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要 旨
腎臓の近位尿細管上皮４１Ｕ泡において，糸球体濾過タンパク質の万ｒｌｊｌ吸収（エンドサイトーシス）

に重要な役割を担っている分子がメガリン，キュビリン，アムニオンレスである．メガリンは膜

貫通領域を持つ巨大分子であるが，キュビリンは膜貰通領域を持たず』！割１通領域を持つ分子
であるアムニオンレスと結合し，複合体を形成する．メガリンとキュビリンーアムニオンレス複

合体は互いに協調的に機能すると考えられているが，これらの分ニミＦ問の相互作川を解析するこ
とは，近位尿細管上皮細胞のエンドサイトーシス機序の解明に重要である．そこで私は，ＦＬＡＧ
タグ付きラットアムニオンレス（ＡＭＮ-Ｆ）及びｃＭｙｃタグ付きのラヽソトキュビリン１析片（Ｎ

末９０３アミノ酸）（Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ）をコードするｃＤＮＡをサブクローニングし，メガリンを発
現するがアムニオンレス及びキュビリンを発現しないラット近位尿細管由来細胞（１１１１町｀；９川胞）
に安定発現させた．この細胞を用いた免疫沈降反応において，Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-ＣとＡＭＮ-Ｆは複

合体を形成すること７！，１確認された．さらに免疫蛍光染色によって，Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃが細胞膜表
面でメガリンと共局在することが確認された．さらにこの細胞において，メガリンのリガンド
であるラクトフェリンの細胞内取り込みが，対照のＩＲＰＴ細１泡に比較して付意に九進すること
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が認められた．これらの結果から，本細胞は，キュビリンーアムニオンレス複合体とメガリンの

協調的なエンドサイトーシス機序を解析する上で有用なツールになることが示唆された．

キーワード：近位尿細管，メガリン，キュビリン，アムニオンレス，タンパク質再吸収，エンド
サイトーシス

は じ め に

腎 臓 の 近 位 尿 細 管 上 皮 細 胞 に お いて ， 糸 球 体 濾

過タンパク質ｃ７：：）再吸収に重要な役割を担う分子

（エンドサイトーシス受容体）が，メガリン１）と

キュビリン２）-４）であり，両者はｔｊ；４同的に働くこ

とが報告されている５）６）．メガリンは膜貫通領域

を 持 つ 巨 大 な 受 容 体 で あ る が， キ ュ ビ リ ン は 膜 貫

通領域を持たない２）．近年，キュビリンは｜漠貫通

領 域 を 持 つ 受 容 体 アム ニ オ ン レス と 結 合 して 機 能

することが明らかになった７）８）．キュビリンーアム
ニオンレス複合体はキュバムとも呼ばれている８）．

キ ュ ビ リ ン と メ ガ リ ン は 糸 球 体 を 濾 過 し た アルブ

ミンをリソソームに運搬し代謝を促す９）ｌｏ）．

Ｇｅｎｏｍｅ-ｗｉｄｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓｔｕｄｙ（全ゲノム相関

解 析 ） に よ り ， キ ュ ビ リ ン 遺 伝 子 が アルブ ミ ン 尿
の 発 症 に 有 意 に 相 関 す る と い う 知 見 が 得 ら れ た こ

