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１．研究計画の概要 

細胞表面機能分子の数が細胞内小胞から
の移行や回収によって調節されている系の
中で、水チャネル・アクアポリン２(AQP2)は、
エンドソーム系により調節がおこなわれて
いる。本研究では、AQP2 をモデルとしてエン
ドソーム・ポストエンドソーム系の新たな機
能に光を当てる。 
 
２．研究の進捗状況 

筋細胞や脂肪細胞で発現しているグルコ
ーストランスポーター４(GLUT4)と腎臓集合
管主細胞で発現している AQP2 の細胞内局在
部位や動態を培養細胞系で解析した。GFP 標
識 GLUT4は主として細胞内の核周囲部に局在
した。ゴルジ装置のマーカーとしてゴルジ 58
ｋ蛋白質、TGN のマーカーとしてフューリン
コンベルターゼなどと比較したところ、GFP
標識 GLUT4 はゴルジ装置や TGN 域にあるのが
判明した。次に、AQP2 との分布局在を多重標
識法で検討した。AQP2 は、Rab11 陽性の頂部
細胞膜直下の小胞に主として分布し、ゴルジ
装置や TGN にはほとんどみられなかった。初
期エンドソームマーカーの EEA1 で標識する
と、GLUT4 との共局在はみられたが、AQP2 は
ほとんど EEA1 陰性だった。このように、AQP2
貯蔵部位は、GLUT4 貯蔵部位とは基本的に異
なるコンパートメントであった。 
 腎集合管主細胞では、バソプレシン V2 受
容体を介したプロテインキナーゼ Aの活性化
により AQP2 がリン酸化されることにより
AQP2 小胞の細胞膜への融合が起こるとされ
る。そこで、リン酸化 AQP2 を特異的に認識
する抗体を作製し、水をロードしたラットと、
バソプレシンを投与したラットについて、そ

の腎臓クリオスタット切片を使って蛍光抗
体法により免疫染色をおこなった。その結果、
バソプレシン処理により細胞膜にリン酸化
AQP2 が出現した。ただし、水をロードした状
態でも、細胞内小胞にある AQP2 のかなりの
ものに陽性反応が見られた。また AQP2 を発
現した MDCK 培養細胞でも、フォルスコリン
刺激を加えなくても細胞内小胞にリン酸化
AQP2 が見られた。 
そこで、このような細胞内でのリン酸化

AQP2 の分布局在をさらに詳細に検討するた
めに、免疫電子顕微鏡法を用いてその分布を
可視化した。ラット腎臓集合管主細胞では、
ナノゴールド・プレエンベッディング法によ
り免疫標識した。AQP2 を発現した MDCK 培養
細胞では、トライトン X100 でパーミアビラ
アイズしてナノゴールド法標識をおこなっ
た。ラット集合管細胞では、バソプレシン刺
激前は、AQP2 は細胞膜直下の小型小胞や、少
し深部の比較的大きな小胞に局在していた。
バソプレシン刺激により、ほとんどの AQP2
は細胞表面へと移行した。リン酸化 AQP2 抗
体を用いてリン酸化された AQP2 の局在を電
顕レベルでみると、刺激時には細胞表面に局
在していたが、非刺激時にも細胞内小胞にあ
る AQP2 でリン酸化がみられた。AQP2 を発現
させた MDCK細胞でも同様な結果が得られた。
以上の結果から、超微形態レベルでも、細胞
表面 AQP2 のみならず、一定量の細胞内 AQP2
はリン酸化されているのが明らかになった。 
 
３．現在までの達成度 
 ②おおむね順調に進展している。 
(理由) 
AQP2 を持った小胞のポストエンドゾーム



系における位置づけを見るために、AQP2 と同
じように調節的に細胞内小胞と細胞膜とを
行き来している分子として、インスリン依存
性糖輸送体 GLUT4 に着目して、その局在と動
態とを比較した結果、ポストエンドゾーム系
がヘテロジニアスな系であることが示され
た。またこのようなポストエンドゾーム系に
おける AQP2 貯蔵小胞のエクソサイトシスに
よるトラフィッキングの調節機構を見るた
めに、リン酸化に着目して解析した。そのた
めにリン酸化 AQP2 を特異的に認識する抗体
を作製し、十分なキャラクタライズをおこな
った後に、免疫組織化学的な解析に用いた。
その結果、リン酸化と細胞での局在が必ずし
も従来考えられていたような単純なもので
はないことが判明した。すなわち、｢リン酸
化＝細胞表面への移行｣、｢脱リン酸化＝細胞
内小胞への回収保持｣といった単純な図式で
は説明できないことが明らかとなった。リン
酸化と細胞内での AQP2 小胞のトラフィッキ
ングと局在については、さらに検討を加える
必要がある。 
 
４．今後の研究の推進方策 

AQP2 の小胞コンパートメント間での動態
を違った角度から解明するために、頂部細胞
膜とその近傍の小胞を含んだ標本を、ポリリ
ジンコートカバースリップで吸着する方法
によって作製し、細胞膜近傍における AQP2
小胞の動態をより明確に明らかにする。同時
にラフトをはじめとする膜マーカーとの多
重標識により、これらの多様な小胞系にキャ
ラクタリゼーションを進める。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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