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研究成果の概要：細胞内細胞内プールに存在する AQP2 は頂部細胞膜に移動しそこで水

チャネルとしての役割を果たし、その後この蛋白は細胞内にエンドサイトーシスされ

る。この蛋白は膜微小ドメインに関係したカベオラ依存性の経路でエンドサイトーシ

スされることが判明した。siRＮＡを用いた発現抑制の結果は caevolin-1 が頂部細胞

膜における一時的な稽留と、エンドサイトーシスとその後のリサイクリングに重要な

役割を果たしていることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

頂部細胞膜にはスフィンゴ糖脂質、コレス
テロールが濃縮する膜ドメイン「ラフト」が
存在するといわれる。このドメインの唯一の
形態的指標である 50-80nm のΩ状の陥凹構
造はカベオラと呼ばれている。本構造の主要
な構成タンパク質はカベオリン-1 であるが、
フロティリンもその構成要素のひとつであ
る。カベオリン-1 は細胞腫によって発現は
さまざまであり、脂肪細胞、内皮細胞、線維
芽細胞、平滑筋細胞には多いが、神経細胞、
リンパ球には存在しない。フロティリン-1、
-2 はこの意味では、どの細胞の「ラフト」

にも普遍的に存在している。このドメインの
エンドサイトーシスとの関連性については、
周知のものとなっていないが、われわれは、
コレステロールプローブやアクアポリン（水
チャネル蛋白、特にアクアポリン-2：AQP2）
を指標にして、そのエンドサイトシスの機能
への関与の機序を解明しつつある(Aoki et 
al 2007)。 

アクアポリンは浸透圧勾配に従う受動的
な水の移動を可能にしているチャネル（13 
種類）で、特に腎臓には 1,2,3,4,6,7,11 の
7 種類のアクアポリンの発現が確認されて
いる。我々の教室では以前より AQP2 の膜ト



ラフィッキングを研究対象にしている。ヒト
AQP2 を導入した MDCK 細胞（イヌ腎臓上皮由
来）ではフォルスコリンの刺激（MDCK 細胞
では腎尿細管上皮に存在するバソプレシン
受容体が存在しないので、cAMP を増加させ
るためにこの薬品を用いる）により、AQP2 は
細胞内プールから頂部細胞膜に移動するが、
刺激がなくなると、頂部細胞膜のチャネルは
何らかの機構でエンドサイトーシスされ、初
期エンドソーム、後期エンドソームへと輸送
される。カベオラには、細胞内カルシウム調
節蛋白をはじめ数多くのシグナル伝達分子
が存在すること、SV40 ウイルスやヒトコロ
ナウイルスがカベオラから進入することか
ら、その機能が注目されていた（特に内皮細
胞、Aoki et al 1999）。また、この構造に結
合する毒素（コレラ毒 B サブユニット）は、
カベオラのマーカーとして良く用いられて
いるが、MDCK 細胞頂部からはこのマーカーは
取り込まれない。カベオリンにはアイソフォ
ームが３つあり、それぞれカベオリン-1、カ
ベオリン-2、カベオリン-3 と呼ばれている。
このうち普遍性が高いのがカベオリン-1 で
あり、カベオリン-3 は筋細胞にのみ発現し
ている。カベオリン-2 は通常 TGN に存在し
ていることから、その機能については論議を
呼んでいるが、ヒト AQP2 を発現している
MDCK 細胞に、カベオリン-2-GFP を MDCK 細
胞に発現させると、カベオリン-1-GFP と同
様に頂部と基底側部細胞膜の両方に存在し
ている。しかし、フロティリン-2-GFP を同
様の細胞に発現させると、頂部細胞膜にのみ
発現していた。フロティリンには小胞を形成
し、内在化に関する独自の経路が存在すると
いう説もあるが、これらのプローブの相互関
係については定説が無い 
 
２．研究の目的 
 
近年これらの問題を打開するために新しい
プローブが開発されてきた。過去にも蛍光フ
ィリピンが使用されてきたが、最近、コレス
テロールに結合する BCθや蛍光ポリエチレ
ングリコール-コレステロール（蛍光
-PEG-cholesterol）が開発され、データが蓄
積しつつあるが、そのデータは線維芽細胞な
ど極性を持たない細胞のものが多い。われわ
れの予備実験では、極性を持つ細胞頂部に存
在するカベオラドメインに、これらのプロー
ブが集中するリアルタイムイメージング像
が観察されている。このことと、基底側部細
胞膜に存在する本来のカベオラにこのよう
なプローブがどのような関係を持つのか確
認しデータを整理し、そこに存在する AQP2、
AQP3、AQP4 やフロティリンとの関連性を整
理する必要がある。 
 