とからも，その重要性が明らかになった１１）．キュ
ビ リ ン は アルブ ミ ン の 高 親 和 昨 受 容 体 と して ， メ

ガリンは低親４ミｌｊｌ性受容体として，互いに協調的に

機能するど考えられている９）１ｏ）．ゆえに，これら
の分子間の相互作用機序；を明らかにすることは，

アルブ ミ ン 尿 の 発 現 機 序 の 解 明 す る う えで 極 めて

重要である．

さらにキュビリンーアムニオンレス複合体（キュ
バ ム ） は ， ビタ ミ ン Ｄ 結 合 タ ンパ ク な どの エ ン ド

サイ ト ー シス に お いて も メ ガ リ ン と 協 調 的 に 働 い

ている５）６）．--方，メガリンとキュバムは，それぞ
；１１が別個のリガンドと結合し（たとえばキュバム

はビタミンＢ１２-内因子結合体２），免疫グロブリ

ンＬ鎖１２），アポリポプロテインＡ-１１３）などと結

合 す る ） ， そ れ ら の エ ン ド サイ ト ー シス に 関 わ っ

ていることも知られており３），両者の独立した機

能 と 協 調 的 な 機 能 が どの よ う に 調 節 さ れて い る の

か注目されている．

アムニオンレスは，粗面小胞体からゴルジ，細胞

膜，さらにエンドソームヘのキュビリンの輸送と，

キュビリンのリガンド結合およびエンドサイトーシ
ス機能の発現に関わることが知られている８）１４）．

しかし，キュビリンあるいはアムニオンレスとメ

ガリンの相互関係の分子メカニズムは未だ＋分に

解 明 さ れて い な い ． そ の 大 き な 原 因 は ， そ れ ら を

解 析 す る た め に 有 川 な 培 鏝 細 胞 系 が 知 ら れて い な
いことである．

そこで私は，遺伝子発現法を用いて，そのよう
な 細 言 言 隨 樹 立 し ， メ ガ リ ン と アム ニ オ ン レス 及

びキュビリンの柑ｊＪこ周係の分子メカニズムを解明

すべく，本研究を行った．

材料と方法

プラス ミ ド の 作 製

１）ＦＬＡＧタグ付きラットアムニオンレスｃＤＮＡ

の 構 築

ラットＩＩ叩丿蔵よりＩＳＯＧＥＮ（ニッポン・ジーン）

を 用 いて 抽 出 し た ト ー タル Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 と して ，

ＲＴ -ＰＣＲにより，以下に示すプライマーを用い

て ， ラ ッ トアム ニ オ ン レス の 全 長 配 列 を ， ３ ’ 側 に

ＦＬＡＧタグを付加したｃＤＮＡとして増幅した（以

下ＡＭＮ-Ｆ）（センス：（ｔｔｃｇａｇａｇａｔｇｇｇｔｌｉ（；ｃｃｔｇｇ，

アンチセンス：ｃｇｃｇｇａｔｃｃｔｃａｃｔｔｇｔｃｇｔｃｇｔｃｇｔｃｃｔｔｇ-

ｔａｇｔｃｇｇｃｃｔ（ｌｇｃｄｃｔｌｌｃｃｔｃｃｃ）．これを制限酵素ｘｈｏ

ｌ及びＢａｍＨＩで消化後，レトロウイルスペクタ
ーｐＱＣＸＩＨ（ＣＩ（ｍｔｅｃｈ）に組み込んだ（以下

ＡＭＮ-Ｆ／ｐＱＣＸＩＨ）（図ＩＡ）．

２）ｃＭｙｃタグ付きラットミニキュビリンｃＤＮＡ

の 構 築

上記と同様に，ラット腎臓ＲＮＡを鋳型として，

ＲＴ -ＰＣＲにより，以下に示すプライマーを用い

て，ラットキュビリンの開始コドンから９０３アミ
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図１ 辿 伝 子 糾 み 換 え ・ 型 ラ ッ ト キ ュ ビ リ ン 及 び アム ニ オ ン レス の 構 造
ラ ッ ト キ ュ ビ リ ン は Ｎ 末 端 か ら ２ ７ 番 目 の Ｃ Ｕ Ｂ ドメ イ ン ま で が 全 長 と

なるが，Ｎ木端から４界目のＣＵＢドメインの途中まで（９０３アミノ酸）

にｃＭｙｃ-ｔａｇをけけたものをミニキュビリン（Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ）として允

現させた．さらにラットアムニオンレスのＣ末端の停１１１コドンｉｌ ‘〔前に

ＦＬＡＧ-ｔａｇを阿’けたもの（ＡＭＮ-Ｆ）を発現させた．

ノ 酸 ま で の 領 域 を ， ラ ッ ト ミ ニ キ ュ ビ リ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ

として増幅した（センス：ｌｒａｇｇｃｔｌＪｇｃｔｇｃｔＳｒＥｌｇｇａａ-

ｃａｔｇ，アンチセンス：ｇｔｃａｃｔｌｌｃｔｇａａｃｔｔａｇｃｃ）．これ

をＳｐｅｌ，Ｓｊｌ．で消化後，ｃＭｙｃタグのアダプター

（センス：ｃｔａｇａｇｃａｇａ２１ｇｃ． ’四ｔｇａｇ，

アンチセンス：ｔｑｒａｃ脱ａｃａｇｇｔｃｃｔ（ご（？ｔｃｇｃｔｔＥｌｔａａｇｃｔｔ-

ｃｔｇｃｔ）を組み込んだ．これをＳａｌｌで消化後，平

滑 末 端 化 し ， さ ら に Ｎ ｏ ｔ ｌ で 消 化 し た ． 一 方 ，

ｐ Ｑ Ｃ Ｘ Ｉ Ｐ ベク タ ー を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 後 ， 平 滑 末 端

