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研究成果の概要：本研究では、我々が発見した新規アクアポリン（AQP）分子種である AQP11
に関連する分子基盤を明確にし、その機能異常がどのような分子メカニズムを通して細胞死を

伴う嚢胞を形成するのかを解明することを目的とする。研究期間を通して、（1）AQP11 の小

胞体膜局在やテトラマー形成に必要なアミノ酸配列の解析、（2）AQP11 結合タンパク質の同

定とその結合の意義、（3）AQP11 と小胞体ストレス、あるいは嚢胞形成関連分子との

interaction について解析した。その結果、AQP11 の小胞体膜局在に必要なアミノ酸配列を見

出すことはできなかったが、（1）AQP11 の４次元構造形成に 99 番目のアスパラギン残基およ

び 101 番目のシステイン残基が重要で、それらの残基は AQP11 の C 末端側の３次元構造を保

つことに寄与しており、それらのアミノ酸残基が変異すると、AQP11 の C 末端側の３次元構

造が変化するために、正しい４次元構造が形成されないこと、（2）3 種類の AQP11 結合タン

パク質を同定し、その中で AQP11 と同じ近位尿細管細胞に発現している AQP1 は、AQP11
によってその細胞膜への局在が調節されていること、（3）小胞体ストレスが発生するような場

合には AQP11 の発現量が減少すること、そして嚢胞形成に重要な分子で、小胞体ストレスと

の関連性が最近報告された分子と AQP11 が相互作用することなどを示唆するデータを得た。 
 今後これらの発見に基づいて、AQP11 の機能の生物学的意義の全貌解明、AQP11 ノックア

ウトマウスにおける嚢胞形成のメカニズムなどが明らかにされるものと考えられる。 
 なお本研究の一環として実施した、AQP11 と同じ膜タンパク質の新しい機能について、また

小胞体ストレスの生体モデルである実験的急性腎不全モデルを用いて、急性腎不全の新規治療

薬や体質との関連性について調べた研究成果を国際雑誌に発表した。 
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１．研究開始当初の背景 
 アクアポリン（aquaporin、以下 AQP とす

る）分子種とは、疎水性の脂質二重膜である

生体膜を水分子が透過する通路として同定

された膜タンパク質分子種である。現在では

200 以上の AQP 分子種が、微生物、植物、

無脊椎動物および脊椎動物から単離されて

いて、生命を維持する上で AQP 分子種が根

本的なタンパク質分子の一つであると見な

されるようになった。哺乳動物においては 13
種類（AQP0～AQP12）の AQP 分子種が同

定されていて、そのうちのほとんどは細胞膜

に局在して、水や中性分子を細胞内外へ輸送

する機能を持つ。米国の Agre 博士のグルー

プは、1992 年に AQP1 を最初に発見した後

は、AQP1 の分子構造を解くことに精力を注

いだ。その結果 2000 年に、京大の藤吉博士

のグループの協力もあって、AQP1 の分子構

造を高分解能で観察することに初めて成功

した。それによると AQP1 は４量体で細胞膜

に存在し（ホモテトラマー）、各単量体に水

分子が透過する穴が１つずつ開いている分

子構造を持っていた。その後明らかにされた

他の AQP 分子種においても、基本的な構造

は同様であることが明らかになっている。 
 AQP 分子種の生理的・病態生理的な役割を

明確にするために、1990 年代後半から現在

までに、多数の種類の AQP 分子種のノック

アウトマウスが作られてきた。その結果、生

理的・病態生理的な役割が明確にされた AQP
分子種としては、次のようなものがある。

AQP1 が細胞の遊走に関わっていて、AQP1
の発現を抑制するとガンの転移が起こり難

くなること、AQP4 が脳脊髄液の交通に関わ

っていて、そのノックアウトマウスでは脳浮

腫からの回復が遅れること、AQP7 が脂肪細

胞における脂質の通路となっていて、AQP7
ノックアウトマウスは肥満を示すことなど

である。また、AQP 分子種の変異が関与する

遺伝性疾患もヒトにおいて次々に明らかに

されてきている。いくつか例を挙げると、

AQP0 の変異によって起こる白内障、AQP1
の変異によって起こる尿の濃縮障害、AQP2
の変異によって起こる尿崩症などである。 
 これらの遺伝性疾患の中で、遺伝様式と表

