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研究成果の概要（和文）：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り調節され

る系は、腎臓での水の再吸収や血糖値恒常性の維持機構などにおいて重要な役割を果たしてい

る。このようなエンドソーム・ポストエンドソーム系での小胞トラフィッキングにより調節さ

れているものの中で、水チャネル・アクアポリン２(AQP2)をモデルとしてその分布と調節機構

を解析した。アクアポリン２とインスリン刺激によりトラフィッキングの調節がおこるグルコ

ーストランスポーター４(GLUT4)あるいはGFP標識GLUT4をMDCK細胞で同時に発現させ

たところ、アクアポリン 2 と GLUT4 はそれぞれ独自の分布局在パターンをとった。さらにフ

ォルスコリン刺激によりアクアポリン 2 を細胞膜へと移行させたり細胞内へのリサイクリング

過程を追跡してみても、GLUT4 の分布・局在はほとんど影響されなかった。この結果は、ア

クアポリン 2 と GLUT4 は、ポストエンドソーム域においてその局在と動態はそれぞれ独自の

ものであることを示していて、ポストエンドソーム域がヘテロな小胞集団であることを示唆し

ている。次にアクアポリン 2 小胞のリン酸化による調節を、リン酸化アクアポリン 2 を特異的

に認識する抗体を作製し、ウエスタンブロット法と蛍光抗体法や免疫電顕法により観察した。

その結果、リン酸化アクアポリン 2 が細胞内でもある一定レベル存在することが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）： Vesicular trafficking that determines the number of cell surface 
molecules serves as one of important regulatory mechanisms found in the control of the 
reabsorption of water in the kidney, maintenance of blood glucose level, etc. Intracellular 
vesicles involved in the endocytosis and subsequent recycling process, such as endosomes 
and post-endosomal vesicles are key components in such vesicular trafficking and storage. 
We used water channel aquaporin 2 whose trafficking is regulated by hypophysial hormone 
vasopressin. Glucose transporter 4(GLUT4), whose trafficking is regulated by insulin in 
adipocytes and muscle cells, was coexpressed with aquaporin 2 in MDCK cells, and their 
localization was visualized by immunofluorescence and GFP-tagging methods.  Aquaporin 
2 and GLUT4 exhibited distinct localization pattern each other in both the resting and 
stimulated states, showing that aquaporin 2 and GLUT4 are stored in distinct 
post-endosomal compartments each other, and that their trafficking is differentially 
regulated. Translocation of aquaporin 2 has been considered to be regulated by its 
phosphorylation. We raised antibodies that specifically detect phosphorylated aquaporin 2. 
By western blotting and immunofluorescence microscopy, phosphorylation of aquaporin 2 
was found not only on the cell surface but also intracellular vesicles, suggesting the 
ubiquitous presence of phosphorylated aquaporin 2. 
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１．研究開始当初の背景 

エンドサイトシスによって形成されるエ
ンドソームは、細胞表面膜と細胞内膜系との
インターフェースに位置する細胞内オルガ
ネラである。エンドソームは、エンドサイト
シスによって生じた小胞からまず形成され
る初期エンドソーム、核の近傍に位置するリ
サイクリングエンドソーム、取り込んだ物質
の分解に関与するレイトエンドソームに大
別される。これらのエンドソーム間や、エン
ドソームと細胞膜、トランスゴルジネットワ
ーク(TGN)、ゴルジ装置などとの間の小胞輸
送の解明は、様々な機能を担った細胞表面膜
分子のトラフィッキング（トランスロケーシ
ョン）による細胞表面活性調節を解明する上
でのキーポイントとなる。従来、このエンド
ソームは、エンドサイトシスとリサイクリン
グの系として理解されてきたが、本研究では、
細胞膜水チャネルであるアクアポリン 2
（AQP2）の系に焦点を定め、エンドソーム
と、細胞膜機能分子の特異的な貯蔵システム
としてのポストエンドソーム系を想定し、エ
ンドソーム・ポストエンドソーム系の新たな
機能に光りを当てるものである。 

アクアポリン２は、腎臓集合管に発現する
膜の水チャネル分子のひとつである。変異に
より腎性尿崩症が起こり、尿の濃縮過程では
決定的に重要な役割を果たしている。アクア
ポリン２は、通常は細胞膜には局在せず細胞
内小胞に貯蔵され、バソプレシン刺激等によ
りこの貯蔵小胞のエクソサイトシスにより
細胞膜へと移行し（アクアポリン２の細胞膜
へのトランスロケーション）、細胞膜の水透
過性を上げるとされている。刺激がオフにな
ると、エンドサイトシスにより細胞膜からふ
たたび細胞内小胞へと回収される（リサイク
リングモデル）。アクアポリン２については、
従来、細胞膜へのトランスロケーション時の
シグナル伝達系の研究がほとんどで、実際の