化 し ， Ｎ ｏ ｔ 工 で 消 化 し た 後 ， Ｍ ｙ ｃ タ グ 付 き ラ ッ ト

ミニキュビリン（以下Ｍｉｎｉ -ＣＵＢ -Ｃ）ｃＤＮＡを

組み込んだ（以下Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ／ｐＱＣＸＩＰ）（図

１Ｂ）．

細 胞 培 養 と 遺 伝 子 導 入

ＨＥＫ２７３Ｔ細胞は１０％ＦＢＳを含むＤｕ叱（２ｃｃｏ’ｓ

ｍｏｄｍｅｄＥａｇｌｅＭｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ）（ｌｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），

ｌｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｒａｔｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕｌｅ（ＩＲＦｒ）細胞は

５％ＦＢＳ，０．１ｍＭｎｏｎ-ｅｓｓｅｎｔｉａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

（臨，ｙｉｔｒｏｇｅｎ）及び２５ｍＭＨＥＰＥＳ（ｌｎｖｉｔｌ・ｏｇｅｎ）を

含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を 用 い て ， ３ ７ で ， ５ ％ Ｃ ０ ２ 下 に て 培

８９

養した．なおＩＲ阿｀糾胞は，内因性にメガリンを
発 現 す る が， アム ニ オ ン レス と キ ュ ビ リ ン を 発 現

しないことをＲＴ -ＰＣＲ，ウエスタンブロットで

確認している（データ示さず）．１００ｍｍディッシ

ュで７０～７５％の細胞密度に培養したＨＥＫ２７３Ｔ

４１１１胞に対し，Ｐｒｏｌ７ｅｃｔｉｏｎＭａｍｍａｌｉａｎＴｒａｒｌｓｆｅｃｔｉｏｎ

Ｓｙｓｔｅｍ-ＣａｌｃｉｕｍＰｈｏｓｐｈａｔｅ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用い

たリン酸カルシウム法により，上述のＡＭＮ - Ｆ／

ｐＱＣＸＩＨまたはＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ／ｐＱＣＸＩＰを，レト
ロウイルスパッケージングペクターｐｌ｛ａｔ２１５｝と

共 に 遺 伝 子 導 入 （ ト ラ ンス フ ェ ク シ ョ ン ） し た ．

２４時間又は・１８時問後の培養上清（ウイルス粒子）

を０．２μｍのフィルター（ＭＨｌｉｐｏｒｅ）を用いて濾

過した後，Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（Ｍｉｍｐｏｒｅ）（８μｇ／ｍ１）を加

え，ＩＩ？ｌｊＩＩ胞の培養上お１冲に添加した（インフェ
クション）．添加２４峙間後にＰｔｌｒｏｍｙｄｎ（ｌｎｖｉｖｏｇｅｎ）

（３μｇ／ｍｌ）（Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ／ｐＱＣＸＩＰ用）又は

Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ（ｌｎｖｉｔｒ（）ｇｅｎ）（５００μｇ／ｍ１）（ＡＭＮ-Ｆ／

ｐＱＣＸＪＨ用）をｊ吉地に添加し，目的タンパク質を
発現する細胞のみを選択した．

｜
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ウ エ ス タ ン ブロ ッ ティ ン グ

ＩＲＰＴ細胞を，タンパク分解酵素阻害剤（Ｃｏｍ-

ｐｌｅｔｅ，Ｒｏｃｈｅ）を加えた細胞溶解液（０．５％
’ｌｒｒｉｔｏｎ-Ｘ，１５０ｍＭＮａＣＩ，２０ｍＭＨＥＰＥＳ，ｐＨ７．４）

で溶解し，冷却遠心機にて：１乃，０００９，４°Ｃで１５分間

遠 心 し ， 上 清 （ ラ ィ セ ー ト ） を 回 収 し た ． 回 収 し
たラィセートタンパク質１５μｇ相当量を，等量のサ

ンプルバッファー（１２５ｍＭＴｒｉｓ-ＨＣＩ（ｐＨ６．８），

１０％２ - メルカプトエタノール，１０％ＳＤＳ，

０．５％ＢＰＢ，２０％グリセロール）と共に９８°Ｃ，５

分間加熱処理後，ＳＤＳ-ＰＡＧＥで分離ｌ．．，ＰＶＤＦメ
ンブレン（Ｍｍｉｐｏｒｅ）上に転写した．転写したメ

ンブレンをブロッキングバッファー（５％ＦＢＳ，

０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０含有ＴＢＳ）で室温，１時間処理

し，その後一次抗体を室温，２時間反応させた．

Ｆ Ｌ Ａ Ｇ タ グ 付 き ラ ッ ト アム ニ オ ン レ ス （ 以 下

ＡＭＮ-Ｆ）はマウスモノクローナル抗ＦＬＡＧＭ２

抗体（ＳＩＧＭＡ，Ｉ；｀３１６５）を，ｃＭｙｃタグ付きラット
ミニキュビリン（以下Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ）はマウス