現型との関係が分子レベルで明らかにされ

ているものに AQP2 がある。AQP2 の変異に

よる腎性尿崩症には、優性遺伝型と劣性遺伝

型が知られる。優性遺伝型の尿崩症の原因と

なる AQP2 の変異は、主として C 末端側に見

られる。この C 末端側に変異があるタンパク

質は、正常な AQP2 タンパク質とテトラマー

は形成するものの、バゾプレシンの刺激を受

けても管腔側膜に発現することができずに、

水の再吸収を行うことができない。一方劣性

遺伝型の尿崩症の原因となる AQP2 の変異

は、N 末端側から 22 番目のロイシン～216
番目のセリン残基の間に見られ、変異体同士

ではテトラマーを作れず、翻訳後速やかにタ

ンパク質が分解されることが知られている。

この AQP2 の例に見るように、AQP 分子種

の研究において、その局在、分子の存在様式、

結合タンパク質、そしてそれらに関わってい

るアミノ酸配列を調べることは、AQP の機能

発現を理解する上で非常に重要な研究項目

である。 
 最近申請者のグループは、新しい AQP 分

子種である AQP11 を世界に先駆けて発見し

た（Morishita et al., Mol. Cell. Biol., 2005）。
AQP11 の機能を探るためにその遺伝子のノ

ックアウトマウスを作製したところ、腎の近

位尿細管において、細胞内の小胞体の拡張を

伴う細胞死と嚢胞の形成が認められ、それが

原因で、マウスは生後間もなく腎不全で死亡

した。この表現型は、他の AQP 分子種を含

め、今までに知られているタンパク質分子を

ノックアウトした動物では認められておら

ず、AQP11 が未知の機能を有している分子

であることを示している。また AQP11 の細

胞内での存在様式や発現場所について調べ

たところ、AQP11 はテトラマーを形成して

小胞体膜に局在することを見いだした。しか

しながら、細胞内局在やテトラマー形成に必

要なアミノ酸配列については明らかにされ

ていない。 
 最近小胞体ストレスと呼ばれる小胞体を

起源とする細胞死が、神経変性疾患、糖尿病、

あるいは虚血における細胞死の原因である

ことが指摘され、小胞体ストレスに関する研

究に注目が集まっている。先述したように

AQP11 が小胞体に局在すること、AQP11 の

ノックアウトマウスにおいて小胞体の拡張



を伴う細胞死が認められることなどから、

AQP11 と小胞体ストレス発生との関連性は

興味深い。その関連性については不明のまま

である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生化学的手法、分子生物学的手

法を用いて以下の（１）～（３）のことを行

い、AQP11 に関連する分子基盤を明確にし、

その機能異常がどのような分子メカニズム

を通して細胞死を伴う嚢胞を形成するのか

を解明することを目的とする。（１）AQP11
の小胞体膜局在やテトラマー形成に必要な

アミノ酸配列の解析、（２）AQP11 結合タン

パク質の同定とその結合の意義の解明、（３）

AQP11 と小胞体ストレス、あるいは嚢胞形

成関連分子との interactionについての解析。 
 
３．研究の方法 
（１）AQP11 の小胞体膜局在やテトラマー

形成に必要なアミノ酸配列の解析 
 他の AQP 分子種において、小胞体膜局在

やテトラマー形成に重要なアミノ酸配列が

報告されている。本研究ではこれらの報告に

基づいて、いくつかのアミノ酸残基に変異を

加えた AQP11 を作製した。そしてその変異

体を培養細胞に発現させ、共焦点顕微鏡によ

る観察や、タンパク質架橋剤や共免疫沈降法

による生化学的な手法により、小胞体膜局在

やテトラマー形成能について検討した。 
（２）AQP11 結合タンパク質の同定とその

結合の意義の解明 
AQP11 と同じ近位尿細管細胞に発現してい

るタンパク質について、いくつか候補を選び、

それらをタグと融合させたタンパク質とし

て培養細胞に AQP11 とともに発現させて、

共免疫沈降法やウエスタンブロット法を用

いて AQP11 結合タンパク質について探索し

た。タグには、蛍光タンパク質である GFP
や DsRed、低分子量ペプチドの myc や V5
などを用いた。また、結合の意義を調べる実

験では、見出された結合タンパク質と AQP11
を培養細胞に共発現させ、共焦点顕微鏡によ

る観察、水の透過性を測定する実験、そして