水移送にあたるアクアポリン２や、アクアポ
リン２小胞の細胞内での局在部位、動態、調
節機構についての解析は少ない。特に、細胞
膜からのエンドサイトシスとエンドソーム
を介したリサイクリング機構は、私たちが本
格的に始めたばかりである。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞膜へのトランスロケーシ
ョンやリサイクリングによる細胞表面の活
性調節機構の最も重要な部分を担っている
エンドソーム・ポストエンドソーム系の実体
と動態を、アクアポリン２をモデルシステム
として明らかにする。このために、アクアポ
リン２の細胞内局在・動態を、MDCK 細胞
などの培養細胞やラット腎臓集合管の主細
胞で調べる。さらに、アクアポリン 2 と同様
に細胞内貯蔵小胞と細胞表面とをリサイク
ルする分子であるグルコーストランスポー
ター（GLUT4）の動態とも比較検討し、こ
のようなポストエンドソームシステムの一
般性と分子毎の特殊性とを検証する。アクア
ポリン 2 分子のこれらのエンドソーム系・ポ
ストエンドソーム系でのトラフィッキング
過程における調節機構を調べるために、アク
アポリン 2 のリン酸化の状況を、特異抗体を
作製して検討する。 
 
３．研究の方法 

アクアポリン 2 を発現させた MDCK 細胞や
ラット腎臓集合管の主細胞におけるアクア
ポリン２の発現と局在を蛍光抗体法で免疫
染色し、共焦点レーザー顕微鏡を使って解析
した。特に MDCK 細胞では、糖輸送体 GLUT4
をトランスフェクションさせてその局在を
みた。このアクアポリン 2と GLUT4 とを発現
している細胞を使い、フォルスコリン刺激に
よりアクアポリン 2 が細胞表面へと移行し、
さらにフォルスコリンを除去してからチェ



ースすることにより細胞内へとリサイクリ
ングし、最終的に EEA1 陽性の貯蔵小胞と戻
る過程について解析した。 
リン酸化アクアポリン 2に対する抗体は、合
成部分ペプチドをヘモシアニンに結合させ
たものを抗原としてウサギで作製し、アフィ
ニティーカラムで精製した。抗体のキャラク
タリゼーションはウエスタンブロット法と
蛍光抗体法を用い、リン酸化した抗原ペプチ
ドやリン酸化していないペプチドによる阻
害実験などによりおこなった。 

免疫組織化学は、ラット腎臓集合管主細胞
では、アルデヒド固定してから凍結切片を作
製し、蛍光抗体法あるいはナノゴールド・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 細胞では、トライトン
X100 でパーミアビラアイズしてのち、蛍光抗
体法あるいはナノゴールド法標識をおこな
った。 
 
４．研究成果 

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アクアポリン２は、
ともに通常は細胞内小胞に局在し、それぞれ
インスリンやバソプレシン刺激時に細胞表
面へ移行して糖の取込や水輸送にあずかっ
ている。小胞トラフィッキングにより調節が
行われているこのようなトランスポーター
やチャネルの、細胞内局在部位や動態を培養
細胞系で解析した。まず、GLUT4 の挙動を多
重標識法で調べるために、GLUT4 をグリーン
フルオレッセントプロテイン（GFP）で標識
し、アクアポリン２を発現する MDCK 細胞に
導入して、その局在を非標識アクアポリン２
と比較した。まず、MDCK 細胞で発現させた
GFP 標識 GLUT4 と非標識 GLUT4 の局在を蛍光
抗体法により比較し、GFP 標識により、GLUT4
の局在に変化のないのを確認した。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、アクアポリン 2との分布局
在を多重標識法で検討した。アクアポリン 2
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、アクアポリン２はほとんど EEA1
陰性だった。このように、アクアポリン２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。 

次に、アクアポリン 2のリン酸化にともな
うアクアポリン 2を有する小胞のトラフィッ
キング機構を解明するために、まずリン酸化

アクアポリン 2に対する抗体を、合成部分ペ
プチドをヘモシアニンに結合させたものを
抗原としてウサギで作製し、アフィニティー
カラムで精製した。まずアクアポリン 2を発
現した MDCK 細胞やラット腎臓で、この抗体
を使ってウエスタンブロット法をおこない、
シグナルがリン酸化した抗原ペプチドによ
って消失するが、リン酸化していないペプチ
ドでは変化がないのを確認した。またホスフ
ァターゼ処理により、シグナルが消失するが、
同条件で通常のアクアポリン 2に対する抗体
のシグナルは変化しないのを確認した。腎臓
の集合管細胞やアクアポリン 2 を発現した
MDCK 細胞での蛍光抗体標識でも、リン酸化抗
原ペプチドにより阻害されるが、リン酸化し
ていないペプチドでは変化が無いのを確認
した。これらの結果から、リン酸化アクアポ
リン 2を認識している抗体が得られたことが
判明した。次にこの抗体を使ってアクアポリ
ン 2 を発現した MDCK 細胞におけるリン酸化
アクアポリン 2のフォルスコリン刺激による
変化をウエスタンブロット法で解析した。そ
の結果、常に一定レベルのリン酸化がみられ、
それがフォルスコリン刺激により一時的に
増加することが判明した。次に、形態レベル
での解析を行った。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、刺激前やバソ
プレシン刺激除去後にも細胞内小胞におい
て AQP2 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
がリン酸化されているのが明らかになった。
この過程においても、小胞、細胞表面ともに
一定量のリン酸化はみられ、特に細胞表面の
リン酸化が顕著といった傾向は認められな
かった。さらに、バソプレシンを遺伝的に欠
損するブラッテルボロ・ラットでの細胞内ア
クアポリン 2でも同様のリン酸化がみられた。
以上の結果は、アクアポリン 2のリン酸化は
その細胞内での局在を一義的には規定して
いる訳ではないことを示唆している。 
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