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キュビリン断片およびアムニオンレス遺伝子を安定発現する

培養近位尿細管上皮細胞の樹立とその機能解析
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腎 臓 の 近 位 尿細管 ヒ皮細胞において,糸球体凍過タンパク質の再吸収 (エンドサイト-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.メガリンは願

貫通領域を持つ巨大分子であるが,キュビリンは膜貫通領域を持たず,願貫通領域を持つ分子

であるアムニオンレスと結合 し,複合体を形成する.メが )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,これらの分子間の相互作用を解析するこ

とは,近位尿細管上皮細胞のエンドサイト-シス機序の解明に重要である.そこで私は,FIAG

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}酸)(Mini-CUB-C)をコ- ドするcDNAをサブクローニングし,メが ノンを発

現するがアムこ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紬泡 (IRFr細胞)

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は稜

合体を形成することが確認された.さらに免疫蛍光染色によって,Mini-Cu挺-Cが細胞膜表

面でメが ノ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 睨Fr細胞に比較 して有意に克進すること
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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-シス機序を解析するLで有用なツールになることが示唆された.

専一ワード: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,糸球体液

過 タンパ ク質の再吸収に重要な役割を担 う分 子

(エンドサイト-シス受容体)が,メが )ン 1)と

キュピリン2ト 射 であり,両者は協同的に働 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,キュビリンは膜質

適領域を持たない 2).近年,キュビリンは願貫通

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-アム

ニオンレス硝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凍過したアルブ

ミンを リソソームに運搬 し代謝 を促す 9日0)

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 ミンの高親和性受容体として,メ

ガリンは低親和昭三受容体として,互いに協調的に

機能すると考えられている9)10).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).-一方,メガリンとキュバムは,それぞ

れが別個の 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),アポリボプロテインA113)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.

アムニオンレ封 ま,粗面小胞体からゴルジ,細胞

膜,さらにエンドソームへ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-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 リンある摘 ま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 卜分に

解明されていない.その大 きな原図は,それらを

解析するために有用な培養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

な細胞系を樹立 し,メガリンとアムニオンレズ及

びキュビ リンの相互関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

ラット腎臓より王SOGEN (ニッポン ･ジーン)

を用いて抽出 した ト-タル RNAを鋳型 として,

好T-PCRにより,以下に示すプライマ-を用い

て,ラットアムニオンレスの全長配列を,3'側に

FIAGタダを相加 したcDNAとして増幅 した (以

下 AMN-F)(センス :etctcgagagatgggt酢eetgg,

アンチセンス :egcggatcctcacttgtcgtcgもcgtccttg-

tag糎ggcetctgectctgcctccc).これを制限酵素 Ⅹho

I及び BamHIで消化後,レトロウイルスベクタ

ーpQCXIH (Clontech)に組み込んだ (以下

AMN-F/pQCXiH)個 lA上

2)cMycタグ付きラットミニキュピリンcDNA

の構築

上記と同様に,ラ､ソト腎臓 RNAを鋳型 として,

RT-PCRにより,以下に示すプライマ-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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細胞内 細胞外
キュビリン

N噸 C(全長)

N--}.fr峨 C(Mini-CUB-Cニ

アム二オンレス

N.:全長ニ

書
細男包腫

UEGFリヒート l腰員通ドメイン

㊨cuBドメイン 1,FLAGtag
●:cMyctag

図1 遺伝子組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27番目のCUBドメインまでが全長と

なるが,N末端から4番目のCUBドメインの途中まで (903アミノ酸)

にeMyc-tagを付けたものをミニキュビリン (MinトCUB-C)として発

現させた.さらにラットアムニオンレスの C末端の停止コドン直前に

FL曳G-tagを付けたもの (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cDNA

として増幅 した (センス :gaggctggctgctg覗gaa-

catg,アンチセンス :gtcaetgc短aacttagcc).これ

をSpe Ⅰ,SatIで消化後,cMycタグのアダプター

(センス :ctagagcagaagc枕ataagcgaggaggacctgtg曙,

アンチセンス :tcgactcacaggtcetcct曙CttataagC枕-

e短ct)を組み込んだ.これをSal Ⅰで消化後,辛

滑末端化 し, さらに NotIで消化 した.一方,

pQCXJPベクタ-をBamHIで消化後,平滑末端

化 し,NotIで消化 した後,Mycタグ付 きラッ ト

ミニキュビリン (以下 Min卜CU王巨C)cDNAを

組み込んだ (以下 MinトCUB-C/PQCXiP)(図

IB).

