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研究成果の概要（和文）：腎臓の細胞膜水チャネルであるアクアポリン 2は、生体内バソプレッ

シン濃度の変化に応じて細胞内と細胞膜を移行するが、その際のアクアポリン 2の 256 番目の

セリンと 269番目のセリンのリン酸化について検討した。バソプレッシンの濃度が低いと、269

番目のセリンはリン酸化されずに細胞内に存在し、バソプレッシンの作用によって急速にリン

酸化され、アクアポリン 2は細胞膜に移行することが判明した。また、バソプレッシンの作用

を阻害すると、アクアポリン 2は細胞内に戻りながら急速に脱リン酸化されることが判明した。

つまり 269番目のセリンがリン酸化された AQP2は、細胞膜に存在しやすいことが判明した。一

方、これまで重要とされてきた 256番目のセリンについては、リン酸化が細胞膜への移行には

直接影響を与えないことが判明した。 

 
研究成果の概要（英文）：Aquaporin-2 (AQP2) is a membrane water channel protein which plays 
an important role in water reabsorption in the kidney.  AQP2 is trafficking between 
intracellular vesicles and the plasma membrane by the effect of serum vasopressin.  In 
the present study, effects of the phosphorylation of serine 256 and serine 269 on 
subcellular distribution of AQP2 was examined by using phosphorylated AQP2-specific 
antibodies. It was shown that serine 269 is unphosphorylated and AQP2 remains 
intracellularly when the vasopressin level is low.  Upon the elevation of vasopressin 
level, serine 269 was rapidly phosphorylated and AQP2 was accumulated on the plasma 
membrane.  Inhibition of the vasopressin effect by its antagonist caused AQP2-returning 
to the intracellular compartment as serine 269 was rapidly dephosphorylated.  These 
results suggested that serine 269-phosphorylated AQP2 tends to stay in the plasma membrane.  
On the other, phosphorylation of serine 256, which has been believed to have a dominant 
effect on AQP2-trafficking to the plasma membrane, was found not to be very important 
for its subcellular distribution.   
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１．研究開始当初の背景 
腎臓集合管の細胞膜水チャネルであるアク
アポリン 2（AQP2）は、生体内のバソプレッ
シン濃度依存的に細胞内小胞と細胞膜との
間を往来し、水の再吸収量を調節している。
このような AQP2 の細胞内分布の変化には、
AQP2のカルボキシル末端付近の 256番目のセ
リン（S256）のリン酸化が重要であると考え
られ、S256 がリン酸化されると AQP2 は細胞
膜へ行き、S256が脱リン酸化されると細胞内
小胞へ戻るとされてきた。しかし、S256のリ
ン酸化が必ずしも AQP2 を細胞膜へと移行さ
せるわけではないことや、S256近傍には他に
も S261、S264、S269 がバソプレッシンに反
応してリン酸化状態が変化することがわか
りつつあり、S256 のみならず、他のセリンの
リン酸化も AQP2 の細胞内分布の変化に重要
である可能性が示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、AQP2の S256、S261、S264、S269
の 4つのセリンのリン酸化が細胞内分布・細
胞内での移送に及ぼす影響と、その調節機構
を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）特異抗体の作製 
AQP2のそれぞれのセリンのリン酸化は特異
抗体で検出することとし、特異抗体の作製を
おこなった。まずは 4 つのセリンの中でも、
とくにバソプレッシンに対する反応が顕著
であるとされる S256と S269についてリン酸
化ペプチドを合成し、ウサギに免疫すること
で抗体を作製した。得られたウサギの血清は、
非リン酸化ペプチドカラムを通すことで、非
リン酸化 AQP2を認識する抗体を除去し、さ
らにリン酸化ペプチドカラムで抽出するこ
とで、リン酸化 AQP2だけを認識する特異抗
体を得た。 
（2）動物を用いた解析 
①バソプレッシン欠損ラット DDI/Ddia ラッ
トを用いた解析 
生体内バソプレッシンが欠損した状態と、バ
ソプレッシンを外因性に投与した状態での
AQP2のリン酸化の変化を解析するために、バ
ソプレッシン欠損ラットである DDI/Ddia ラ
ットをナショナルバイオリソースプロジェ
クト「ラット」（京都大学）から譲り受けた。
コントロール群とバソプレッシンを投与し
た群を作成し、腎臓を用いた免疫組織化学お
よびウェスタンブロットによる解析をおこ

なった。 
②SDラットを用いた解析 
DDI/Ddia ラットに加え、通常の SDラットを
用いた解析もおこなった。SD ラットでは下垂
体後葉からのバソプレッシン分泌は正常に
おこなわれている。コントロール群は、5%グ
ルコース水溶液ならびに 5%グルコース・1%
エタノール水溶液を自由飲水させることで、
生体内バソプレッシン濃度を低下させた状
態とした。その後バソプレッシンを投与した
群を作成し、腎臓を用いた免疫組織化学およ
びウェスタンブロットによる解析をおこな
った。バソプレッシン投与により AQP2 は細
胞内の小胞から細胞膜へと急速に移行し、細
胞膜に集積するが、細胞膜から細胞内へ回収
される際の様子を観察する目的で、バソプレ
ッシン受容体阻害薬である OPC-31260（大塚
製薬より譲り受け）を、バソプレッシン投与
後一定時間経過後に投与した群を作成し、腎
臓を解析した。 
（3）培養細胞を用いた解析 
ブタ腎臓由来の培養細胞である LLC-PK1細胞
を用いた。LLC-PK1 細胞は内因性にバソプレ
ッシン受容体を発現しているが、AQP2は発現
していないため、ラット AQP2 を強制発現さ
せて解析をおこなった。リン酸化と細胞内分
布の関係を解析する目的では、セリンをアス
パラギン酸またはアラニンに置換し、それぞ
れリン酸化擬似体、非リン酸化擬似体として
用いた。 
 
