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研究成果の概要（和文）：我々はヒトアクアポリン 2（AQP2）を安定的に発現している MDCK 細

胞では、刺激前に細胞内に存在するアクアポリン-2のプールが、刺激に対して、何らからの理

由で頂部細胞膜の特定の部位に移動し、細胞内エンドソームに移動する。この研究で、頂部細

胞膜にこの蛋白を係留する役割を果たすのはコレステロールの関係する膜微小ドメインのよう

なカベオリン関連ドメイン成分や糖脂質、特にシアル酸などの成分が関係していることが判明

した。 

 

研究成果の概要（英文）：In MDCK cells stably expressing human AQP2 (MDCK-hAQP2), AQP2 is 

trafficked to the apical special membrane by forskolin and then internalized to the 

intracellular compartment by some mechanisms. The results of experiments in caveolin-1 

knockdown cells by RNA interference or ceramide glucosyltransferase inhibitor treated 

cells, sialidase treated cells suggest that AQP2 expression and its retention in the 

apical membrane, its destination is closely related with the completeness of membrane 

microdomain components. 
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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が、カベオラほど明瞭な
構造を形成しない。このドメインの構成成分
がエンドサイトーシスされるのかに関して
は情報があまりないことから、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、ラフトに集まる蛋白質や糖脂
質のエンドサイトーシスへの関与の機序に
貢献できる条件があると判断した (Aoki et 
al 2007)。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）では、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、リサイクリンエンドソーム（デフ
ォールトの細胞内プール）へと輸送されるが、
いわゆるクラスリン依存性エンドサイトー
シスが関与するのか、それともその他の経路
なのか、何をもって頂部膜に係留されるのか
などは不明である（Tajika et al., 
Endocrinology 2004, Histochem. Cell Biol. 
2005)。 

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（Nomura et al., J Virol, 2004）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）。
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が、この遺伝子
の変異体を導入するとその細胞のカベオラ
が消失し、カベオリン-1の機能にも影響が出
る事から、3 つのカベオリンは影響し合って
いることが分かっている。カベオリン-2 もカ
ベオリン-1 と挙動を共にしている事実があ
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 
 頂部細胞膜における膜微小ドメインを構
成する要素であるカベオリン-1 やフロティ
リン-2、糖脂質およびその構成成分であるシ
アル酸を改変することで、頂部細胞膜に係留
される蛋白質であるアクアポリン-2（AQP2）

のリサイクリングにどのような影響がでる
のかを検証する。 
 
３．研究の方法 
１．膜微小ドメインの中でカベオリン-1 やフ
ロティリン-2 のような成分を除いたり、改変
したりすることによる効果を検証する。 

①MDCK 細胞にカベオリン-1 発現を抑制す
るために RNAi を用いたノックダウン。 
②カベオリン-1 の発現を抑制することが
知られているシンタキシン-6のC末部分を
強制発現させることによる効果。 
③カベオリン-3DGV 変異体を導入すること
による効果。 

２．膜微小ドメインに存在するとされる糖脂
質の成分の発現を、その合成阻害剤であるフ
モニシン B1、D-PDMP、NB-DGJ を投与するこ
とによる効果をコレステロールプローブと
AQP2 のリサイクリングに対する効果で検証
する。 
３．頂部膜に発現する蛋白質に直接効果があ
るとされているタンニン酸を用いた発現ブ
ロックングを行い、その効果を検証する。 
４．糖脂質に結合している糖鎖の改変によっ
てカベオラの効果があることが知られてい
るので、2 種類のシアリダーゼを用いてカベ
オリ-1 や AQP2 の発現に効果があるのかを検
証する。 
 
４．研究成果 
ヒトアクアポリン 2（AQP2）を安定的に発

現している MDCK 細胞では、刺激前に細胞内

に存在するアクアポリン-2 のプールが、刺激

に対して、何らからの理由で頂部細胞膜の特

定の部位に移動し、刺激除去後、細胞内エン

ドソームに移動することが知られている。本

研究で、頂部細胞膜にこの蛋白を係留する役

割を果たすのはコレステロールの関係する

膜微小ドメインのようなカベオリン関連ド

メイン成分が十全でなければならないこと

が判明した。すなわち、成分のいくつかが欠

如すると、アクアポリン 2は頂部細胞膜には

ほとんど係留されずに初期エンドソームへ

の自発的に移動することが判明した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

caveolin-1 RNAi(359) forskolin 

10min 左 30min 右 

AQP2-RedX, Cav1-Alexa48  

 



