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序論 

 慢性腎臓病の患者数は増加の一途をたどっている．腎線維化は慢性腎臓病へ至る共通経

路であり，腎線維化の程度は腎機能と相関している．しかしそのメカニズムはまだ不明な

点が多い． 

我々はレニン-アンジオテンシン系に関与する AngiotensinⅡ type 1 receptor（AT1受

容体）に結合し，その内在化を促進する事で AngiotensinⅡによる AT1 受容体の過剰な病

的活性化を抑制する AngiotensinⅡ type 1 receptor associated protein （ATRAP）を

同定し，解析を行ってきた．また我々は ATRAP全身性ノックアウトが，野生型マウスと比

較して，加齢に伴う酸化ストレスの蓄積とミトコンドリア機能障害を伴う腎線維化の増悪

を生じることを報告している．これらの現象は AngiotensinⅡ-AT1受容体経路に依存しな

い可能性が示唆されているが，その分子的機序は明らかでない．そこで ATRAPの

AngioteinsinⅡ-AT1 受容体経路以外の新たな分子機能の解明を行うことを目的とし，

ATRAPの新規結合タンパク質を解析した．その結果，376個の候補タンパク質を同定し，

その中にトランスフェリン受容体 1（Transferrin receptor1: TfR1）が含まれていた．

TfR1は細胞内へ鉄を取り込む受容体であり，鉄は活性酸素を産生し，線維化に関与する．

そこで ATRAPと TfR1 の相互作用を探ることで酸化ストレスや腎線維化に関わる ATRAPの

未知の分子機構を解明することとした． 

 

実験材料と方法 

酸化ストレス制御に関わる ATRAP結合タンパク質を同定するために，まず Flagタグ付

きマウス ATRAP（F-mATRAP）をドキシサイクリン依存的に発現誘導可能な HEK293細胞を構

築した．次に，F-mATRAP複合体を免疫沈降し，その複合体について質量分析を施行した．

その結果得られた複合体構成タンパク質候補のうち TfR1に着目し，分子的相互作用を免

疫沈降法，ウエスタンブロット解析により検証した．次に，ATRAP発現誘導による TfR1タ

ンパク質および mRNA 発現量，細胞内局在をウエスタンブロット解析，RT-qPCR解析，免疫



蛍光染色解析を用いて解析した．また，ATRAP発現誘導時が TfR1の機能である鉄取り込み

に影響するかを，細胞内鉄濃度を測定することで評価した．さらに，酸化ストレスシグナ

ルへの影響を NRF2タンパク質発現，その NRF2が転写する HO-1 mRNA発現の変化を解析す

ることで評価した． 

 

結果 

ドキシサイクリン依存的に Flagタグ付き-マウス ATRAP（F-mATRAP）を発現誘導する

HEK293を樹立し，ドキシサイクリン依存的に適切に F-mATRAP発現が誘導されることをウ

エスタンブロット解析，免疫蛍光染色で確認した．樹立した細胞を用いて F-mATRAP複合

体を精製し質量分析を行った結果，376個の ATRAP複合体構成タンパク質候補を同定し

た．そのタンパク質候補は細胞内輸送に関わる分子が多いことがわかり，また TfR1を含

む膜受容体が複数同定された．TfR1は酸化ストレスを伴う腎線維化に関わることが報告さ

れているため，ATRAP と TfR1の分子的相互作用を培養細胞やマウスの腎組織を用いて確認

した．次に，ATRAP発現の増強時により，細胞全体での TfR1の発現が変動しない一方，細

胞膜における TfR1発現が減少することを生化学的な細胞膜分画法や蛍光染色法を用いて

明らかとした．さらに ATRAP発現誘導により，細胞内鉄量の低下と酸化ストレスシグナル

の一つである NRF2，HO-1発現が低下することを明らかにした． 

 

考察  

本研究では ATRAPと TfR1の相互作用を発見し，ATRAPが TfR1の膜局在制御を介しその

機能を抑制する事を明らかにした．これにより，ATRAPが細胞内鉄濃度を抑制し，その結

果，酸化ストレスシグナルを抑制していること示唆された．これらの結果は培養細胞を用

いたものであり，酸化ストレスを誘導する動物モデルなどを用いた個体レベルでの ATRAP-

TfR1経路の生理的意義の解析が今後の課題である．具体的には，ATRAP と TfR1の直接相

互作用の解析や，相互作用部位の同定など，より詳細な検討が必要である． 

さらに本研究では，ATRAP複合体構成因子として，TfR1以外にも酸化ストレス制御に関 

わる膜分子を複数同定している．このように，ATRAP分子機構を解明することで ATRAPが

酸化ストレス，ミトコンドリア障害をともなう加齢性腎線維化に関与するというこれまで

の報告の分子メカニズムの解明につながると考える．  

また，これまでに Angiotensin Ⅱ–AT1受容体経路における酸化ストレス誘導を ATRAPが 

抑制していることも明らかにしている．このように，ATRAPによる酸化ストレス制御の全容 

を明らかにすることで，慢性腎臓病の発症のメカニズム解明につなげていく事が出来ると 



考えている． 
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