AQP11 ノックアウトマウスを用いた観察な

どを行った。 
（３）AQP11 と小胞体ストレス、あるいは

嚢胞形成関連分子との interaction について

の解析 

 我々の研究室では、実験的に生体において

小胞体ストレスを惹起するモデルとして、実

験的急性腎不全モデルが該当することを確

立してきた。本研究ではこのモデルを用いて、

腎における AQP11 の発現量を遺伝子および

タンパク質レベルで調べた。 
 これまでに嚢胞形成に関わるタンパク質

として、polycystin-1、polycystin-2、
polyductin などが知られている。本研究では、

これらの中で、最近小胞体ストレスとの関連

性が報告された、polycystin-2 について

AQP11 との interaction について検討した。 
 
４．研究成果 

（１）AQP11 の小胞体膜局在やテトラマー

形成に必要なアミノ酸配列の解析 
 今回作製した変異体においては、小胞体局

在が著明に変化するものを見出すことはで

きなかった。 
 テトラマー形成に重要なアミノ酸配列に

ついて検討を行った結果、免疫沈降実験によ

り、野生型に比べて C101A（101 番目のシス

テイン残基）変異体では多量体形成能が低下

することを観察した。C101A 変異体の多量体

形成能の低下は、化学架橋剤を用いた多量体

検出実験においても見られた。次に野生型と

C101A 変異体との結合を調べたところ、野生

型同士に比べて、野生型と C101A 変異体と

の結合能も低下していることが明らかにな

った。また、N99D 変異体においても同様の

検討を行ったところ、変異体同士の多量体形

成能、および野生型と変異体との結合能の低

下が見られた。一方、G102V 変異体において

は、それら同士、および野生型と G102V 変

異体との結合能は低下していなかった。 
 現在までに明らかにされている AQP1 の

分子構造によると、AQP1 は４量体で細胞膜

に存在し、各単量体に水分子が透過する穴が

１つずつ開いている構造を持っている。そし

てその穴は、単量体内にある２つの NPA モ

チーフがお互いに向かい合うように位置し

て構成されていることが分かっている。また、

この２つのNPAモチーフはAQP分子種間で

非常に保存性が高いことから、分子分類にお

いて、AQP 分子ファミリーの、一つの判断基

準となっている。このため２つの NPA モチ

ーフは、AQP の signature motif と呼ばれて

いる。しかしながら AQP11 では、その N 末

端側のモチーフは、NPC となっている。今回、



この部位に変異が起こると AQP11 のテトラ

マー形成能が低下するという結果が得られ

た。 
 AQP11 の結晶構造は明らかにされていな

い。そのため、AQP11 分子内において NPC
が他の AQP 分子種と同様に分子内の中心部

に位置して、水分子が透過する穴を形成して

いるかどうか分からない。しかし、そのよう

に仮定すると、NPC モチーフが直接隣の分子

の結合に関わっているとは考え難い。そこで、

AQP1 の３次元構造を鋳型として、野生型

AQP11 および C101A の分子モデリングを行

った。図１にはその結果を重ね合わせたもの

を示す。白で示されているのが野生型 AQP11
の構造で、赤で示されているのが C101A の

構造である。ぴったりと重なっているところ

は白で示されている。図１を見ると、C101A
変異体では、C 末端側の構造がゆがめられて

いることが分かる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図１. AQP1 の３次元構造を鋳型として行っ

た、野生型 AQP11 および C101A の分子モデ

リング． 
 
 以上の成績から、AQP11 のテトラマー形
成には、AQP11 において特徴的な配列であ
るNPCモチーフが重要であること、そして、
そのモチーフは、AQP11 の C 末端側の３次
元構造を保つことに寄与しており、それらの
アミノ酸残基が変異すると、AQP11 の C 末
端側の３次元構造が変化するために、テトラ
マー形成能が低下する可能性も考えられた。
今後、AQP11 の結晶構造が明らかにされれ
ば、より正確な分子メカニズムが明らかにさ
れるだろう。さらに、NPC モチーフは AQP
の水透過性のための穴を形成している可能
性が高い。今後、テトラマー形成のみならず、