細胞培養と遺伝子導入

HEK273T細胞は 100/aFBSを含む Dulbecco's

modi五edEagleMedium (DMEM)Hnvitrogen),

Immortaまizedratproximaltubule(IRPr)細胞 は

5%FBS,0.1mM non-essentialaminoacids

(Invitrogen)及び 25mMHEPES(Invitrogen)杏

含む DMEM を剛 ､て,37℃,50/oCO2下にて培
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養 した.なお IRFr細胞は,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,ウェスタンブロッ 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

細胞 に対 し,ProFectionMammalianTransfection

System-CalciumPhosphate(Promega)を剛 1

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 ッケージングベ クター pKat215)ど

共に遺伝子導入 (トランスフェクシ ョン) した.

24時間又は48時間後の培養上清 (ウイルス粒子)

を 0.2pmの フィル タ- (Millipore)を用いて洩

過 した後,polybrene(Millipore)(8/1g/mi)を加

良,IRFr細胞の培賓上清中に添加 した (インフェ

クション).添加 24時間後にfbromy血 匝Ⅳivogen)

(3雄/ml)(MinトCUB-C/pQCXIP用)又 は

Hygromycin(hvi加gen)(500Fig/ml)(AMN-F/

pQCXIH用)を培地に添加 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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ウェスタンブロッティング

王RPT細胞を,タンパク分解酵素阻害剤 (Com -

plete,Roehe)を加 えた細胞溶解液 (0.5%

Triton-Ⅹ,150mMNaCl,20mM HEPES,pH7.4)

で溶解 し,冷却遠心機にて ま0,000g,4℃で 15分間

遠心 し,上清 (ライセ- ト)を回収 した.回収 し

たライセ- トタンパク質 15iug相当量を,等量のサ

ンプルバ ッファ- (125mM Tris-HCl(pH6.8),

10% 2-メル カプ トエ タノール,10% SDS,

0,5%BPB,20% ダリセロ-)レ)と共に98℃,5

分間加熱処理橡,SDS-PAGEで分離 し,PⅥ)Fメ

ンブレン 湖 沼ipore) ま二に転写 した.転写 したメ

ンブレンをブロッキングバッファ- (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.

FLAGタグ付 きラ ッ トアムニオ ンレス (以下

ANN-F)はマウスモ ノクロ-ナル抗 FIAGM2

抗体 腐 GMA,F3165)を,eMycタグ付きラ､ソト

ミニキュビリン (以下MinトCUB-C)はマウス

モノクロ-ナル抗 cMyc拭体 (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-

で洗浄 し,二次抗体として抗 マウス IgG (BIO-

RAD)又は抗 ウサギ kG (Dako)を朴 ､,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('nlermOSCIENT肝IC)と

LumiVisionPRO (アイシン)を用いて検出した.

免疫沈降反応

ウェスタンブロッティングと同様に細胞ライセ-

卜を調整 し,300ilg等巌と3〃gの抗体及び 15Ltll

の ProteinA,Gアガロ-スビ-ズ (Calbiochem)

を混ぜ,4℃,16時間反応 させた後,3,000g,4℃

で 1分間遠心 し,アガロ-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 ､ソファ-杏

加 えて 98℃,5分間加熱処理 し,SOS-PAGEに

展開 した後,ウェ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 Min卜CUB-Cを安定発現する

IRPT細胞及び遺伝子末導入の IRPr細胞をカバ-

ダラス (Fisherbrand)上で培養後,40/oパラホル

ムアルデヒ ドにて 15分間固定 し,ブロッキング

バ ッファー (1%BSA,0.070/oGlyeine含有 PBS)

で 1時間処理 した その後抗 cMyc抗体及び抗ラッ

トメが )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 短G抗体 (Invitrogen,Life

Technologies)又はjuexaFlour4塵標識ヤギ抗マウ

スIgG抗体 (Irwitrogen,LifeTechnologies)と室

温で 1時間反応 させた,ブロッキングバ ッファ-

で細胞 を洗浄 し,F豆uoroMount(Diagnostie

BioSysもems)を用いてプレパラー トに封入し,鶴

察 した.

