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研究成果の概要（和文）：オルガネラ（小胞体）に局在するアクアポリン-11（AQP11）の機能阻害は、腎障害を
発症する。しかし、この腎障害発症メカニズムは不明のままである。本研究では、この障害メカニズムを明らか
にする目的で、AQP11ノックアウトマウスなどの腎臓をsystems biology解析によって調べた。その結果、AQP11
ノックアウトにより、NADPH oxidase 2 (NOX2) - 酸化ストレス - アポトーシスの経路を介して障害が生じる可
能性を発見した。

研究成果の概要（英文）：Aquaporin-11 (AQP11), a member of a family of transmembrane channel 
proteins, is known to be localized in the endoplasmic reticulum. So far, studies with 
AQP11-deficient mice have suggested that loss of function of AQP11 caused kidney injury, 
characterized by formation of cysts. However, the mechanism underlying the kidney injury remains 
unclear. In this study, in order to clarify the mechanism, we examined the kidneys from 
AQP11-deficient mice using systems biology. Finally, we found that the pathway of NADPH oxidase 2 
(NOX2) - reactive oxygen species - apoptosis might be involved in the AQP11-deficient-induced kidney
 injury.

研究分野：獣医薬理学
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１．研究開始当初の背景 

脂質二重膜である生体膜を水分子が透過す

るチャネルとして同定されたアクアポリン

（aquaporin，以下 AQP とする）は，現在ま

でに 13種類（AQP0～AQP12）が哺乳動物に

おいて知られている．ほとんどの AQP ファ

ミリー分子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．哺乳動

物の AQPの中で申請者のグループは，AQP11

を世界に先駆けて発見した（文献①）．この

AQP11 は他の AQP 分子とは異なり，細胞膜

ではなく，細胞内，特に小胞体に局在すると

いうユニークな性質を持っていた．そして，

AQP11ノックアウトマウスにおいて，誕生時

には正常であるが，乳児期において腎嚢胞が

形成され，ほとんどの個体が生後４週間以内

に死亡することを観察した．以上から，

AQP11 はオルガネラ局在型水チャネル分子

で，生後の腎の発達に必須なものであること

が考えられる．しかし AQP11 が，どのよう

な分子と連関しながら腎の正常な発達を支

えていて，その破綻がどうして腎障害発症に

結びつくのかについては不明のままである． 

網羅的解析技術としてオミクステクノロ

ジーが開発され，この技術により様々な分子

の機能解明とその機能破綻による病態発症

機序の理解が飛躍的に進むことが期待され

た．しかしこれまでに，思ったような成果は

得られていない．この原因の一つは，オミク

ステクノロジー解析の結果が，遺伝子やタン

パク質の発現パターンの差を単に羅列する

だけの情報しか与えてくれないために，分子

間の因果関係が不明瞭なことにある．2007年

に，Chuang等は，この問題を systems biology

（システム生物学）手法によって解決できる

可能性を報告した（文献②）．この手法を用

いると，分子間ネットワークが明確になるた

め，オミクステクノロジーの問題点が解決さ

れる． 

 

２．研究の目的 

本研究では，AQP11機能阻害による腎障害発

症メカニズムを解明することを目的とする．

この目的を達成するために，我々の研究室で

確立してきた網羅的タンパク質・遺伝子解析

技術と分子間ネットワーク解析技術とを組

み合わせた systems biology 手法により，

AQP11ノックアウトマウスなどを解析する． 

 