モノクローナル抗ｃＭｙｃ抗体（ＢＩＯＭＯＬ）を，メ

ガリンはウサギ抗ラットメガリン抗体１６）をそれぞ

れ用いて検出した．反応後ブロッキングバッファー

で洗浄し，二次抗体として抗マウスｌｇＧ（ＢＩＯ-

ＲＡＤ）又は抗ウサギｌｇＧ（Ｄａｋｏ）を用い，室温で

１時間反応させた．反応後ブロッキングバッファー

で洗浄し，ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ（ｎｌｅｒｍｏＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ）と

Ｌｕ１１１１ｖｉｓｉｏｎＰＲＯ（アィシン）を用いて検出した．

免 疫 沈 降 反 応

ウエスタンブロッティングと同様に細胞ライセー

トを調整し，３００μｇ等量と３μｇの抗体及び１５μ１

のＩ）ｒｏｔｅｉｎＡ，Ｇアガロースビーズ（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）

を混ぜ，４（Ｃ，１６時間反応させた後，：ＥＳ，（）００９，４°Ｃ

で １ 分 間 遠 心 し ， ア ガ ロ ース ビーズ を 回 収 し た ．

細 胞 溶 解 液 で ３ 回 洗 浄 後 ， サ ン プルバ ッフ ァ ー を

加えて９８°Ｃ，５分間加熱処理し，ＳＤＳ-ＰＡＧＥに

展 開 し た 後 ， ウ エ ス タ ン ブロ ッ ティ ン グ に て 解 析

した．

免 疫 蛍 光 染 色
ＡＭＮ-Ｆ及びＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃを安定発現する

ＩＲＰＴ細胞及び遺伝子未導入のＩＲＦで［｀細胞をカバー

グラス（Ｆｉｓｈｅｒｂｒａｎｄ）上で培養後，４％パラホル

ム アル デ ヒ ド に て １ ５ 分 間 固 定 し ， ブロ ッ キ ン グ

バッファー（１％ＢＳＡ，０．０７％Ｇｌｙｄｎｅ含有ＰＢＳ）

で１時間処理した．その後抗ｃＭｙｃ抗体及び抗ラッ

トメガリン抗体と室温，２時間反応させた．ブロッ

キングバッファーで細胞を洗浄後，ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ

５９４標識ヤギ抗ウサギｌｇＧ抗体（ｌｎヽ ｙｉｔ：ｒｏｇｅｎ，Ｌｉｆｅ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）又はＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ４８８標識ヤギ抗マウ

スｌｇＧ抗体（ｌｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｌｉｆｅｌ？，：，ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）と室

温 で １ 時 間 反 応 さ せ た ． ブロ ッ キ ン グバ ッフ ァ ー

で細胞を洗浄し，ＦｌｕｏｒｏＭｏｕｎｔ価ｉａｇｎｏｓｔｉｃ

ＢｉｏＳ３ｙｌ；ｔｅｍｓ）を用いてプレパラートに封入し，観

察した．

ラクトフェリン，ラット血清アルブミン（ＲＳＡ）

の１２５１標識

ラクトフェリン（ＳＩＧＭＡ）及びラット血清ア

ルブミン（ＲＳＡ）（ＳＩＧＭＡ）をＩＯＤＯＢｅａｄｓ

（ＴｈｅｎｌｌｏＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ）を用いて１２５１で標識し，

遊離型の１２５１はＰＤ１０カラム（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）

を用いて除去した．標識の比ｉ・ｉ７ｉ性はラクトフェリ
ン，ＲＳＡ共に１．６ＸＨ）６ｃｐｍかｇであった．

ラ ク トフ ェ リ ン， Ｒ Ｓ Ａ の 細 胞 取 り 込 み ・ 代 謝 評

価
ＡＭＮ-Ｆ及びＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃを安定発現する

ＩＲＰＴ細胞及び遺伝子未導入のＩＲＰＴ細胞を，１２

穴プレートで１００％の細胞密度になるまで，５％

ＦＢＳ，０．１ｍＭｎｏｎｅｌｓｓ；ｅｎｔｉａｌａｍｉｎｏａｃｉｄ（ｌｎｖｉｔｒ（）ｇｅｎ）

及び２５ｍＭＨＥＰＥＳ（ｈｌｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含むＤＭＥＭ

を用いて３７°Ｃ，５％Ｃ０２下で培養後，ＦＢＳを含

ま な い 培 地 で １ ６ 時 間 培 養 し た ． 同 じ 培 地 で 細 胞

を洗浄後７２ｆ；Ｉ標識したラクトフェリン又はＲＳＡ

を１（Ｘ）ｎｇ／ｍｌ濃度で培地に添加した．添加３時間

後に培養上清；を除去し，１２５１標識ラクトフェリン
又 は Ｒ Ｓ Ａ を 取 り 込 ん だ 細 胞 ラ イセ ー ト の 放 射 活

性 を ， オ ー ト ウ ェ ルア シス テム （ 日 立 ア ロ カ メ デ
ィカル株式会社）を用いて測定した．
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結 果