ラク トフェリン,ラット血清アルブミン (RSA)

の125Ⅰ標識

ラク トフェリン (SIGMA)及びラット血清ア

ル ブ ミン 沌sA)(SIGMA)を IODOBeads

(Thermo SC王ENT王F王C)を用いて 125Ⅰで標識 し,

遊離型の 125Ⅰは PDIOカラム (GEHealthcare)

を用いて除ま した.標識の比活性はラク トフェリ

ン,RSA共に 1.6×106epm木摺であった.

ラク トフェリン,RSAの細胞取 り込み ･代謝評

価

AMN-F及び MinトCUB-Cを安定発現す る

睨PT細胞及び遺伝子未導入の IRfYr細胞 を,12

穴プレ- トで 100%の細 胞密度になるまで,5%

F盟S,0.旦mMnonessentialaminoacid(Invitrogen)

及び 25mM HEPESHnvitTOgen)を含むDMEM

を用いて 37℃,5%CO2下で培養後,FBSを含

まない培地で 16時間培養 した.同 じ培地で細胞

を洗浄後,125I標識 したラク トフェリン又は RSA

を 100ng/ml濃度で培地に添加 した.添加 3時間

後に培養 圭二滴 を除去 し,125Ⅰ標識 ラク トフェリン

又はRSAを取 り込んだ細胞ライセ- 卜の放射活

性を,オ- トウェル γシステム (冒､Y_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 MinトCU壬卜 Cが,遺伝子導入の

結果,IRPT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 IRFT細胞及び遺

伝子未導入の IRFT細胞のライセ- トに対 し,玩

FIAG抗体及び抗 cMyc抗体を用いたウェスタン

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,それぞれの抗体で沼的タ

ンパク質のバ ン ドが検出 され,遺伝 子未導入の

ⅠRFT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

いて裾合体を形成するかどうかを検討するため,

ANN-F及び Mini-CUB-Cを発現するI肝 T細

胞及び遺伝子未導入 IRPr細胞のライセ- トを用

いて, 免疫 沈降 解析 を行 った.AMN-Fと

Mini-CUB-Cのそれぞれに対 して,抗 FIAG抗

体及び抗 eMyc抗体を用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).

h･,linト CLTBIC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 eMyc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

(kDa) 1 2
I-Mini･CUB･C

- AMN･F

図 2 ウェスタンブロットによる

遺伝子発現の確認

Mini-CUBICの検 出 には抗 cMyc抗 体 ,

ANN-Fの検出には抗 FLAG抗体を用いてウェ

スタンブロッ トを行った,遺伝子莱導入 音RPT

細胞 (1)および Mini-CUB-C,AMN-F遺伝

子導入 王RPT対網包 (2)において, (1)では

Minト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,導入遺伝子が発現 していることが確

認 された.

Anti- Anti- Anti_

lP .一一egillHCMyc 占LふG
{ ′- ｣｢ {

(kDa)

250-

150-

100-

50-

1 2 1 2 1 2
置 ji二二二=:=二二 コ ●- Megalin

*3 *4 (wB)

⊂ = =二二三章二 コ 当 ●- Mini-CUB-C
* 1 #2 (wB)

●-AMN･F

*2 #1 twB〉

図3 免疫沈降による相互作用の確認

遺伝子未導入 ⅠRPT細胞 (1),Mini-CUB-C,

AMN-F遺伝子導入 王RPT細胞 (2)のライセ- 卜

について,抗 メガリン抗体を用いて免疫沈降 (IP)
を行った沈降物に,抗メガリン抗体によるウェスタ

ンブロッ ト (WB)によって メガリンを検出 した

が,抗 cMyc抗体及び抗 FIAG抗体 を用いた WB

では,Mini-CUBIC,ANN-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 (弁1)がメガリンは共

