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研究成果の概要（和文）：ヒト大腸癌由来 Caco-2 細胞を用いてアクアポリン(AQP)3 の発現調節

機構並びに機能調節機構の解明を行った。インスリンによる AQP3 の発現抑制には、転写調節因

子 Foxa2 が関与することを明らかにした。制酸剤に含まれるマグネシウム(イオン)による AQP3

の発現亢進には、アデニル酸シクラーゼの活性化とそれに続くシグナル伝達因子 PKA、MEK1/2、

MSK1 の活性化、更に転写調節因子 CREB が関与することを示した。また、エピネフリンによる

AQP3 の膜移行促進は、PKC の活性化に基づくことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Expression and functional mechanisms of aquaporin (AQP) 3 was 
investigated using human colon carcinoma cell line (Caco-2).  Forkhead box a2 (Foxa2) 
was suggested to be one of the transcriptional regulators for AQP3 gene expression 
mediated by insulin.  Signal transducers, adenylyl cyclase, protein kinase A, 
mitogen-activated protein kinase kinase 1/2, and mitogen- and stress-activated protein 
kinase 1, were demonstrated to be involved in the signaling pathway for regulating 
transcription of the aquaporin 3 gene and cAMP response element-binding protein is one 
of the transcriptional regulators for aquaporin 3 gene expression mediated by magnesium 
ion.  Protein kinase C was shown to modulate the externalization of AQP3 by epinephrine. 
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１．研究開始当初の背景 
アクアポリン(AQP)は現在までに 13種の分

子種が報告されており、消化管には主として
AQP1、3、4、7、8 および 11 が局在する。こ
のうち水以外の低分子溶質も透過するのは
AQP3 と７であるが、発現量は AQP3 が有意に

多い。消化管に存在する AQP3 は消化物中の
水分吸収と低分子物質の輸送に大きく関わ
ると考えられており、AQP3 欠損マウスでは下
痢及び血中グリセロール濃度の低下が観察
されている。申請者らは、ヒト大腸癌由来
Caco-2 細胞にインスリン作用させたとき、
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AQP3ｍRNA 発現量が有意に抑制される事を新
たに見出し、AQP3 による食物中グリセロール
の輸送調節が、インスリンの血糖降下作用に
関連する可能性が考えられた。また、インス
リンによる AQP3 遺伝子発現抑制のシグナル
伝達経路には、PI3K と mTOR が関与する事も
認めた。しかし、AQP3 遺伝子の発現調節に関
わる転写調節因子については、未だ明らかに
されていない。一方、AQP3 が下痢の成因に関
係することから、AQP3 の機能や発現調節に及
ぼす止瀉薬や瀉下薬の影響については非常
に興味が持たれるが、今までにこれに関連し
た報告は無い。申請者らは、緩下剤として用
いられている酸化マグネシウムに着目し、マ
グネシウムにより AQP3 の転写が増加するこ
とを新たに見出した。このことは、消化管に
おいて水分透過に関与する AQP3 が、酸化マ
グネシウムの新たな作用機序を見出すきっ
かけとなる分子として着目すべき点である
と思われる。 
 
２．研究の目的 
(１)AQP3 転写調節機構の解明を通じて、血糖
値調節に果たす AQP3 の役割を明らかにし、
更に、AQP3 遺伝子発現に関わる転写調節因子
の糖代謝全体における意義を考察するため、
以下のことを行なった。 
①インスリンによる AQP3 遺伝子発現抑制の
シグナル伝達経路の解明 
②インスリン応答に起因した AQP3 の転写調
節に関わるゲノム上の転写調節領域及び転
写調節因子の同定 
(２)緩下剤として広く用いられている酸化
マグネシウムによる腸管での水分の透過（移
動）調節機序を解明する目的で、以下のこと
を行った。 
③水の透過に関与する主な AQP分子種（AQP1, 
3, 11）の発現に及ぼすマグネシウムの影響 
④マグネシウムによる AQP3 遺伝子発現上昇
の機序解明 
(３)AQP3 の膜局在性変化の機序を解明する
ため、以下のことを行った。 
⑤インスリン及びエピネフリンによる AQP3
細胞内局在性変化の機序解明 
 
３．研究の方法 
 ヒト大腸癌由来細胞 Caco-2 は、10% FCS, 5% 
NEAAを含むDEME培地中で維持した。AQP3mRNA
及びタンパク質の発現量は、それぞれ real- 
time RT-PCR 法及びウエスタンブロット法を
用いて測定した。AQP3 遺伝子転写調節に関わ
る因子の推定は、レポータージーンアッセイ
及び siRNA を用いて行った。AQP3 発現調節に
関わるシグナル伝達経路は、各種シグナル伝
達因子阻害剤を用いて検討した。AQP3 の細胞
内局在性の変化は、免疫蛍光染色法及び共焦
点レーザー顕微鏡を用いて測定した。 

 
４．研究成果 
(１)インスリンによるAQP3遺伝子発現抑制に
関わる転写調節因子の解明 
 インスリンの AQP3 発現に及ぼす影響を調
べた結果、AQP3 の発現抑制を認めたので、血
糖調節に関わるホルモンと経口糖尿病薬の
AQP3 転写調節に及ぼす影響について検討し
た。更に、これら血糖調節因子による AQP3
発現調節に関与するシグナル伝達系の解明
を試み、以下の研究成果を得た。 
 Caco-2 細胞における AQP3 の遺伝子発現量
は、100nM インスリンや 100mM トログリタゾ
ンで 12 時間処理することにより約 30％に低
下し、また、100mMトルブタミド処理でも40％
に低下した。一方、100nM エピネフリンで 12
時間処理することにより、AQP3 遺伝子発現量
は約 2倍に増加した(図 1)。 