導入遺 伝 子 の 発 現
ＡＭＮ-Ｆ及びＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃが，遺伝子導入の

結果，ＩＲＦＴ｀細胞に正しく発現されているかを確

認するため，遺伝子導入されたＩＲＦｒ細胞及び逍

伝子未導入のＩＩＵ）Ｔ細胞のライセートに対し，抗

ＦＬＡＧ抗体及び抗ｃＭｙｃ抗体を用いたウエスタン

ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た ． 遺 伝 子 導 入 さ れ た

ＩＲＦｒ細胞においては，それぞれの抗体で目的タ

ン パ ク 質 の バ ン ド が 検 出 さ れ ， 逍 伝 子 未 導 入 の

ＩｌｌＦＩ｀細胞においては検出されなかったことから，

導入遺伝子は正しく発現されていることが確認さ

れた（図２）．

ＡＭＮ-ＦとＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ及びメガリンとの複

合 体 形 成 の 解 析
ＡＭＮ-Ｆ及びＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃが発現細胞にお

いて 複 合 体 を 形 成 す る か ど う か を 検 討 す る た め ，

ＡＭＮ-Ｆ及びＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃを発現するＩＲＰＴ細

胞及び遺伝子未導人１１１１ニｑ｀糾胞のライセートを用
い て ， 免 疫 沈 降 解 析 を 行 っ た ． Ａ Ｍ Ｎ - Ｆ と

Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃのそれぞれに対して，抗ＦＬＡＧ抗

休及び抗ｃＭｙｃ抗体を川いた免疫沈降反応により，

両 者 の タ ンパ ク 質 の 共 沈 を 認 め た こ と か ら ， 両 者

は複合体を形成することが確認された（図２）．

しかし，ＡＭＮ-Ｆ及びＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃそれぞれ

の 免 疫 沈 降 反 応 に お いて ， 内 因 性 に 発 現 して い る
メガリンとの共沈は確認できなかった（図３）．ま

た抗メガリン抗体を用いた免疫沈降反応において

もＡＭＮ-Ｆ及びＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃは内因性メガリ
ン と 共 沈 せ ず， メ ガ リ ン と の 複 合 体 形 成 に つ いて

は確認できなかった（図３）．

Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃとメガリンの細胞膜表面における

共 局 在
ＡＭＮ-Ｆ及びＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃを発現するＩＲＰＴ

細胞におけるＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃとメガリンの細胞

内分布を，抗ｃＭｙｃ抗体及び抗メガリン抗体を用
いて 検 討 し た ． キ ュ ビ リ ン は アム ニ オ ン レス と 結

合 し て 細 胞 膜 表 面 に 局 在 す る こ と が 知 ら れ て お

（ ｋ Ｄ ａ ） １ ２

？？？-「-’ＷＩ←Ｒａ㎞ｉ．ＣＵＢ．Ｃ１００-

５０’１１康‾●｜←ＡＭＮ・Ｆ

図２ウエスタンブロ・ンＩヽによる
辿 伝 子 発 現 の 確 認

Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃの検出には抗ｃＭｙｃ抗体，

ＡＭＮ -Ｆの検出には抗ＦＬＡＧ抗体を川いてウエ
スタンブロットを行った．辿ｆ云子未導入ＩＲＦｒ

顔咆（１）およびＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ，ＡＭＮ-Ｆ辿伝

子導人ＩＲＰＴ細胞（２）において，（１）では
Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ及びＡＭＮ-Ｆのバンドが検出さ

