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はじめに

　レニン－アンジオテンシン系の生理活性物質アンジオ

テンシンII（Ang II）は主要な受容体であるAT1（angiotensin

II type 1）受容体に作用して下流の情報伝達系を活性化

することにより，高血圧，心肥大，心不全，動脈硬化，

腎障害などの心血管病および腎不全の発症・進展に深

くかかわっている。この系のより効率的な抑制によ

り，これら疾患の予防および治療効果の向上を図るこ

とは高齢化社会を迎えつつある日本にとって重要であ

る。著者らはこれまでレニン－アンジオテンシン系遺

伝子発現調節機構とその病態生理学的意義に関する分

子生物学的研究を行っており，レニンおよびアンジオ

テンシノーゲン遺伝子の発現調節における近位プロ

モーター領域の重要性1～4），心血管系細胞・組織におけ

る特異的なレニンおよびアンジオテンシノーゲン遺伝

子の発現調節機構5～8），およびアンジオテンシノーゲン

　　　　　　第46回総会　徹底討論 8　高血圧と脈管疾患；心血管作動物質研究の新展開●総　　説●

遺伝子欠損マウス由来心筋細胞を用いた系でのgp130蛋

白質を介するサイトカイン経路の重要性などについて

明らかにしてきた9, 10）。最近ではレニン－アンジオテン

シン系の新規活性制御因子の探索とその機能解析を

行っており，レニン遺伝子発現活性化に核受容体の一

種LXRが関与することや11），AT1受容体刺激による心血

管系リモデリング促進遺伝子発現の増加に転写制御因

子AP1が関与することを明らかにした12, 13）。今回AT1受

容体に直接結合してその機能を調節している可能性が

高い新規因子の遺伝子クローニングを行い，これを

ATRAP（angiotensin II type 1 receptor-associated protein）

と名付けた14, 15）。ATRAPの機能および病態生理学意義

については不明な点が多いが，研究代表者らの現在ま

での研究では，ATRAPが心筋細胞においてはAT1受容

体のinternalizationを促進してAT1受容体を介する心肥大

反応を抑制しうる可能性が明らかにされている。興味

深いことに，生体ではATRAPの発現は特に腎や心にお

いて高く認められ，腎や心におけるATRAPの機能的意

義を明らかにすることは非常に重要であると考える。

Key words: AT1 receptor, receptor internalization, signaling, angiotensin II, cardiac hypertrophy

要　旨：レニン－アンジオテンシン系の生理活性物質Ang IIに対する受容体にはAT1受容体とAT2

受容体の 2 種類のサブタイプがあり，この系の主要な生理作用は主にAT1受容体を介する情報伝達

系の活性化によりなされる。しかし，AT1受容体が直接的にどのような分子に作用して下流の複雑

な情報伝達系のネットワークを選択的に活性化し，病的な心血管系リモデリングや腎障害を促進

しているかについては不明な点が多い。われわれはAT1受容体のC末端に特異的に結合する未知の

新しい蛋白質としてATRAP（AT1 receptor-associated protein）の遺伝子クローニングを行い，現在そ

の機能の解析と病態生理学的意義の検討を進めている。（J Jpn Coll Angiol, 2006, 46: 369–375）
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AT1受容体に結合する
新規因子（ATRAP）の単離同定

　マウス腎から作製されたcDNAライブラリーを用い

てAT1受容体C末端の細胞質内ドメインをbaitとして

yeast two-hybrid systemによる遺伝子クローニングを行

い，AT1受容体に特異的に結合する因子としてATRAP

を単離同定した14, 15）。マウスATRAP cDNAは全長483塩

基対から成り，相同性検索を行っても有意に相同性が

認められる遺伝子は存在せず，新規因子と考えられ

た。また，ATRAPはAT1受容体にのみ結合しAT2受容

体には結合しないと考えられた。

ATRAPのドメイン構造

　コンピューターによる立体構造予測では，マウス

ATRAPのアミノ酸配列の解析から，N末端は細胞外ド

メインであり，N末端側に 3 つの膜貫通ドメインを持

つとともにC末端側には細胞質内ドメインを持つとい

う非常に珍しい構造上の特徴を有すると予測された16）

（Fig. 1）。また，AT1受容体の欠失変異体を用いての検

討から同受容体C末端のアミン酸残基（339–359）が，

ATRAPとの結合に重要であると考えられた。さらに

ATRAPのC末端側を欠損させるとATRAPのAT1受容体と

の結合能が失われることが明らかになり，ATRAPのC末

端の細胞質内ドメインのアミノ酸残基（110–120）がAT1受

容体との結合に重要であると考えられた（Fig. 2）。

ATRAPの生体内組織分布

　著者らは，ATRAP蛋白質発現の検出のためにポリク

ローナル抗ATRAP抗体を作製しており，Western blot解

析においてはin vitro transcribed/translated ATRAP蛋白

質，培養細胞に遺伝子導入されたATRAP蛋白質，およ

Figure 1　ATRAP is predicted to have three transmembrane domains.
A: Hydrophobicity plot with the SOSUI program showing three boxed hydrophobic regions in the N-terminal end of ATRAP com-
prising the amino acid residues 14–36, 55–77, and 88–108 and a hydrophilic region from residues 109–161.
B: �-Helix conformation of the hydrophobic segments with the hydrophobic residues is shown in black, the polar residues in blue,
positively charged residues in bold blue, and negatively charged residues, in bold red; the initial residue for the helix is marked with
a bold dot. Numbers indicate the putative transmembrane domains.
C: Proposed structure of ATRAP showing the two first transmembrane domains in green as “primary” hydrophobic domains and the
third transmembrane domain in light green as a “secondary” hydrophobic domain.
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激するとAT1受容体とATRAPがともに核周囲の領域で

