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研究成果の概要（和文）：アクアポリン２（AQP2）は腎集合管水チャネルで尿濃縮に必須の役割を果たす。AQP2
は尿中へ排泄されるが、その生理的役割と分泌メカニズムは不明であった。
本研究により、１）尿AQP2の80%はendocytosis-MVB系を介してエクソソームとして排泄される、２）ELISA測定
には、エクソソーム膜を破壊することが必要である、３）尿AQP2測定は臨床の水代謝疾患で有用なバイオマーカ
ーである、４）エクソソームに存在するAQP2は水チャネル機能を保持している、５）尿AQP2排泄はバソプレシン
反応性に増加し、そのメカニズムは転写活性、トラフッキングとAQP2のリン酸化が関与している、が示された。

研究成果の概要（英文）：Aquaporin-2 is water channel located in kidney collecting duct, and plays an
 essential role in urinary concentration. We clarified that 1) urine AQP2 is excreted in exosomes 
through endocytosis-MVB pathway, 2) disruption of exosome membrane is required for accurate 
measurement of urine AQP2 by ELISA, 3) urine AQP2 is an useful biomarker for clinical water 
metabolism disorders, 4) AQP2 in exosome preserves its original water channel function, 5) urinary 
excretion of AQP2 is responsive to vasopressin and shows long- and short-term regulations mediated 
by multiple phosphorylation of  AQP2. 

研究分野：腎臓内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的にはエクソソームに存在する膜タンパクが本来の機能を保持していること示したことが注目される。エク
ソソームの生体での新しい役割が今後明らかになるだろう。
社会的にはAQP2の臨床応用に耐えるELISA測定法の確立は意義深い。今後臨床応用が進むことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 アクアポリン２（AQP2）は我々が分子同定した尿濃縮に必須の腎集合管水チャネルである
(Nature 1993、引用文献１)。我々は更に最初に、AQP2が尿中へ排泄され、その排泄はバソプ
レッシンに反応性であることも示した（New Engl J Med 1995、文献２）。その後多くの研究
者によりこの現象は確認され、尿 AQP2は尿濃縮異常症のバイオマーカーとして脚光を浴びて
きている。また尿 AQP2は細胞外小胞であるエクソソームに含まれていることが示され（文献
３）、更に注目を集めることになった。エクソソームは、後期エンドソームである多胞体（MVB 
multiple vesicular body）が細胞形質膜に癒合して、内腔の小胞が細胞外へ放出されたもので
あり、その内腔に RNA, microRNA、膜蛋白などを含み、新しい情報伝達経路として生物学の
多くの分野で注目されている。このような進歩を背景として、尿 AQP2をエクソソームとして
回収、測定することが腎臓・水電解質の臨床の現場で行われ、水利尿不全や尿濃縮障害の患者
でのバイオマーカーとしての可能性が検討されていた。 
 しかし、このような尿 AQP2の臨床応用の前に明らかにしておかなければならない課題があ
った。それは、１）尿 AQP2の全てがエクソソームの形で排泄されるか、２）バソプレシンに
よって尿中排泄量が増えるメカニズムは何か、３）集合管細胞から AQP2が尿中へ排泄される
ことの生理学的な役割、である。これらの基本的な生理学的理解は膜輸送体一般の新たな調節
機序を示すことになり波及効果が大きいと考えられた。 
 
２．研究の目的 
（１）尿 AQP2の全てがエクソソームの形で排泄されているか？ 
 尿 AQP2を測定するには、尿の超遠心分画（エクソソームが含まれる）を集めることにより
蛋白濃度を濃くして測定するが、この方法では尿中の AQP2が全量回収されているかは不明で
ある。我々は最近 AQP2の高感度のサンドイッチ ELISA法を開発中なので（文献４）,この方
法を使い定量的に解析する。超遠心前後で沈殿と上清中の AQP2 の量を知ることにより、尿
AQP2の何％が超遠心画分として回収できるかを明らかにする。 
 超遠心画分の AQP2がエクソソームに存在しているかどうかは、この画分に対して抗 AQP2
抗体で免疫沈降を行い、エクソソームに特有な蛋白と共存しているかどうかを Western blot
法で確認する。また免疫沈降した蛋白を網羅的に蛋白質量分析法で調べる。 
 