れていないのに対し，（２）では両者のバンドが

検出され，導人辿ｆ云子が発現していることが碓
認された．

Ａｎｌｉ-Ａｎｔｉ-
ＩＰ：ｍｅｇａｌｉｎｃＭｙｃ

一 一

Ａｎｔｉ-
ＦＬＡＧ
→ 、

（ 〉 に ←
２ ５ ０ - ＊ ３ ＊ ４ （ Ｗ Ｂ ）

９１

２ ２ ？ ’ 匹 ・ - Ｍ ｉ ｎ ｉ - Ｃ Ｕ Ｂ - Ｃ１ ０ ０ ・ ＊ １ ＃ ２ （ Ｗ Ｂ ）

５ ０ １ ： - ： ｍ ← Ａ Ｍ Ｎ - Ｆ
＊ ２ ＃ １ （ Ｗ Ｂ ）

図 ３ 免 疫 沈 降 に よ る 相 互 作 用 の 確 認

辿伝子未導入ＩＩ！ＦＴ細胞（１），Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ，

ＡＭＮ-Ｆ辿伝子導入１１１１）Ｔ細胞（２）のライセート
について，抗メガリン抗体を川いて免疫沈降（ＩＰ）

を 行 っ た 沈 降 物 に ， 抗 メ ガ リ ン 抗 休 に よる ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト （ Ｗ Ｂ ） に よ っ て メ ガ リ ン を 検 出 し た

が，抗ｃＭｙｃ抗体及び抗ＦＬＡＧ抗体を用いたＷＢ

では，Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ，ＡＭＮ-Ｆの共沈を確認でき

なかった（＊１，＊２）．抗ｃＭｙｃ抗体でＩＰしたも
のは，（２）においてＭｉｎｉ-ＣＵＢ-ＣとＡＭＮ-Ｆが

共 沈 す る こ とを 確 認 で き た （ ＃ １ ） が メ ガ リ ン は 共

沈しなかった（＊３）．抗ＦＬＡＧ抗体でⓣしたもの
においても，（２）においてはＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃと

ＡＭＮ -Ｆが共沈することを確認できた（＃２）がメ

ガリン｜ま共沈しなかった（＊４）．
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裡Ｍｅｇａｌｉｎ

Ｃ

ｚ；ＩＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ

図４免疫蛍光染色による４１１１１胞膿上の共局在のｉｉ‘ａ認
Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ，ＡＭＮ-Ｆを辿伝子発現したＩＲｌｙｒ細胞を４％パラホルムア

ル デ ヒ ド で 固 定 し ， 細 胞 膿 透 過 処 理 を せ ず に 抗 メ ガ リ ン 抗 体 （ Ａ ） 及 び 抗

ｃＭｙｃ抗体（Ｂ）を反応させ，それぞれＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ５９４標識ヤギ抗ウサギｌｇＧ

抗休及びＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ４８８標識ヤギ抗マウスｌｇＧ抗休を用いて染色した．それ

らの所見をマージさせた結果，１１１１胞膿上においてメガリン及びＭｉｎｉ-ＣＵＢ-
Ｃの共局在が認められた（Ｃ）．

（Ａ）
（％）
２００
５
０
０
０
５
０
０

１
１

（Ｂ）
（％）
２００・

１５０・

１００
５０

（ １ ） （ ２ ） （ ｜ ） （ ２ ）

図５１２５１標識リガンドタンパク質の細胞取り込み
（Ａ）遺伝子未導入ＩｌｌＦＴ細胞（１），Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ，ＡＭＮ-Ｆ辿伝子導入

ＩＲＦｒ細胞（２）において，１２５１標識したラット血清アルブミン（ＲＳＡ）の取り
込みを示す細胞内取り込みカウントには，有意差が認められなかった．（Ｂ）
いっぽう同様に（１），（２）において，１２５１標識したラクトフェリンの細胞内取
り込みカウントは，（２）において有意に高値を示した（＊ｐく０．００１）．

り，メガリンも細胞膜表面において，それらと協

同 的 な 関 係 が あ る こ と が 知 ら れて い る ． 今 回 の 免
疫蛍光染色では細胞膜に透過処理（ｐｅｒｍｅａｎｚａ-

ｔｉｏｎ）を行っていないため，膜表面に局在してい

ない分子は染色されないが，Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ及び

メ ガ リ ン は 細 胞 表 面 に お いて 染 色 さ れ ， さ ら に 両

者の細胞膜表面での共局在が確認された（図４）．
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リガンドタンパク質の取り込みの解析

ラクトフェリンはメガリンの，ＲＳＡはメガリン

お よ び キ ュ ビ リ ン の エ ン ド サイ ト ー シスリ ガ ン ド

である．ＡＭＮ-Ｆ及びＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃを発現する

ＩＲＰＴ細胞における１２５１標識ラクトフェリン又は

Ｒ Ｓ Ａ の 取 り 込 み ・ 代 謝 能 に つ い て 検 討 し た ．

ＡＭＮ-Ｆ及びＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃを発現している細

胞では，発現していない細胞と比較して７２５１標

識 ラ ク トフ ェ リ ン の 細 胞 内 取 り 込 み カ ウ ン ト が 有

意に増加することが認められたが７２５１標識ＲＳＡ

に お いて は 細 胞 内 取 り 込 み カ ウ ン ト に 差 は 認 め ら

れなかった．このことから，ＩＲＰＴ細胞において，

ＡＭＮ-ＦとＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃの複合体は，ラクトフ
ェリンの取り込みを促進するが，ＲＳＡの取り込み