３．研究の方法 

宮崎大学で行う動物実験については，すべて

宮崎大学動物実験委員会の承認を得て実施

した． 

用いた動物は，AQP11ノックアウトマウス

および DBA/2FG-pcyマウスで，コントロール

動物としては，AQP11ノックアウトマウスの

場合には同腹子の野生型を，DBA/2FG-pcyマ

ウスの場合には DBA マウスをそれぞれ用い

た．本研究では，腎嚢胞形成が顕著となる動

物を解析した．すなわち，AQP11ノックアウ

ト動物では主として４週令を，DBA/2FG-pcy

マウスでは 20 週令の動物をそれぞれ解析し

た． 

本研究における実験項目は大きく２つに

分けられる．すなわち，（１）systems biology

解析と（２）実証研究の２つである．最終的

には，これらの結果に基づいて総合的に考察

して，AQP11機能阻害による腎障害発症メカ

ニズムを理解することを試みた． 

（１）の研究は，次のように行った．まず，

対象動物の腎から核酸などを抽出して，アレ

イ解析（Taqman Custom Arrays-Mouse, Applied 

Biosystems, Foster City, CA）やリアルタイム

PCR解析を行った．その後，それらの結果を，

コントロール動物の結果と比較しながら，変

化の度合い，有意性などの観点から遺伝子を

選択した．選択した遺伝子を Ingenuity 

Pathway Analysis®（IPA）（QIAGEN Redwood 

city, www.qiagen.com/ingenuity）を用いて，障

害に関与する分子経路のカテゴリー候補を



抽出した．そしてその妥当性について，以下

の（２）の実験で検証した． 

 （２）については，（１）の結果を踏まえ

て，実験方法を選別して行った．実験手技と

しては，ウェスタンブロット法や免疫組織化

学などの手法を用いた． 

以上の解析に用いた抗体やキットの主な

ものは次の通りである：抗 NADPH oxidase 2

（ NOX2 ）抗体 , #sc-130543, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA; 抗 IBA1抗体, 

#PA527436, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA; 抗 α-tubulin 抗 体 , #T5168, 

SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO; タンパク

質 の カ ル ボ ニ ル 化 , #ROIK03, SHIMA 

Laboratories, Tokyo, Japan; 

8-hydroxy-2’-deoxyguanosine （ 8-OHdG ） , 

#N45.1, JaICA, Shizuoka, Japan. 

 

４．研究成果 

（１）systems biology解析 

本研究を開始する時点で，AQP11と直接ある

いは間接的に結合するタンパク質として 322

種類のタンパク質を同定していた．そして，

同定した 322種類のタンパク質を機能カテゴ

リーごとに整理すると，カテゴリー含まれる

分子の種類が多いものとして，１）トランス

ポーター関連タンパク質，２）細胞周期，３）

アポトーシス，４）タンパク質合成などがリ

ストアップされた．AQP11が物質輸送体であ

ることを考えれば，１）のカテゴリーが上位

に来ることは妥当であるように思われる．一

方で，それ以外のカテゴリーからは，AQP11

が単純に物質輸送体として機能するだけで

なく，他のタンパク質などと複合体を作り，

細胞の生存や死を調節することが強く示唆

される．そこで，細胞の生存にかかわるよう

な遺伝子に着目して，AQP11ノックアウトマ

ウスの腎において，コントロール動物と比べ

て変化する遺伝子を，トランスクリプトーム

解析（酸化ストレス，低酸素，アポトーシス

などの関連遺伝子）によって調べた．そして，

その結果において２倍以上変化した 35 遺伝

子を用いて，IPAによる systems biology解析

を行った．その結果を表１に示す．表から明

らかなように，AQP11の機能が阻害されると，

酸素ホメオスターシスに直接関連するカテ

ゴリーが変化することが分かった． 

表1．抽出されたカテゴリー 

カテゴリー -log(p-value) 

