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研究成果の概要（和文）：リン酸化AQP2単離法を確立し、バソプレシンによるAQP2の3カ所のリン酸化部位の制
御が複合的連続的に起きることを証明した。S256- S261リン酸化AQP2がvasopressinまたはforskolin刺激により
S269のリン酸化を受け、S256-S261-S269リン酸化AQP2となり、その後にS261脱リン酸化を受けてS256-S269リン
酸化AQP2と変化していく様態を明確にした。尿崩症発症AQP2変異体の解析も加え、AQP2の管腔側膜移行にS269の
リン酸化に加えて、S261の脱リン酸化が必要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a phospho-specific AQP2 immuno-isolation 
technique, and identified that vasopressin-mediated AQP2 Ser-261 phospho-regulation is processing in
 combination with Ser-256 and Ser-269 phosphorylation. pS256-pS261-AQP2 is phophorylated at Ser-269 
to be pS256-pS261-pS269 triplly phospho-form, and then dephosphorylated at Ser-261 to be transformed
 into pS256-pS269-AQP2. We further revealed that the subsequent Ser-261 dephosphorylation was 
required to be accumulated in apical plasma membrane in concert with prior Ser-256 and Ser-269 
phosphorylation.

研究分野：腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 
 アクアポリン 2（AQP2）は腎臓集合管主細
胞に存在する水チャネルであり、水再吸収に
決定的に重要な分子である。AQP2 の活性化
機序を明らかにすることは、尿崩症、或いは
心不全、抗利尿ホルモン不適合分泌症候群
（SIADH）といった水代謝異常を来す疾患の
新規治療を開発する上で不可避の課題であ
り、世界で多くの研究グループが精力的に研
究を進めてきた。 
 バソプレシン（VP）が主細胞基底膜の V2
受容体に結合すると、細胞内 cAMPが増加し
PKAが活性化しAQP2は主細胞管腔側へ集積
して水を再吸収する。AQP2の C末端領域に
は複数の VP 感受性リン酸化部位がある。セ
リン 256（S256）, S261, S269である。これら
のリン酸化部位が AQP2の細胞内輸送におい
て、それぞれどのような分子的意義があるの
かが研究対象となり、まずはリン酸化模倣体
（D）、或いは脱リン酸化模倣体（A）による
研究が進んだ。 
 S256A（S256 の脱リン酸化模倣体）は VP
或いはアデニル酸シクラーゼ活性剤である
フォルスコリン（FK）刺激を受けても細胞内
部に留まっており、S256D（S256のリン酸化
模倣体）は管腔側で観察されたことから、
S256 は必須のリン酸化部位であると理解さ
れた。S269Dは常に管腔側膜で観察され、こ
のことは S269 リン酸化の重要性を示すもの
として重視されたが、S269Aは FK刺激によ
り管腔側へ移行し得ており、矛盾を内包する
結果であった。S261A、S261D は共に非刺激
下では細胞内にあるが FK 刺激により管腔側
へ移行することから AQP2の細胞内局在には
意義がない部位との解釈が広まったが反対
する意見も散見された。結果的にはこのよう
な模倣的変異体の検討からは AQP2細胞内輸
送機構の包括的理解に至らなかった。またこ
のような検討法は自動的にそれぞれリン酸
化部位を別個の独立事象と見做してしまう
傾向に陥りがちである。実際には連動して複
合的に動いている可能性もある。 
 AQP2の複数のリン酸化部位が、1）それぞ
れ独立して制御を受け、それぞれ別個の分子
的意義があるのか、2）複合的連続的に制御
を受けて協調的に分子的意義を発するのか、
この基本的な様態の理解すら得られておら
ず、当然複合的である場合にどのように複合
的にリン酸化制御を受け、それによりどのよ
うに細胞内局在を変えるのか全く未解明と
言える状況であった。 
２．研究の目的 
 AQP2 の複数のリン酸化部位の制御の基本
的様態を解明し、それがどのように AQP2の
細胞内変化をもたらすのか詳細にする。すな
わち、どこの部位のリン酸化が増えた、ある
いは減ったといった個別の観察を超えて、ど
の部位の制御が独立制御系であり、或いはど
ことどこが複合的連続的であるといったよ
うに詳細な制御様式を解明する。また AQP2

