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研究成果の概要（和文）：1.マウス耳下腺において，エズリンがアクアポリン５と共存することを明らかにした。糖尿
病NODマウス耳下腺では，これらは共に局在性が変化した。2. 耳下腺ホモジネートから等電点の異なる３つのアクアポ
リン５を検出した。コントロールマウスではpI 6.0付近のものが主であったが，疾患マウスではpI 8.8付近のものが主
であった。すなわち，糖尿病NODマウスではアクアポリン5のリン酸化レベルが低いことがわかった。

研究成果の概要（英文）：1. The protein which co-localizes with aquaporin 5 was determined. Localization of
 these proteins was changed in the diabetic NOD mice. 2. Three spots of aquaporin 5 with different isoelec
tric points were determined.The main spot in the control mouse was detected at pI 6.0, and that in the dia
betic NOD mouse was at pI 8.8 which coincides with the isoelectric point of aquaporin 5 without phosphoryl
ation. This indicated that the phosphorylation level of aquaporin 5 was lower in the diabetic NOD mouse.
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１． 研究開始当初の背景 
 
 唾液腺に発現し唾液分泌に関与する水チ
ャンネル，アクアポリン５は，耳下腺におい
ては腺房細胞の先端膜（分泌面）に存在し，
細胞内から導管部へ水を分泌するといわれ
ている。 
シェーグレン症候群患者の唾液腺および
シェーグレン症候群のモデル動物として使
用されている NODマウス(non-obese 
diabetic)の耳下腺では，アクアポリン５の局
在性が正常とは異なることが報告されてい
る。副交感神経刺激によるアクアポリン５の
活性化が，病態唾液腺では起こらないことが
知られており，アクアポリン５の局在性変化
がその一因と考えられるが原因はわかって
いない。 
 
２．研究の目的 
 
糖尿病 NODマウス耳下腺腺房細胞におけ
るアクアポリン５の局在性変化の原因を解
明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 糖尿病 NODマウス，非発病 NODマウ
スおよびコントロール(C57BL/6)マウスから
調製した耳下腺腺房細胞から RNA を抽出し，
cDNAマイクロアレイ解析により①細胞内輸
送に関与するタンパク質，②リン酸化に関与
するタンパク質，③エンドサイトーシスおよ
び分解に関与するタンパク質の発現変化を
調べ，病態マウスで変化しているものを抽出
し，アクアポリン５とのタンパク質の共存性
を調べた。 
(2) アクアポリン５の C末ペプチドを作成し
NHS HP SpinTrap (GE) に結合させ，マウ
スホモジネートから結合するタンパク質を
抽出した。溶出後，プロテオーム解析により
結合タンパク質の同定を試みた。 
(3) これまでの研究および文献から，アクア
ポリン５と局在する可能性のあるものとし
て ERMタンパク質に焦点をあて，これらの
局在性およびアクアポリン５との共存性を
免疫染色により調べた。 
(4) コントロールおよび糖尿病 NODマウス
耳下腺ホモジネートを二次元電気泳動し，ア
クアポリン５抗体を用いたWestern blotting
により，アクアポリン５のリン酸化の違いを
検出した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 疾患に関係する細胞内輸送タンパク質
の cDNA マイクロアレイによる検索 
①細胞内輸送に関与するタンパク質：rab3C, 
rab26, rab27b および rab6b が糖尿病 NOD マ
ウスにおいて減少していた。特に rab6b は著
しく減少していた（約 0.03 倍）。チューブリ

ン，アクチンの発現には変化は見られなかっ
た。②リン酸化に関与するタンパク質：糖尿
病 NOD マウスにおいて，キナーゼおよびキナ
ーゼ阻害剤に劇的に変動しているものは無
かった。③分解に関与するタンパク質：カル
パインには発現に全く差が見られなかった。
カテプシン類はＳのみが減少していたが他
は変化なかった。ユビキチン系タンパク質に
は発現が減少しているものが数種類あった。 
関与する可能性のある輸送タンパク質と
して，rab6b に焦点をあてた。まず正常マウ
ス耳下腺腺房細胞におけるrab6bの分布を調
べた。rab6b は主に低密度の小胞画分に存在
していたが，他の複数の画分にも検出された。
一方，アクアポリン５は形質膜以外にこの低
密度の小胞画分にも検出された。しかし，免
疫組織染色像で，アクアポリン５と rab6b の
局在は現在まで得られた結果では必ずしも
一致せず，さらなる検討が必要である。 
 
(2) アクアポリン５のC末端ペプチドに結合
するタンパク質の検出 
この方法では結合タンパク質を捉えるこ
とができなかった。 
 
(3) アクアポリン５と共存するタンパク質
の同定 
ERM タンパク質（エズリン，ラディキシン，
モエシン）の発現および局在性を調べた。以
前申請者らが行った研究で，β－アドレナー
ジック刺激後，アクアポリン５は EPI64 と同
様に挙動することが認められていた。エズリ
ンとの共存性の可能性があると考え，まず，
ERM タンパク質との共存性を調べた。耳下腺
の免疫染色ではエズリンのみが腺房細胞の
先端膜に存在していたが，筋上皮細胞にも発
現しているため，腺房細胞の単離後の染色を
試みた。エズリンの免疫活性は腺房細胞分散
中に減少するため，パラホルムアルデヒド固
定後分散して観察した。 
エズリンの局在性はアクアポリン５と一
致し，コントロールマウスでは先端膜に局在
していた。一方，糖尿病発病 NOD マウス耳下
腺腺房細胞においては，エズリンはアクアポ
リン５と一致した局在性を示したが，両者の
局在はコントロールとは異なり，基底膜に広
く分布していた。すなわち，アクアポリン５
はエズリンと共局在し，糖尿病 NOD マウスで
は共に局在性が変化することがわかった。 
 
(4) 構造変化およびリン酸化 
NOD マウスにおいて，DNA 配列に変化は認
められなかった。 
一方，耳下腺ホモジネートの二次元電気泳
動の結果から，アクアポリン５のリン酸化程
度が疾患 NOD マウスで低いことがわかった。
本来の pIは 8.81 であるが，正常マウスでは
pI 6.0 付近に最大のスポット，ついで pI 7.0
付近にもスポットが検出された。しかし，NOD
マウスでは最大スポットは pI 8.8 に検出さ



れ，ついで pI 7.0 付近および pI 6.0 付近に
わずかに検出された。すなわち，NOD マウス
ではアクアポリン５のリン酸化が抑制され
ていると考えられた。これまでプロテイン C
キナーゼによるリン酸化は薬理学的実験に
より活性発現に重要であることが知られて
いるものの，リン酸化部位は特定されていな
い。アクアポリン１との構造の比較により，
2か所のプロテイン Cキナーゼリン酸化部位
候補を候補とし，このいずれかのリン酸化が
活性発現に必要なのではないかと予想して
いる。 
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