低酸素シグナリング（心血管系） 8.92 

HIF1αシグナリング 7.64 

関節炎経路 7.55 

がん分子メカニズム 5.87 

Aryl Hydrocarbon受容体シグナリング 5.61 

異物代謝シグナリング 5.39 

腎がんシグナリング 5.11 

肝線維化 5.09 

Endothelin-1 シグナリング 4.89 

膵がんシグナリング 4.52 

NRF2介在性酸化ストレス反応 3.72 

マクロファージにおけるNO，活性酸素産生 3.66 

白血球遊走シグナリング 3.52 

Protein Kinase A シグナリング 3.48 

VEGFシグナリング 3.24 

赤字は酸素ホメオスターシスに関連するカテゴリー． 

さらに，これら 35 種の中で特に変化量が

大きかった上位４遺伝子が，p47phox（44倍)， 

p40phox（33倍），Nox2（23倍），p67phox（15

倍）であった．これらの遺伝子翻訳物（タン

パク質）は，複合体を作り，活性酸素種を生

成することが知られている（文献③）． 

以上の結果を踏まえて，AQP11の機能阻害

により，NOX2 - 酸化ストレス - アポトーシ

スの経路が活性化しており，この活性化が腎

障害に重要であることが考えられた．次に，

この仮説について，以下の検証実験を行った． 

（２）実証研究 

NOX2遺伝子の増加がタンパク質レベルで見

られるかどうかについて，ウェスタンブロッ



ト法及び免疫組織化学の手法で調べた．その

結果，AQP11ノックアウトマウスの腎におい

て，NOX2タンパク質の発現量が腎間質で増

加していることを見出した． 

次に，NOX2経路が活性化すると，活性酸

素種の産生が亢進することが考えられる．そ

こで，AQP11ノックアウトマウスの腎におい

て実際に活性酸素種の産生が亢進している

かどうかについて，タンパク質のカルボニル

化を指標に検討した．その結果，AQP11ノッ

クアウトマウスの腎においてタンパク質の

カルボニル化が亢進していることが分かっ

た．次に活性酸素産生が亢進していた部位を

明らかにする目的で，抗 8-OHdG抗体を用い

て，免疫組織化学を行った．その結果，主と

して腎の間質において 8-OHdG陽性細胞が見

られた．以上から，AQP11ノックアウトマウ

スの腎において，NOX2活性化 - 酸化ストレ

ス亢進が生じていることが分かった． 

元来，NOX2の腎での発現量は少ないこと

が知られている．また，systems biology解析

の結果，腎に浸潤したマクロファージが

NOX2発現増加をもたらした可能性が示唆さ

れている．そこで，AQP11ノックアウトマウ

スの腎においてマクロファージの浸潤がみ

られるかどうかについて検討した．マクロフ

ァージマーカーである IBA1 の特異抗体を用

いて調べたところ，AQP11ノックアウトマウ

スの腎間質において，IBA1 陽性細胞数の増

加が観察された． 

活性酸素種の増加は，アポトーシスをもた

らす．そこで，AQP11ノックアウトマウスの

腎において，アポトーシスが亢進していたか

どうかを，DNAの断片化を指標に調べた．そ

の結果，コントロールマウスと比べて，

AQP11ノックアウトマウスの腎において，顕

著な DNA 断片化陽性細胞数の増加が観察さ

れた． 

DBA/2FG-pcy マウスは，Aqp11 以外の

Nphp3遺伝子の変異による嚢胞腎発症マウス

である．世界的にも嚢胞腎のモデル動物とし

て治療薬開発研究などに用いられている（文

献④）．このマウスにおいても，AQP11 ノッ

クアウトマウスと同様にNOX2 - 酸化ストレ

ス - アポトーシスの経路による腎障害が見

られるのかどうかについて検討した．その結

果，DBA/2FG-pcyマウスでは，腎嚢胞が著明

に形成され，腎機能障害が見られる週令にお

いて，p47phox（29 倍)， p40phox（26 倍），

Nox2（６倍），p67phox（６倍）の発現量が著

しく増加していた．また，DBA/2FG-pcyマウ

スの腎において，NOX２タンパク質の発現量

が間質で増加していることを確認した．この

DBA/2FG-pcy マウスの主として腎間質にお

いて，タンパク質のカルボニル化の増加，，

8-OHdG 陽性細胞数の増加も観察された．さ

らに IBA1陽性細胞数の増加，および DNA断

片化陽性細胞数も増加していた．以上から，

DBA/2FG-pcy マウスの腎においても NOX2

活性化 - 酸化ストレス亢進 - アポトーシス

誘導が生じていることが考えられた． 

以上をまとめたものを図１に示す．AQP11

ノックアウトにより，NOX2 - 酸化ストレス 

- アポトーシスの経路が活性化して障害が生

じる可能性，そしてこの経路の活性化は

Nphp3遺伝子の変異によっても見られること

が分かった．おそらくこれらの経路は，Aqp11

や Nphp3遺伝子に変異が生じると，腎にマク

AQP11↓
NPHP3↓

マクロファージ浸潤↑

腎

NOX2経路↑

活性酸素産生↑

アポトーシス↑

腎障害

図１．AQP11ノックアウトによる
腎障害発症メカニズム．



ロファージが浸潤してもたらされることも

考えられた．これらのことより，AQP11は酸

化ストレスを適切に調節して，腎の生後の正

常な発達に関与しており，その破綻が腎障害

をもたらすと言える．今後においては，マク

ロファージの関与をより明確にすること，ま

た，マクロファージの浸潤機序などを明らか

にする必要がある． 
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