AQP11 の水透過性についても検討していく
必要がある。 
 
（２）AQP11 結合タンパク質の同定とその

結合の意義の解明 
同じ近位尿細管細胞に発現しているタンパ

ク質について、AQP11 との結合性について

調べた。その結果３種類の結合タンパク質を

見出した。今回この中で生体内の水代謝にお

いて重要な役割を果たしている AQP1 につ

いて、その AQP11 との結合の意義について

検討を進めた。細胞にそれぞれ単独で発現さ

せたところ、AQP1-GFP は主として細胞膜お

よび小胞体膜に、DsRed-AQP11 は小胞体膜

に局在することが観察された（図２参照）。

共発現させると、DsRed-AQP11 の局在には

変化を認めなかったものの、AQP1-GFP の細

胞膜での発現量は著明に減少していた。この

減 少 は 、 図 に は 示 し て い な い も の の

biotinylation assay においても確認された。 

図２. AQP1-GFP、DsRed-AQP11、あるいは

それらを共発現させたときの細胞内局在．

AQP1-GFP は緑色で、DsRed-AQP11 は赤色

で示されている。 

 
 次に、AQP1 および AQP11 の結合が、細

胞膜の AQP1 の水透過性に対して、どのよう

に影響するのかについて検討した。図３にそ

の結果を示す。AQP1-GFP を単独に発現させ

ると、細胞外の溶液の浸透圧を半分にすると、

20秒以内に細胞の体積がおおよそ1.3倍とな

った。一方、DsRed-AQP11 を発現させた場

合には、細胞外の溶液の浸透圧を半分にして

も、細胞の体積はほとんど変化しなかった。

AQP1-GFP および DsRed-AQP11 共発現さ

せても、細胞の体積変化は見られなかった。

以上の図２および図３の結果から、AQP1 お

N 

C 



よび AQP11 はお互いに結合することにより

AQP1 の細胞膜移行が減少するために、

AQP1 による細胞膜の水透過性が抑制される

ことが考えられた。 

図３AQP1-GFP、DsRed-AQP11、あるいは

それらを共発現させたときの細胞膜水透過

性の検討． 
 
 次にその結合による調節が生体内におい

ても見られるかどうかについて、AQP11 ノ

ックアウトマウスを用いて検討した。その結

果、AQP11 ノックアウトマウスにおいて、

近位尿細管細胞膜における AQP1 の発現量

が、野生型マウスに比べて増加していること

が観察された（図は示していない）。 
 以上より、AQP1 と AQP11 との相互作用

により AQP1 の細胞膜での発現量が調節さ

れることが明らかとなった。哺乳動物におい

て異なった AQP 分子種間の相互作用を見い

出した今回の結果は、AQP の細胞生物学にお

いて初めての知見である。 
 
（３）AQP11 と小胞体ストレス、あるいは
嚢胞形成関連分子との interaction について
の解析 
 実験的急性腎不全モデルは、小胞体ストレ
スの良いモデルとなりうることを、我々の研
究室では明らかにしてきた。今回このモデル
を用いて AQP11 の発現量について調べた。
その結果、急性腎不全が生じると、AQP11
の発現量が減少することを見出した。現在
RNA 干渉法などを用いて、その意義につい
て検討を継続している。 
 優性遺伝多発性嚢胞腎は、polycystin-1 や
polycystin-2 と呼ばれるタンパク質に変異が
生じると発症することが知られている。また、
最近になり polycystin-2が小胞体ストレスに
おける細胞応答を調節する因子である可能
性も報告された。そこで polycystin-2 と
AQP11 との相互作用について検討した。そ
の結果、それらのタンパク質同士が直接的に

interaction する可能性を見出した。現在詳細
については検討中である。 
 
 以上の本成果をまとめると、（1）AQP11
の４次元構造形成にNPCモチーフが重要で、
そのモチーフは AQP11 の C 末端側の３次元
構造を保つことに寄与していること、（2）3
種類の AQP11 結合タンパク質を同定し、そ
の中で AQP11 と同じ近位尿細管細胞に発現
している AQP1 は、AQP11 によってその細
胞膜への局在が調節されていること、（3）小
胞体ストレスが発生するような場合には
AQP11 の発現量が減少すること、そして嚢
胞形成に重要な分子で、小胞体ストレスとの
関連性が最近報告された分子と AQP11 が相
互作用することなどを示す結果を得た。今後
これらの発見に基づいて、AQP11 の機能の
生物学的意義の全貌解明、AQP11 ノックア
ウトマウスにおける嚢胞形成のメカニズム
などが明らかにされていくものと考えられ
る。 
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