３．研究の方法 
 
われわれの予備実験では、頂部細胞膜上の

AQP2 の存在部位とカベオリンのドメインに
密接な関連性があることがわかってきた。こ
の結果から AQP2 は膜脂質ミクロドメインと
関連性があることが示唆される。この系は、
AQP2 とカベオリンで代表される膜脂質ドメ
インの両方の挙動を解明できる良いモデル
になると考え、以下３点に整理して研究を進
める。 
 

(1)AQP2 がエンドサイトーシスされるとき、
クラスリンとカベオリンのどちらを選択し
ているのだろうか？ あるいは未発見の第 3 
の系が存在するのだろうか？ AQP2 とカベ
オリンは、初期エンドソームに運ばれた時、
AQP2 とカベオリンが共存するのか？ 
 
カベオリンのドミナントネガティブの変異
体 2種類を導入して、AQP2 のエンドサイトー
シスがどのように変化したかを観察した。 
クラスリンのドミナントネガティブの変異
体 2種類を導入して、AQP2 のエンドサイトー
シスがどのように変化したかを観察した。 
 
(2)膜微小ドメインが、AQP2 のエンドサイト
ーシスに関係するとすれば、その役割は何
か？このドメインにコレステロールの取り
込みは関係するのか？ 
 
siRNAによるカベオリン-1とクラスリンおよ
び AP2・2 の発現を抑制し、頂部細胞膜から
のエンドサイトーシスにどのような変化が
起きるのかを観察した。 
 
(3)リアルタイム蛍光イメージングで取得で
きたデータを Matlab などで、分析を簡単に
行えるように解析ソフトを構築した。 
 
コレステロールの取り込みの観察には蛍

光色素標識 PEG-コレステロールを用いて、リ
アルタイム蛍光イメージングと共焦点レー
ザー顕微鏡による観察を行った。リアルタイ
ム画像の取得はキーエンスの HS オールイン
ワン蛍光顕微鏡 BIOREVO-BZ-9000 を用いて
行った。細胞は MDCK 細胞を用いた。(細胞バ
ンク：HSRRB より) 観察温度 37 度に保った
チャンバーの中にガラスボトムディッシュ
に培養した細胞を入れ、炭酸ガス 5%の雰囲気
で生きた状態の細胞を観察した。倒立型蛍光
顕微鏡なので、下からレンズでのぞいて一番
奥の細胞の上面を観察している。レンズは
[×40]と[×100]の油浸レンズを用いた。 
 
 

４．研究成果 



 
(1)－１リサイクリングに関する実験の結果、
クラスリン依存性エンドサイトーシス経路
はほとんど関していないことが判明した。 
クラスリン関連エンドサイトーシスに必須
の幾つかの分子をドミナントネガティブ分
子の過剰発現させた細胞では、この経路の関
与はほとんど認められなかった。クラスリン
および AP2・2 の RNA による発現抑制でも同
様な結果であった。 
 
(1)－２ カベオリン-1 のドミナントネガテ
ィブ分子を導入した結果、AQP2 のエンドサイ
トーシスが明瞭に阻害されることでその関
与が一層明らかとなった。 
 
(1)－３ MDCK 細胞頂部の構造は明らかにカ
ベオリン-1 の関与するカベオラ構造であり、
caveolin-2 も関係のある構造であること、さ
らに脂質ラフトに関連する２種類の分子と
エンドサイトーシスの輸送路の一部を共有
している可能性を示唆する結果が得られた。 
 
(2)－１ エンドサイトーシスの経路は、
膜微小ドメインに関係したカベオラ依
存性の経路でのエンドサイトーシスに
ついて様々な証拠が得られた。ポリエチ
レングリコールと蛍光色素で標識した
コレステロールは頂部細胞膜カベオラ
より取り込まれるが、このドメインはク
ラスリンの局在とは関係しなかった。 
 
(2)－２  
siRNA を用いた発現抑制を行ったところ、
caveolin-1 を抑制した細胞では、
forskolin 刺激後頂部細胞膜に移動した
AQP2 は直ちに初期エンドソームに移動
したが、その後まだ知られていない EEA1
陰性、Rab11 陰性、カテプシンＤ陰性の
小胞内にとどまっていた。この結果は、
caevolin-1 が頂部細胞膜における一時
的な稽留と、エンドサイトーシスとその
後のリサイクリングに重要な役割を果
たしていることを示している。頂部細胞
膜からのエンドサイトーシスにかかわ
るアダプター蛋白 AP2・2 の RNAi の結果
からは、このときクラスリン関連経路は
積極的には関与していないことも分っ
た。 
 
(3)リアルタイム蛍光画像取り込み装置
を用いて観察し、その結果を MathWorks
社の数値計算、データ解析、可視化を行
う対話型ソフトである MATLAB で解析ソ
フトを作製し、これを用いて解析した。
そのデータを用いても、カベオラの局在
とコレステロールの相関性は大変高い

ものであった。 
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