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研究要旨 

糸球体で濾過された低分子蛋白は、近位尿細管において cubilin-amnionless（CUBAM）複

合体によってエンドサイトーシスの機構で再吸収されるが、複合体の膜輸送や糖鎖修飾の

異常に関する詳細は検討されていない。Imerslund-Gräsbeck症候群（IGS）は CUBAM複

合体の構成分子である cubilin (CUBN)あるいは amnionless (AMN)の変異によって起こり、

近位尿細管及び腸管上皮における内因子-ビタミンB12複合体を含む低分子蛋白の再吸収障

害を呈する。今回新たに同定した新規 CUBN変異を含め、これまでに報告されている AMN

および CUBN変異の解析により CUBAM複合体の細胞膜輸送の分子機構を明らかにした。

腎尿細管および腸管上非における低分子蛋白のエンドサイトーシスの分子機構が明らかに

なった。 
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Ａ．研究目的 

糸球体で濾過された低分子蛋白は、近位尿

細 管 に お い て cubilin-amnionless

（CUBAM）複合体によってエンドサイト

ーシスの機構で再吸収される。これらの分

子の異常が低分子蛋白の再吸収障害をきた

す機序を解明することを目的とする。 

 

B.研究方法 

Imerslund-Gräsbeck症候群（IGS）は近位

尿細管及び腸管上皮における内因子-ビタ

ミンB12複合体を含む低分子蛋白の再吸収

障害を呈する疾患であり、cubilin 遺伝子

(CUBN)あるいは amnionless 遺伝子

(AMN)の変異により発症する。2 歳時に巨

赤芽球性貧血（ビタミン B12吸収不全）と

診断され、5 歳時に蛋白尿を指摘され 6 歳

時に腎生検を施行された男児において（腎

生検結果は正常組織所見）、エクソーム解析

およびサンガーシークエンスによる遺伝子

解析を施行した。また、培養細胞を用いて

膜発現量およびエンドサイトーシス量の定

量評価し、さらに cubilinの糖鎖修飾を解析

した。糖鎖修飾部位の同定のために SILAC

（ stable isotope labeling using amino 

acids in cell culture）法を用いた。 

 

C. 研究結果 

IGS 患児において CUBN のヘテロのミス

センス変異 c.1957G>C (p.Gly653Arg)を検

出した。新規変異であり、両親の解析から

de novoと考えられた。 

次に腎生検組織標本を用いて、amnionless

および cubilinの染色を行った。正常近位尿

細管ではこれらの蛋白は刷子縁に存在する

が、患児においては amnionlessと cubilin

の局在が細胞質内へと変化しており、

CUBAM 複合体の細胞膜輸送障害が示唆さ

れた。 

次に、培養細胞を用いて cubilin と

amnionless の膜発現量およびエンドサイ

トーシス量を定量化し、患者変異による影

響を検討した。amnionlessは cubilinと共

依存的に細胞膜表面上に輸送されるが、患

者 CUBN 変異は両者の膜発現および複合

体のエンドサイトーシスを著明に低下させ

た。さらに cubilinは amnionlessと共発現

することにより特異な糖鎖修飾が起こるが

患者 CUBN 変異によりその変化が阻害さ

れることを見いだした。これらの変化はこ

れまでに報告されている一部の CUBN 変

異およびすべての AMN ミスセンス変異で

も同様の結果が得られた。SILAC法を用い

amnionless依存的な cubilin分子の糖鎖修

飾部位を同定した。一方で cubilin と

amnionless の結合は Gly653Arg 変異によ

り変化は見られず、蛋白複合体の結合自体

は糖鎖修飾および細胞膜発現の十分条件で

はなかった。細胞に糖鎖修飾阻害薬を添加

することにより amnionless依存的 cubilin

膜移行が阻害されたことから、糖鎖修飾こ

そが膜輸送に必要であることが示唆された。

糖鎖修飾不全変異体を用いた解析により

cubilin分子の CUBドメインにおける複数

の糖鎖修飾が小胞体からゴルジ体への移行

を可能とし、CUBAM 複合体の細胞膜発現

に必要であることが明らかになった。 

 

D. 考察 

今回IGSで見いだした新規CUBN変異および

既報のCUBNおよびAMNのミスセンス変異を

解析し、変異が cubilin の糖鎖修飾を阻害

し、その結果 CUBAM の細胞膜輸送を阻害す
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る事を見いだした。尿細管における低分子

蛋白の再吸収機構に関する理解が深まった。 

 

E. 結論 

IGS 症例の解析により、近位尿細管におけ

る低分子蛋白の再吸収にはCUBAM複合体

の翻訳後修飾及び細胞膜輸送が必須である

事を明らかにした。 
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