４．研究成果 
（1）抗体の特異性 
S256 のリン酸化を認識する抗体においては、
とりわけ特異抗体を得るのが困難であった。
リン酸化ペプチドを抗原に用いても、免疫し
たウサギの血清には、非リン酸化フォームを
認識する抗体もかなり含まれていた。非リン
酸化ペプチドカラムを複数回通し、入念に非
リン酸化フォームを認識する抗体を除去し、
リン酸化フォームに対する特異性を高めた。
組織切片上でのペプチド阻害による免疫染
色の結果などを入念に検討し、特異性を確認
したうえで以下の解析に用いた。S269のリン
酸化を認識する抗体は比較的容易に得られ
たが、特異性を十分に確認して、以下の解析
に用いた。 
（2）腎臓における AQP2のリン酸化と細胞内
分布 
まず、バソプレッシン欠損ラットを用いた免
疫染色とウェスタンブロットの解析で、AQP2



の S256 は、バソプレッシン非存在下でもか
なりリン酸化されており、しかも細胞内にと
どまっていることが判明した。バソプレッシ
ンを投与すると、投与後 30 分で S256のリン
酸化は増し、細胞膜への移行もおこることが
わかった。また S269 については、バソプレ
ッシン非存在下ではリン酸化されておらず、
バソプレッシン投与によりリン酸化の程度
が著しく増し、しかもそのシグナルはほとん
ど細胞膜に集積してみられた。このことから、
S256 のリン酸化にはバソプレッシンの作用
は必須ではないが、リン酸化されていてもバ
ソプレッシンの作用がないと細胞膜への移
行はできないことが示唆された。一方、S269
のリン酸化にはバソプレッシンの作用が必
要で、1）リン酸化された AQP2はすぐに細胞
膜に移行する、あるいは 2）細胞膜に移行し
てから細胞膜上でリン酸化され、リン酸化さ
れている限り細胞膜にとどまるという 2つの
可能性が考えられた。そこで、S269が細胞内
でリン酸化されるのかを確認する目的で、SD
ラットを用い、バソプレッシン投与後 5分と
いう早い段階での変化を観察した。その結果、
バソプレッシン投与後 5分では細胞内に S269
のリン酸化シグナルが検出されたことから、
S269 のリン酸化は細胞内で起こることが示
唆された。また、AQP2が細胞内へ取り込まれ
る際には S269 が脱リン酸化されるのかを確
認する目的で、次の実験をおこなった。すな
わち、バソプレッシン投与後 30 分おき、AQP2
を十分に細胞膜へ移行させたのちに、バソプ
レッシン受容体阻害薬である OPC-31260を投
与し、AQP2が細胞内に回収されてくる過程で
の AQP2 のリン酸化の変化について詳しく検
討した。その結果、OPC-31260 を投与すると、
5 分後にはすでに細胞内への取り込みが盛ん
に起こっており、S269のリン酸化シグナルは
かなり減少していたが、一部は細胞内にも検
出された。また OPC-31260投与後 30分では、
AQP2 のほとんどは細胞内に取り込まれたう
えに、S269のリン酸化シグナルはほとんど検
出されなくなっていた。一方 S256 について
は、OPC-31260投与後 30分でもリン酸化シグ
ナルはかなり残っていて、細胞内に分布して
いた。これらの結果から、S269についてはバ
ソプレッシンの作用で細胞内でリン酸化さ
れ、すぐに細胞膜へ移行し、バソプレッシン
の作用が遮断されると、細胞内へ取り込まれ
ながら急激に脱リン酸化されるものの、細胞
内への取り込みに脱リン酸化が必須の条件
ではないことが示唆された。また S256 につ
いては、細胞内への取り込みにの際にも脱リ
ン酸化は必要ではないことが示唆された。当
初、S256 がリン酸化されることで AQP2 は細
胞膜へ移行し、脱リン酸化により細胞内へ取
り込まれるというモデルが考えられていた
が、S256のリン酸化は重要な因子ではない可

能性が高く、むしろ S269 のリン酸化が重要
な役割を果たす可能性が示唆された。しかし、
複数のセリンのリン酸化が複雑に関係しな
がら AQP2 の細胞内での移送が調節されてい
ることが考えられ、S256 と S269 の関係を確
認すべく、培養細胞を用いた検討をおこなっ
た。 
（3）培養細胞での検討 
ラット腎臓での解析から、AQP2 の S256 のリ
ン酸化は AQP2 の細胞内分布には直接影響を
及ぼさないと考えられたが、これまでの培養
細胞を用いた解析では、S256 をアラニンに置
換した非リン酸化擬似体ではバソプレッシ
ンを作用させても細胞膜へ移行しないこと
がわかっている。これは S256 がリン酸化さ
れないために S269 のリン酸化もおこらない
からではないかと考えた。そこで、S256をア
ラニンに置換した AQP2、あるいは S256 をア
スパラギン酸に置換した AQP2 を安定的に発
現させた LLC-PK1細胞を用いて、バソプレッ
シンを作用させたときの S269 のリン酸化の
変化と、細胞内分布について解析を始めた。
しかし、培養細胞ではリン酸化 AQP2 特異抗
体でリン酸化 AQP2を検出することが難しく、
引き続き検討中である。 
本研究では、AQP2の 269番目のセリンがリン
酸化されると、AQP2 は細胞膜表面に分布しや
すくなることが判明した。S269 がリン酸化さ
れた AQP2 を細胞膜上に集積させる機構が存
在することが考えられ、今後更なる解析へと
発展させることが必要である。 
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