沈 しなかった (*3).抗 FI｡AG抗体で IPしたもの

において も, (2)においては Mirli-CUB-Cと

AMN-Fが共沈することを確認できた (#2)がメ

ガリンは共沈 しなかった (*4).
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M Hll-CUBIC,A入1NIFを過†i;子発.配したIRFyr辛馴'Bを4%ハラホルムア
ルデヒドで悶起し.細胞膜通過処用をせずに仇メガリンJA:作 (A)及びII't

cM)･cJiLはL(也)を反応させ.それぞれAlLIX.llllour594tだ戚ヤギHLウサギIgG

抗体JiぴAJexanour488I讃.識ヤギfJtマウスLgG抗体を川いて染色した それ

らU)所妃をマ-ソさせた息1,火.細胞暇 H:おいてメガリン及びMlIl卜CUB-

Cの肘‖川-が.ii!.められた (C)
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図 5 125TC7t.識リガンドタンハクriの網FJBIl以り込み

(A)過llf兼輔人 IRITJl細胞 (1).MLnl-CUB-C.AMN-Fj81_T:f抑 人

IRPT細胞 (2).'=おいて 】251は謡したラノト血泊アルフミン (RSA)のJriり

込みを示す細粒内牧り込み カウントには.IT放題が認められなかった (也)

いっばう1■']様に (I),(2)において.125】控威したラ'/トフェ1)ンの細胞l/､J取

り込みカウントは. (2)においてlfなに試伯を小した (*p<0001)

り.ノJJ'リンも細胞膜R･両において,それ らと協 ない分子は染色 されないが.MlnいCUB-C及び

同的な関係があることが知 られている 今回の免 メガリンは糾胞衣【糾 こおいて染色 され.さらにI'l巧

疫鋸 光染色では細胞附 二通過処嘩 (permeallZa一 方の細胞膜点IrlTでの大局lr'が催.治 された (図 1).
uon) を行 っていか ､ため,股表面に局在 してい
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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-シスリガンド

である.AM対-F及び Mini-CUB-Cを発現する

IRPT細胞における 125Ⅰ標識ラク トフェリン又は

RSAの取 り込み ･代謝能 について検討 した.

ANN-F及び MiI扇-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,125王標

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,125Ⅰ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 IRPr細胞に,FiAGタグ付

きラッ トAMN-F及び cMycタグ付 きラッ ト

Mまni-CUB-Cを発現 させることに成功 した.さ

らにAMN-FとMまni-CUB-Cは複合体を形成

すること,メガu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-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,Minト

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～ 74アミノ酸 まで EGF領域と推定 さ

れている14)

さらに本研究において,AM対-FとMinト

CUB-Cを発現するIRFr細胞のラク トフェリン

の取 り込みが,対照IRFr細胞に比較 して克進す

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
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いて,キュピリンのアルブミン結合領域はCUB

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克進 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 CUBドメイン 1- 13までを含むキ:Lビ1)ン

の C末端にcMycタダを付けたcDNAを構築 し,

IRFT細胞に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威 し,免疫沈降において

ANN-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

らく多選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Minト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

ガリン結合領域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

リンの相互作用には他のアダプタ-分子が必要

管,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,その結合性が限害された可能性も

残っている.

本研究において,ANN-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

克進 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

機能的な協調性が存在 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能性が示唆 された.

以 上:_.私は.AMNIFとMini-CUB-Cの拍合体

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,FiAGタグ付 きラッ トアムニオ ンレス

(AMN-ど)及びcMycタグ付 きの ラッ トキュビ

リン断片 佃 末903ア ミノ酸) (MinトCUB-C)

を発現す るラッ ト近位尿細管由来細胞 HRfYr細

脂)を構築 した.それ らの発現産物は互いに結合

し,メが )ンの リガン ドであるラク トフェリンの

取 り込み を先進 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-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溌過 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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