colocalizeすることが明らかにされた（Fig. 3）。さらに，

アデノウイルスベクターを用いてATRAPを心筋細胞に

過剰発現させたところ，心筋細胞表面のAT1受容体数

の減少が認められ，ATRAPはAT1受容体のinternaliza-

tionを促進することによりAT1受容体情報伝達系に対し

て抑制的に作用している可能性が明らかにされた。

考　　案

　生体の血圧循環調節に重要なレニン－アンジオテンシ

ン系の主要な受容体であるAT1受容体を介する情報伝

達系とその病態生理学的意義については，世界の数多

くの研究室において研究が行われてきた18～23）。AT1受

容体情報伝達系下流の活性化される情報伝達系，およ

びAT1受容体自身の活性化機構あるいはAT1受容体の

down-regulationの分子メカニズム，さらには，AT1受容

体情報伝達系活性化が心血管系リモデリングに関与す

るメカニズムについては，AT1受容体自身のリン酸化の

関与24），AT1受容体細胞質ループ構造やC末端領域の関

与25, 26），あるいは細胞膜シグナリングドメインであるカベ

オラのシグナル伝達分子カベオリンとそのチロシンリン

酸化のAT1受容体のinternalizationへの関与27, 28）などが報

告されているが，なお不明な点が多い。特にAT1受容体

に直接結合して下流の情報伝達系を制御する分子につ

いては長年にわたって遺伝子クローニングが多くの研

究室において試みられてきたが，今回，世界で最初に新

規AT1受容体結合蛋白質としてATRAP遺伝子がクロー

ニングされた。また，最近ATRAPとは異なる 2 種類の

AT1受容体結合蛋白質がクローニングされ，ARAP（type 1

angiotensin II receptor associated protein 1），GLP［GDP/

GTP exchange factor （GEF）-like protein］と名前が付けら

び細胞・組織に発現している内在性ATRAP蛋白質につ

いて予想通り約18kDaの単一バンドの検出に成功し，

これらのバンドは抗原ペプチド吸収試験において消失

することから，ATRAP蛋白質に由来する特異的なバン

ドであると考えられる。そして，ATRAPの組織発現分

布についての検討では，mRNAおよび蛋白質ともに，

腎，心における高いレベルの内在性発現が認められて

いる14, 17）。

ATRAPの腎細胞での発現分布と機能

　腎ではATRAPはAT1受容体と同様に尿細管を中心と

して広範囲の分布が認められ，細胞染色実験および電

子顕微鏡での解析によるHEK293腎細胞での内在性

ATRAPおよび遺伝子導入されたATRAPの細胞内局在

の検討では，ATRAPは主に核周囲の小胞膜上（滑面小

胞体，ゴルジ体など）に存在することが明らかになっ

た。また，ATRAPにGFP-tagをつけてATRAPの細胞内

移動の経時的解析を行ったところ，ATRAPはこれら細

胞内小胞膜構造物から常に細胞表面の細胞膜に移動し

ていることが明らかにされた。さらにATRAPをHEK293

細胞に過剰発現させるとAng IIによるc-Fosプロモー

ター活性化の抑制がみられた。

ATRAPの心筋細胞での発現分布と機能

　心筋細胞においても内在性にATRAP発現が認めら

れ，主に核周囲に存在しており，免疫沈降実験により

心筋細胞においてAT1受容体およびATRAPが結合して

いることが明らかになった。また，心筋細胞での免疫

細胞染色実験の結果，非刺激下においてAT1受容体は

主に心筋細胞の細胞膜に存在するのに対して，ATRAP

は主に核周囲に存在していたが，心筋細胞をAng IIで刺

Figure 2　The C-terminal cytoplasmic domain is important for the
interaction between ATRAP and AT1 receptor.
Schematic representation of the yeast two-hybrid constructs used in the
interaction assay with the C-terminal tail of AT1 receptor.  The yeast
reporter strain AH109 was cotransformed with the deleted versions
of the ATRAP two-hybrid expression plasmid pGADT7 and the C-
terminal tail of AT1 cloned in the two-hybrid expression plasmid
pGBKT7.  The cotransformants were selected in SD medium lacking
leucine, tryptophan, histidine, and adenine (QDO).  The yeast-
galactosidase activity was determined in plates containing X-Gal (2
mg/ml) as a chromogenic substrate.  The strength of interaction was
evaluated qualitatively as the intensity of the development of blue
color in yeast colonies growing in selective medium.
FL: full length ATRAP, TM: transmembrane domain
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れ，それぞれAT1受容体のrecyclingやAT1受容体による