①カベオリン-1 を、RNAi を用いてノックダ

ウンするとアクアポリン-2 は細胞が刺激さ

れると、頂部細胞膜にとどまることができず、

そのまま初期エンドソームに移動してしま

うことが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

自動的に頂部細胞膜から EEA1 陽性初期エン

ドソームに移動した AQP2 

 

②MDCK 細胞にシンタキシン-6 の変異体を導

入すると PEGコレステロールのプローブを用

いることで示されるコレステロールが頂部

細胞膜から消失すること、頂部細胞膜からカ

ベオリン-1 の発現が抑制されてしまうこと

が分かった。この時、AQP2 はと頂部には移動

できるが、細胞内にエンドサイトーシスでき

なくなることも分かった。 

 

③カベオリン-1 の発現を抑制するカベオリ

ン-3 の DGV 変異体を導入しても、同様な変化

が起きてしまうことが分かった。 

 

④クラスリン依存性エンドサイトーシスと

関係する蛋白 AP2μ2 をノックダウンする方

法を用いて、アクアポリン-2 のエンドサイト

ーシスは一般的なクラスリン関連エンドサ

イトーシスでは無いことを証明することが

できた。 

 

⑤各種の糖脂質の合成経路阻害剤の中で特

にフモニシン B１の場合、その濃度の低い場

合 13.8 ・M には、刺激に対する反応として

アクアポリン-2 は頂部膜では無く、側基底部

に移動していた。20 ・M の濃度で作用させた

場合には、カベオリン-1 の明らかな抑制と、

フォルスコリンの刺激で初期エンドソーム

への移動が明瞭に観察された。 

 

⑥D-PDMPとNB-DGJについては再現性が高く、

さらに D-PDMP は 10 ・Ｍという非常に低い濃

度で効果があった。この薬品を 2日間処理し

た細胞では、フォルスコリン刺激によって移

動したアクアポリン 2 蛋白は、カベオリン 1

と共に短い時間で細胞内に取り込まれ、その

一部は EEA1 陽性の初期エンドソームに移動

していた。また残りの蛋白はカテプシン-D、

Rab7 陽性リソソームに移動していることが

判明した。D-PDMP を作用させた細胞では、本

来頂部細胞膜に存在するフロティリン 2-GFP

もフォルスコリン刺激で細胞内に移動した。 

 

 

 

 

 

 

 

⑦コレステロール合成阻害剤である U18666A

を細胞に添加して、アクアポリン 2とカベオ

リン 1の局在について検討した結果、両者と

もに頂部膜を経由しないでカテプシン D、

Rab7 陽性のリソソームに直接移動している

ことが判明した。この経路はカベオリン 1の

ノックダウン時のフォルスコリン刺激後の

アクアポリン 2とカベオリン 1の経路（初期

エンドソーム後にはカテプシン D陰性、Rab11

陰性の不明のエンドソーム）とは異なった経

路をたどっている可能性が示唆された。 

 

⑧頂部からタンニン酸を作用させることで、

頂部細胞膜ドメインを混乱させたところ、フ

ロティリン-2-GFP やカベオリン-1 の頂部膜

における発現が抑制された。特にフロティリ

ン-2-GFP は頂部膜のかわりに、側部膜に蛋白

質が移動していた。カベオリン-1 は膜に移動

することができず、細胞内にとどまっている

ように見えた。 

 

⑧糖脂質の特徴であるシアル酸を切断除去

する酵素シアリダーゼで細胞をフォルスコ

リン存在下で処理すると、頂部細胞膜からカ

ベオリン-1 とアクアポリン-2 の発現がほと

んど抑制されてしまった。この時には、コレ

ステロールも頂部細胞膜には取り込まれな

かった。 

 

想定される経路 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



研究成果の位置付けとインパクト 

 

この結果は MDCK 細胞の頂部膜からのエン

ドサイトーシスには最も一般的なエンドサ

イトーシスの方法であるクラスリン依存性

のエンドサイトーシスではなく、むしろカベ

オリン依存性のエンドサイトーシスが働い

ていること、その必要条件として、頂部膜微

小ドメインの構成成分が正常であることが

必要であることが分かった。したがってその

成分が欠損したり、異常があると AQP2 によ

うに本来一定時間係留されるようなものも

次々とエンドサイトーシスが促進され、本来

と異なったリサイクリングがおこり、あるも

のは初期エンドソームから、カテプシン Dや

Rab11 とは無縁な不明のサイトに移動したり、

初期エンドソームから Rab7、カテプシ-D 陽

性のリソゾームに配達されて分解される系

に運ばれてしまうことが分かった。このよう

な系の存在は全く新しい所見と思わる。 
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