図１．AQP3 遺伝子発現に及ぼすホルモンと薬
剤の影響 

これら血糖調節ホルモンと薬剤による
AQP3 の遺伝子発現制御機序を明らかにする
ため、各種シグナル伝達因子阻害剤を用いて
AQP3 遺伝子発現に関わるシグナル伝達経路
を検討した。PI3K阻害剤ワートマニンや mTOR
阻害剤ラパマイシンはインスリン或いはト
ログリタゾンの AQP3 発現抑制作用を阻害し
たが、GSK3 阻害剤塩化リチウムは何ら影響を
及ぼさなかった。PKA 阻害剤 H89 はエピネフ
リンによる AQP3 発現亢進を阻害したが、PKC
阻害剤カルフォスチン C は影響しなかった。
以上の結果から、インスリンやトログリタゾ
ンは PI3K 及び mTOR を介し、一方、エピネフ
リンは PKAを介したシグナル伝達経路により
AQP3 遺伝発現が制御されることが示唆され
た(図２)。 
 インスリンによる AQP3mRNA 発現抑制に関
わる転写調節因子を特定するため、AQP3 遺伝 



 

 

図２．AQP3 遺伝子発現制御機序 
 
子転写調節領域を解析した結果、Foxa2 がイ
ンスリン処理によって発現抑制されること
をリアルタイム RT-PCR 法を用いて見出した。 
また、Foxa2 結合領域を変異すると、レポー
タージーンアッセイにおけるルシフェラー
ゼの応答が減少したこと、及び、Foxa2 に対
する siRNA を用いて Foxa2 の転写をノックダ
ウンすると、インスリンによる AQP3 発現抑
制が解除されたことから、Foxa2 はインスリ
ンによる AQP3 発現抑制に関与する転写因子
であることが示唆された(図３)。 

図３．Foxa2 による AQP3 遺伝子の転写調節 
 
(２)マグネシウム(イオン)による AQP3 発現
調節機序の解明 
 大腸における水透過の調節は下痢や便秘
の成因と深く関係があるが、下剤や止瀉剤の
AQP3 に及ぼす影響についてはほとんど解明
されていない。そこで、緩下剤として臨床で
広く用いられている酸化マグネシウムに着
目し、マグネシウム(イオン)による AQP3 発
現とその発現調節機序について検討した。 
 Caco-2 細胞を 50mM 酢酸マグネシウムで 12
時間処理したところ、AQP3mRNA 発現は約 2倍
に増加した(図４)。この増加は、adenylyl 
cyclase、PKA、MEK1/2 及び MSK1 の阻害剤で
ある MDL-12,330A、H-89、U0126、Ro-31-8220

処理により消失した(図５)。 

図４．AQP3 遺伝子発現に及ぼす酢酸マグネシ
ウムの影響 

 

図５．AQP3 遺伝子発現に及ぼす各種阻害剤の
影響 

 
 レポータージーンアッセイ及び阻害剤を
用いた上記結果を考慮して AQP3 の転写調節
領域を探索したところ、転写調節因子の候補
として CREB が見出された。そこで、CREB に
対する siRNA を用いて CREB をノックダウン
した結果、酢酸マグネシウムによる AQP3 遺
伝子の発現亢進は完全に消失した。すなわち、
CREB は、酢酸マグネシウムによる AQP3 遺伝
子の発現亢進における転写調節因子として
働くことが示唆された(図６)。 

 
 
 

図６．CREBsiRNA による転写増強の喪失 
 
(３)エピネフリンにより惹起される AQP3 の
膜移行 
 グルコースを輸送する GLUT4 は、インスリ
ンにより細胞質内から細胞膜上に移行する



 

 

ことが知られている。グリセロール輸送とい
う機能を果たすためには AQP3 が細胞膜上に
存在することが重要である。しかし、細胞中
にある全ての AQP3 分子が常に細胞膜上に存
在するのではなく、GLUT4 と同様にグリセロ
ール輸送の必要性に応じて、AQP3 分子は細胞
膜上と細胞質内を移動していると考えられ
る。そこで、この膜移行の機序を解明するた
め、エピネフリンによる AQP3 の細胞内局在
性の変化及びこれに関与するシグナル伝達
経路の検討を行った。 
 1mM エピネフリンで Caco-2 細胞を 60 分間
処理した結果、膜画分における AQP3 タンパ
ク質量は未処理群と比較して約 2倍に増加し
た(図７)。また、共焦点レーザー顕微鏡を用
いた視覚的評価においても、エピネフリンに
よる AQP3 の膜移行が観察された(図８)。 

図７．エピネフリンによる AQP3 の膜移行 
 

図８．共焦点レーザー顕微鏡による観察 
 
 エピネフリンによる AQP3 の膜移行促進は
PLC 及び PKC 阻害剤である U73122 と
Calphostin C により消失した(図９)。 

 以上の結果から、エピネフリンによる AQP3
の膜移行促進は、PLC 及び PKC を介したシグ
ナル伝達経路で制御されることが示唆され
た。 

図９．PLC 及び PKC 阻害剤による AQP3 膜移行
の抑制 
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