には寄与しないことが示された（図５）．

考 察

本研究に お いて ， 私 は ， メ ガ リ ン を 発 現 す る ラ

ット近位尿細管由来ＩＲＰＴ；§１１１胞に，ＦＬＡＧタグ付

き ラ ッ ト Ａ Ｍ Ｎ - Ｆ 及 び ｃ Ｍ ｙ ｃ タ グ 付 き ラ ッ ト

Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃを発現させることに成功した．さ

らにＡＭＮ-ＦとＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃは複合体を形成

すること，メガリンと同様に細胞膜表面に局在し，
メ ガ リ ン と の 協 調 的 な エ ン ド サイ ト ー シス 機 能 に

関わることを明らかにした．

ＡＭＮ-Ｆは完全長の構造であったが，Ｍｉｎｉ-

ＣＵＢ-Ｃについては，Ｃ末側はＣＵＢドメイン４の

途中までの構造体であった（図１）．しかしそれで

も両者の結合性が示されたことから，キュビリン

が アム ニ オ ン レス と 結 合 す る た め に 必 要 な 構 造 は

そ の な か に 含 ま れ る こ と が 分 か っ た ． 既 報 に お い
て も ， キ ュ ビ リ ン の アム ニ オ ン レス と の 結 合 部 位

は Ｎ 末 端 ～ ７ ４ ア ミ ノ 酸 ま で Ｅ Ｇ Ｆ 領 域 と 推 定 さ

れている１４）．

さらに本研究において，ＡＭＮ -ＦとＭｉｎｉ -

ＣＵＢ-Ｃを発現するＩＲＰＴ細胞のラクトフェリン
の取り込みが，対！ニ！１！ＩＲＰＴ細胞に比較して九進す

るが，ＲＳＡの取り込みは変化がないことが示され

た．アルブミンはメガリンとキュビリン共通のリ

ガンドであることが分かっている１７）．既報にお

９３

いて ， キ ュ ビ リ ン の アルブ ミ ン 結 合 領 域 は Ｃ Ｕ Ｂ

ドメイン６～８であると報告されている１８）こと

から，Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃにはその結合領域が含まれ

な い た め に アルブ ミ ン の 取 り 込 み が 充 進 し な か っ

た可能性がある．

そこで私は，ＣＵＢドメイン１～８まで，あるい

は Ｃ Ｕ Ｂ ドメ イ ン １ ～ １ ３ ま で を 含 む キ ュ ビ リ ン

のＣ末端にｃＭｙｃタグを付けたｃＤＮＡを構築し，

ＩＲＰＴ細！ｊａｌにＡＭＮ-Ｆと共に発現させた．しかし

こ れ ら の 細 胞 で は ， キ ュ ビ リ ン タ ンパ ク 質 が 二 量

体 も し く は 三 量 体 を 形 成 し ， 免 疫 沈 降 に お い て
Ａ Ｍ Ｎ - Ｆ と も 共 沈 し な い と い う 結 果 に な っ た

（データ示さず）．その理由は不明であるが，おそ

ら く 多 量 体 を 形 成 す る 過 程 で アム ニ オ ン レス と の

結合領域がマスクされた可能性がある．

さらに，ＡＭＮ-ＦとＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃの複合体

が， メ ガ リ ン と 免 疫 蛍 光 染 色 上 は 共 局 在 す る こ と

が 認 め ら れ る も の の ， 免 疫 沈 降 反 応 で は 結 合 性 が

認 め ら れ な か っ た ． こ の こ と は ， キ ュ ビ リ ン の メ
ガリン結合領；１或がこの構築内には含まれていない

可 能 性 も 示 唆 さ れ る ． あ る い は キ ュ ビ リ ン と メ ガ

リンの相 ’／／ｌ作用には他のアダプター分子が必要

で，それがＩＲＰＴ細胞内には存在しないという可

能 性 も あ る ． ま た 免 疫 沈 降 反 応 に お ける 界 面 活 性

剤などにより，その結合性カ１阻害された可能性も

残っている．

本研究において，ＡＭＮ-ＦとＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃの

複合体を発現するＩＲＰＴ細胞が，メガリンのリガ
ンドであるラクトフェリン１７）の細胞取り込みを

充 進 さ せ た こ と か ら ， 直 接 キ ュ ビ リ ン と メ ガ リ ン
の 強 固 な 結 合 性 が 認 め ら れ な く と も ， 両 者 の 間 に