血管平滑筋細胞や腎尿細管細胞の肥大作用への関与の

可能性が報告されている29, 30）。

　ATRAPの組織発現分布についての検討では，mRNA

および蛋白質ともに，腎，心における高レベルの内在

性発現が認められている。腎レニン－アンジオテンシ

ン系はAT1受容体情報伝達系活性化を介して糸球体内

圧上昇や尿細管でのNa再吸収をもたらし，血圧上昇や

糸球体硬化，間質線維化を促進する。よって高血圧や

腎不全の病態生理 における腎ATRAPの意義が注目され

る。一方，心レニン－アンジオテンシン系は，心筋細

胞肥大，線維芽細胞増殖をもたらし心肥大や心不全の

発症・進展を促進する。よって心肥大や心不全の病態

生理における心ATRAPの意義も注目される。

　以前著者らは，心血管系細胞での生理活性物質およ

び伸展刺激によるAT1受容体情報伝達系の活性化によ

るレニン－アンジオテンシン系および細胞外基質遺伝子

発現誘導に関与するプロモーター領域に結合する転写

因子としてAP1活性化因子（c-Jun）を明らかにした13）。

AT1受容体遺伝子のプロモーター領域にはAP1活性化因

子結合転写活性化領域以外にも複数のpositive and nega-

tive regulatory elementsが存在し，その発現量は血管傷

害や心筋梗塞などの種々の病態においても若干の変動

は認められるが，比較的安定しているとされる。一

方，AT2受容体は胎児期に広範囲かつ高レベルに発現

し，生後その発現量は急激に減少し，心血管系におい

ては血管傷害，心筋梗塞，心肥大，心不全などの病態

において強い発現誘導が認められる。また，現在まで

の研究によりAT2受容体がAT1受容体と拮抗して作用す

ることが次第に明らかにされ，AT1受容体とAT2受容体

の心血管および腎病変における発現バランスがこれら

病変の発症・進展に重要であると考えられるように

なっている31）。一方，著者らの予備的検討結果では，

腎や心でのATRAPの発現は種々の刺激によって変化す

ることが明らかとなっており，したがってあまり発現

量が変化しないAT1受容体系の新規機能制御因子とし

Figure 3　Co-localization of AT1 receptor (AT1R) and ATRAP in the perinuclear region is facilitated by Ang II.
Cardiac H9c2 cells were transiently co-transfected with HA-tagged ATRAP and FLAG-tagged AT1R.  Then,
cells were fixed under baseline conditions (A–C) or on stimulation with 100 nM Ang II for 60 minutes (D–F).
Localization of FLAG-AT1R was determined by using anti-FLAG antibody and green fluorescence secondary
antibody and localization of HA-ATRAP was detected by using anti-HA antibody and red fluorescence
secondary antibody.
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てATRAPの病態生理学的意義が今後注目されるところ

である（Fig. 4）。

結　　論

　新規AT 1受容体結合因子として単離同定された

ATRAPは，細胞レベルでの機能についてはAT1受容体

のinternalization情報伝達系に対する抑制作用が明らか

にされつつある。しかし，生体組織におけるATRAPの

生理作用や発現調節機序，あるいは高血圧やその臓器

合併症でもある心肥大，動脈硬化，腎障害などにおけ

る病態生理学的意義についてはまだまだ不明な点が多

く，今後の研究の展開が期待される。
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Accumulated evidence has revealed the pathophysiological significance of AT1 receptor signaling in hypertension.

Stimulation of cardiovascular cells with angiotensin II (Ang II) or stretch as well as blood pressure increase in vivo

provoke activation of tissue renin-angiotensin system, which is accompanied by cellular hypertrophic and proliferative

responses and cardiovascular tissue remodeling.  These pathological responses are suppressed by AT1 receptor antago-

nists, indicating that AT1 receptor signaling plays an important role in cardiovascular complications in hypertension.  We

have recently cloned a novel molecule ATRAP (AT1 receptor-associated protein) that specifically interacts with C-termi-

nal of AT1 receptor.  We found an abundant expression of ATRAP in cardiovascular and renal tissues.  Although ATRAP

and AT1 receptor have distinct subcellular localization in cardiomyocytes under baseline condition, Ang II stimula-

tion made ATRAP colocalized with AT1 receptor in the cytoplasm, thereby suggesting that ATRAP binds to the internal-

ized AT1 receptor.  ATRAP decreased AT1 receptor in number on the surface of cardiomyocytes, indicating an inhibitory

effect of ATRAP on recycling AT1 receptor.  Furthermore, in downstream signaling pathways, ATRAP suppressed Ang II-

induced activation of c-Fos promoter transcription and amino acid incorporation.  Thus, cardiovascular and renal ATRAP

may promote AT1 receptor down-regulation and attenuate Ang II-mediated sequential hypertrophic and proliferative

responses.  In conclusion, ATRAP appears to be a new therapeutic target molecule to treat and prevent cardiovascular

and renal complications in hypertension.  (J Jpn Coll Angiol, 2006, 46: 369–375)
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