細胞内輸送がどのようにリン酸化制御によ
り段階的に進んで行くかを解明し、AQP2 調
節法を探ることを本研究の目的とした。 
３．研究の方法 
 培養細胞およびマウス腎臓を用いリン酸
化特異的抗体を用い各々のリン酸化陽性
AQP2 を単離し、他のリン酸化部位の変化を
検討するとい 2段階解析を世界で初めて試み
た。例えば S256陽性 AQP2を単離し、VP刺
激で S269と S261がどのように変化している
かを検討した。そして AQP2の細胞内リン酸
化シグナルが刺激超急性期において時系列
で ど の よ う に 変 化 す る か を confocal 
microscopyで検討し、複合的リン酸化シグナ
ルがどのように細胞内輸送を調節するか検
討した。さらに尿崩症を発症する AQP2変異
体を作成し同様に解析した。 
４．研究成果 
 まず AQP2 安定発現 MDCK 細胞を時系列
で FK刺激し、S256, S261, S269リン酸化がそ
れぞれ刺激超急性期に時系列でどのように
変化してゆくかを調べた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 図 1に示すように、S256のリン酸化は刺激
の有無によらず安定していた。S269は刺激開
始１分後より鋭敏に増加を示した。対照的に
S261 のリン酸化は 1 分では変化がなく、10
分後には有意に減少していた。S269のリン酸
化は時系列的に S261 の脱リン酸化に先行す
ることが分かった。次に FK刺激により S256
リン酸化陽性分画において S261と S269がど
のように変化しているかを検討するため
S256リン酸化AQP2を pS256抗体を用いて単
離しWB解析を行った。 
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 S256陽性 AQP2上で S269のリン酸化が増
加し S261 リン酸化が減少しているのが分か
る。これにより S269リン酸化と S261脱リン
酸化は S256 リン酸化に連続して起こる制御
であることが分かった。さらに S269 のリン
酸化と S261 の脱リン酸化に連続性があるの
か否かを検討した。S269 が増加し始める FK
開始 1分（図 1）と、S261が減少し始める 10
分時点（図 1）で S269リン酸化陽性 AQP2を
pS269抗体を用い単離しWB解析した（図 3）。 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 FK刺激開始 1分時点での S269リン酸化陽
性 AQP2 は比較的強く S261 のリン酸化を伴
っているのが分かる。一方で FK刺激 10分時
点での S269リン酸化陽性AQP2では S261は
脱リン酸化を受けているのが分かる（図 3）。 
つまり、S269のリン酸化と S261の脱リン酸
化も同一 AQP2分子上で複合的連続的に起き
ることが分かった。 
 さらに同様の手法でマウス腎臓を解析し
た。C57BL/6 マウスを VP 投与群と非投与群
に分けて、S256リン酸化 AQP2、S269リン酸
化 AQP2を単離しWB解析を行った。細胞実
験同様に S256リン酸化陽性 AQP2上で S269
のリン酸化と S261 の脱リン酸化が起きてお
り、また S269リン酸化陽性 AQP2上で S261
の脱リン酸化を認めた。これらの結果から
AQP2の VP、或いは FKによるリン酸化制御
の基本的様態は pS256-pS261 AQP2が S269の
リン酸化を受けて pS256-pS261-pS269 AQP2
となり、その後さらに S261 の脱リン酸化を
受けて pS256-pS269 AQP2となることが示さ
れた。 
 次にここまでで示した複合的連続的 AQP2
のリン酸化制御がどのように AQP2の管腔側
への輸送を調節するかを細胞生物学的に検
討した。 
 

 
 

 

 
 
  
 

 
 FK 刺激開始 1 分時点では S256、および
S269シグナルは細胞内で観察された（図 4）。
刺激開始 10 分後にはそれぞれ管腔側で観察
された（図 4）。この結果は S256と S269のリ
ン酸化だけでは管腔側膜輸送は完成しない
ことを示唆しており、S261の脱リン酸化の重
要性を提起しさらに実験を進めた。FK 刺激
前後で管腔側膜における各々のリン酸化シ
グナル強度の変化を調べた。予想通り S256、
S269シグナルは増加していたが、興味深いこ
とに S261 シグナルは管腔側膜上で減少して
いた。AQP2 の管腔側膜への輸送は、最初の
変化である S269 のリン酸化では完成せず、
次の一手である S261 の脱リン酸化をもって
完成するという説を持つに至った。 
 このことをさらに深く調べるために、S261
のリン酸化制御に変化をもたらす可能性の
ある尿崩症発症変異である P262L-AQP2安定
発現 MDCK 細胞を樹立し検討した。まずこ
の変異体の FK 刺激によるリン酸化の変化を
調べたところ S256 リン酸化が刺激によらず
安定しており、S269のリン酸化が亢進すると
ころまでは野生型と同様であったが、S261の
リン酸化も亢進しており野生型と正反対で
あった。さらにこれらのリン酸化制御の複合
的連続性について調べるために S256 リン酸
化陽性 AQP2を単離してWB解析を行った。 
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図4：リン酸化AQP2の細胞内局在の変化
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図3：FK刺激超急性期におけるS269リン酸化陽性AQP2の制御
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 S261 の逆転制御は S256 リン酸化陽性
P262L-AQP2上で起きていた（図 5）。この知
見の意義をさらに詳しく検討した。FK 刺激
前後で S256 リン酸化陽性 P262L-AQP2 およ
び S269 リン酸化 P262L-AQP2 の細胞内局在
がどのように変化するかを検討した。すると
共に局在が基底膜に逆転していたのである。
以上より S256および S269のリン酸化により
促進される AQP2の管腔側膜への細胞内輸送
過程において S261 の脱リン酸化が重要であ
ることが決定的となった。この成果により
VP 刺激による AQP2 のリン酸化制御を
cascade として明確に意識して研究を行える
ようになる。今後の研究の基盤的知見となる
重要なものと考えている。おそらく S269 の
リン酸化によりまずは AQP2の interactosome
が変化し、S261脱リン酸化因子を引き込んで
くる。さらに S261 が脱リン酸化することで
endocytosis機構との相互作用から脱する。こ
のように段階的に考察できるようになるこ
とでより詳細な分子世界の解明に寄与しう
ると考える。この他本研究で確立したリン酸
化 AQP2単離法を応用し AQP2のリン酸化を
増減的な定量を超えて、全 AQP2の中での比
率で定量する方法を開発し、さらに多重リン
酸化 AQP2の比率定量につなげて学会発表を
行った。この方法を基本として尿中 AQP2リ
ン酸化の定量を開発できれば、VP 作用強度
を測定できる診断ツールの開発にも繋げる
ことができるのではないかと考えている。ま
た AQP2制御に calcineurinが関与する研究に
も協力し、新しい AQP2制御法を提唱し報告
した。 
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