機能的な協ａ防１性が存在し，キュビリン・アムニオ
ン レス が メ ガ リ ン を 介 す る エ ン ド サイ ト ー シス 機

能を制御している可ｆｌ尨性が示唆された．

以上，私は，ＡＭＮ-ＦとＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃの複合体

を発現するＩＲＰＴ細胞を構築することによって，

キ ュ バ ム 機 能 を 解 析 す る た め の ひ と つ の 有 用 な ツ
ールを開発した．今後はさらに完全長に近いキュビ

リンを正確に発現させることが課題と考えられる．
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私は，ＦＬＡＧタグ付きラットアムニオンレス
（ＡＭＮ-Ｆ）及びｃＭｙｃタグ付きのラットキュビ
リン断片（Ｎ末９０３アミノ酸）（Ｍｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃ）
を発現するラット近位尿細管由来細胞（ＩＲＰＴ細
胞）を構築した．それらの発現産物は互いに結合
し，メガリンのリガンドであるラクトフェリンの
取り込みを充進させた．メガリンとＡＭＮ-Ｆ又
はメガリンとＭｉｎｉ-ＣＵＢ-Ｃの直接な結合性は
認められなかったが，ＡＭＮ-Ｆ／ＭｉｎトＣＵＢ-Ｃ複
合体はメガリンのエンドサイトーシス機能を制御
している可能性が示唆された．本研究成果は，近
位尿細管細胞における糸球体濾過タンパク質の再
吸収の機序の解析に寄与すると考えられる．
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ｌａＣｈａｐｅｌｌｅＡ，ＫｒａｈｅＲ，ｖｅｒｒｏｕｓｔＰＪａｎｄ

９５

ＭｏｅｓｔｒｕｐＳＫ：Ｔｈｅｉｎｔｒｉｎｓｉｃｆａｃｔｏｒ-ｘｙｉｔａｍｉｎＢ１２

ｒｅｃ（？１）ｔｏｒ，ｃｕｂｉｌｉｎｊｓａｈｉｇｈべ１ｆｆｉｎｉｔｙａｐｏｎｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
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１４）ＣｏｕｄｒｏｙＧ，ＧｂｕｒｅｋＪ，ＫｏｚｙｒａｋｉＲ，ＭａｄｓｅｎＭ，

ＴｒｕｇｎａｎＧ，ＭｏｅｓｔｒｕｐＳＫ，ｖｅｒｒｏｕｓｔＰＪａｎｄ
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Ｎｅｐｈｒｏｌ．１６：２３３０-２３３７，２００５．

１５）ＦｉｎｅｒＭＨ，Ｄｕ１１町，ＱｉｎＬ，Ｆ｀ａｒｓｏｎＤａｎｄＲｏｂｅｒｔｓ
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ｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｆｏｒｐｒｉｍａｒｙｈｕｎＴｌａｎＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ．

Ｂｌｏｏｄ．８３：４３-５０，１９９４．

１６）ＨｏｓａｋａＫ，ＴａｋｅｄａＴ，ｌｉｎｏＮ，ＨｏｓｏｊｉｍａＭ，ＳａｔｏＨ，

ＫａｓｅｄａＲ，ＹａｍａｍｏｔｏＫ，ＫｏｂａｙａｓｈｉＡ，ＧｅｊｙｏＦ
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ｈｅａｖｙｃｈａｉｎＩＩＡｉｎｔｅｒａｃｔｗｉｔｈｔｈｅａｄａｐｔｏｒｌ）ｒｏｔｅｉｎ

Ｄｉｓａｂｌｅｄ-２ｉｎｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕｌｅｃｅｌｌｓ．Ｋｉｄｎｅｙ

ｌｎｔ．７５：１３０８-１；３１５，２００９．

１７）ＣｈｒほｅｎｓｅｎＥｌａｎｄＢｉｍＨ：Ｍｅｇａｌｉｎａｎｄｃｕｂｉｌｉｎ：
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ｔｕｂｕｌｅ．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＲｅｎａｌＰｈｙｓｉｏｌ．２８０：Ｆ５６２-

５７３，２００１．

１８）ＹａｍｍａｎｉＲＲ，ＳｅｅｔｈａｒａｍＳａｎｄＳｅｅｔｈａｒａｍＢ：

ｌｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｌ‘ａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｗｏｄｉｓｔｉｎｃｔ

ｌｉｇａｎｄｂｉｎｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓｏｆ（ｒｕｂｍｎ．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ．

２７６：４４７７７-４４７８４，２００１。

（ 平 成 ２ ３ 年 ８ 月 １ ９ 日 受 付 ）
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