二の
rBAT の結合相手が存在することを示唆する
もので、それを同定することで新たなシスチ
ン尿症関連輸送体を見いだすことができる
と期待されていた。 

rBAT の第二の結合相手を探すために、ス

ペインの Palacine らは、rBAT を免疫沈降し、
その共沈降物を質量分析により同定するこ
とを目指したが、目的とするタンパク質の同
定には至らなかった（Fernández et al Am J 
Physiol Renal Physiol 2002）。また、rBAT の現
在知られている結合相手である b0,+ATが属す
る 輸送体ファミリー（SLC7 ファミリー）の
なかにあるはずであるという考え方を元に、
その探索はファミリー内の輸送体を対象に
行われてきた。SLC7 ファミリーは、ヘテロ
二量体型アミノ酸輸送体（HAT）群をサブフ
ァミリーとして含み（図１）、b0,+AT はそのな
かで rBAT と連結する唯一の輸送体として知
られている。b0,+AT 以外に HAT サブファミ
リーには 8 種の輸送体が知られており、その
うち６種類は rBAT と類似の構造を持つ１回
膜貫通型タンパク質 4F2hc（SLC3A2）を補
助サブユニットとしてヘテロ二量体を形成
するが、残りの２種（SLC7A13 と mAscp-2）
は結合補助サブユニットがわかっていない
（Matsuo et al JBC 2002, Chairoungdua et al 
JBC 2001）。SLC7A13 は腎特異的に発現する
ため、以前 rBAT との関係が検討されたが、
初期の解析では結論は得られなかった。 
 
２．研究の目的 
前述の背景を踏まえ、本研究では SLC7A13

が結合する未知の補助サブユニットを同定
し、それによって、rBAT の相手が SLC7A13
であるか否かを明らかにすることを目的と
した。SLC7A13 と連結してヘテロ二量体を形
成する補助サブユニットを同定するために
は、SLC7A13 を免疫沈降し、共沈降してきた
分子を解析する方法が適用できるはずであ
る。しかし既存の抗 SLC7A13 抗体は免疫沈
降には使用できなかったため、研究代表者ら
は抗体を再作製し、腎皮質のウエスタンブロ
ットでヘテロ二量体に相当するバンドを特
異的に検出する新たな抗体を得た。この抗体
を用いて腎皮質粗膜画分から免疫沈降を行
い、免疫沈降
試料を質量分
析計でショッ
トガン解析し
た と こ ろ 、
SLC7A13 に共
免疫沈降する
タンパク質と
して rBAT が
同定された。
rBAT の抗体
によっても、
SLC7A13 と共
沈降するもの
が rBAT であ
ることが確認
された。さら
に、抗 rBAT 抗
体を用いた免
疫 沈 降 で も
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図1　ヘテロ二量体型アミノ酸輸送体 
補助および活性サブユニットがジスフィルド結
合を介し、ヘテロ二量体を形成する。  
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SLC7A13 が共沈降することが明らかになり、
SLC7A13 の補助サブユニットが rBAT である
ことが強く示唆された。代表者らが作製した
抗 SLC7A13 抗体で腎組織の免疫染色を行っ
たところ、SLC7A13 は S3 分節に強く染色さ
れ、これは rBAT の発現部位と一致した（図
３）。本研究は、SLC7A13 が、求められてい
た rBAT と連結する第二の輸送体であること
を実証し、その尿細管シスチン輸送における
意義を明らかにすることを目的とした。
SLC7A13 に結合する補助サブユニットが
rBAT であり、長年謎だった rBAT の近位尿細
管 S3 分節における結合相手であることを明
らかにし、このヘテロ二量体が S3 分節の管
腔側膜上で
アミノ酸輸
送機能、と
くにシスチ
ン輸送機能
を発揮する
ことを実証
する。その
た め 、 in 
vitro 発現系
およびプロ
テオリポソ
ーム再構成
系を用いて、
SLC7A13 
輸送活性の
詳細、基質
特異性と輸
送キネティ
クスを明ら
かにするこ
とを目指し
た。 
 
３．研究の方法 
 SLC7A13 が rBAT とヘテロ二量体を形成し、
近位尿細管管腔側膜上で第二のシスチン輸
送体として機能していることを示すために、
本研究では、安定共発現細胞の樹立、それを
用いたヘテロ二量体化による細胞膜局在性
と機能の解析、細胞の内因性のアミノ酸輸取
り込み能による影響を完全に除外するため
に精製タンパク質を用いた基質結合解析、及
び再構成プロテオリポソームによる機能解
析 を 行 う 。 さ ら に 高 解 像 度 顕 微 鏡
Superresolution Structured Illumination 
Microscopy（SR-SIM）を用いて、組織におけ
る両タンパク質の共局在を示した。 
 
４．研究成果 
 本研究ではプロテオミクスを用いて明ら
かにしたSLC7A13と rBATのヘテロ二量体の
生理機能の解析、すなわち SLC7A13 が rBAT
と結合して輸送機能を獲得することを実証
するために、培養細胞を用いた一過性発現系
での SLC7A13 と rBAT のヘテロ二量体化、そ

の細胞膜への局在、および輸送活性と基質特
異性の解析を行い、SLC7A13 が細胞膜に局在
するために rBAT が必須であることを明らか
にした。さらに高効率に二量体の細胞膜局在
が可能な培養細胞系を得るために、安定発現
細胞を作製し、両者が複合体として発現する
細胞株を選択した。この安定発現細胞を用い
て SLC7A13 の輸送基質特異性を解析し、
SLC7A13 がシスチンを輸送することを示し
た。一方で、培養細胞を用いた実験は細胞の
内因性のアミノ酸輸取り込みのため、背景値
が高かった。そこでさらに、正確な輸送機構
を解析する目的で、内因性のアミノ酸輸取り
込み能を完全に除外するために、精製タンパ
ク質を用いたプロテオリポソーム再構成法
による活性解析系を確立した。FLAG タグを
付加した SLC7A13-rBAT複合体を安定発現株
より精製し、プロテオリポソームに再構成し、
輸送機能を得た（図 4）。また、イオン選択性
および基質選択性を解析し、SLC7A13-rBAT
複合体のアミノ酸トランスポーターとして
の機能を明らかにした。 

 さ ら に 、 Superresolution Structured 
Illumination Microscopy（SR-SIM）で得られ
た解像度の高い免疫染色像は、SLC7A13 と
rBAT 二分子の共局在を明確に示した。以上
の結果から、SLC7A13 が長年不明であった

rBAT  

SLC7A13  

図３ 腎皮質近位尿細管 3分
節における LC7A13とrBA
の共局在　  
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図4　 再構成プロテオリポソームを用い
たシスチン輸送活性測定。  
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S3 分節における rBAT の結合相手であること
を結論した。 
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