（２）バソプレシンによって尿中 AQP2排泄量が増えるメカニズム 
 尿中AQP2の排泄量がバソプレシン刺激で増加することは現象論的には我々の当初の研究か
らも分かっており（文献２）、またバソプレシン過剰状態の臨床病態で増加することも示されて
いた。しかしこの現象にエクソソームとしての排泄がどのように絡むのか不明であり、また尿
中排泄増加は、AQP2を含むアピカル膜の出芽が増したための可能性もある。一方、AQP2は
C-末端に複数のリン酸化部位があり、どのリン酸化が AQP2排泄増加に重要であるかも不明で
ある。これらについてヒト尿、培養細胞で検討する。 
 
（３）集合管細胞から AQP2が尿中へ排泄されることの生理学的な役割 
 AQP2は通常状態では、合成され、アピカル膜直下の貯蔵小胞を経由してエクソサイトーシ
スによりアピカル膜へ運ばれ水チャネルとして働く。その後エンドサイトーシスで細胞内へ再
び取り込まれ、初期エンドソームに運ばれる。ここから再びアピカル膜にリサイクルするもの
と、MVBに移行するものに分かれる。MVBはさらに細胞形質膜と癒合して内包する小胞をエ
クソソームとして尿中排泄するものと、リソソームと癒合して内容物を分解するものに２分さ
れる。エクソソームによる尿中排泄は AQP2蛋白の細胞内からの分解・除去に働いていると推
定されるが、リソソームによる分解との相対的役割は不明である。 
 またエクソソームで排泄された AQP2が水チャネルとしての機能を保っていれば、エクソソ
ームに存在する膜タンパク質全般の機能を考える上で大切な情報となる。 
 
３．研究の方法 
（１）エクソソームの分離：ヒト尿あるいは細胞培養液上清より段階的超遠心法で分離した。
先ず、検体を 3,000g 15min で遠心、上清を 17,000g 15min で遠心し、更に上清を 160,000g 60min
遠心し、最終沈殿をエクソソーム画分とした。ヒト尿は健常男性より、また１名の中枢性尿崩
症患者から得た。細胞培養液上清は以前に我々が確立した AQP2 永続発現 MDCK 細胞（文献５）
と内因性に AQP2 を発現する smpkCCD 細胞（文献６）より採取した。 
（２）AQP2 が存在するエクソソームの分離：上記で得たエクソソーム画分を AQP2 特異的抗体
で免疫沈降して分離した。具体的には Dynabeads Co-IP kit (Novex)を用いた。 
（３）Western blot 法とヒト尿 ELISA 法：Western blot 法は通常の方法で行い、AQP2 抗体は
我々の作成したものを使用し（文献７）、他の抗体は市販のものを使用した。ELISA は我々が開
発し（文献４）、市販されているキットを使用した（ヒトアクアポリン２ ELISA キット）。 
（４）網羅的タンパク分析：上記（２）の AQP2 で免疫沈降されたエクソソームを、トリプシン
処理し、LC-MS/MS (Thermo EASY-nLC, Thermo Fusion )で解析した。 
（５）エクソソームの水透過性の測定：上記（１）で得られたエクソソームサンプルに内向き
の浸透圧勾配を瞬時にかけ、エクソソームの容積変化を錯乱光の変化として読み取った



(Stopped Flow Rapid Scan Spectroscopy)。サンプル温度を変化させ activation energy、水
銀剤への反応も測定した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト尿 AQP2 の ELISA 法の開発： 
我々はヒト尿 AQP2 の ELISA 法の開発を行ってきていたが（文献８）、検体の保存状態によって
測定値にばらつきが生じる事を認め検討を行った。分かった事は、エクソソーム膜に存在する
AQP2 は抗体認識部位がエクソソームの内側に面しており、抗体が正しく認識するためには、エ
クソソーム膜を破壊する必要がある事であった（文献９）。有効な膜破壊操作を電顕で調べたと
ころ、-25°Cとアルカリ処理が有効であることを認めた。このためサンプルを測定前にアルカ
リで処理する方法を採用し、臨床使用に耐える再現性を確立した（文献４）。この結果はエクソ
ソーム中のタンパク質を抗体を用いて測定する際の必須の情報となった。 
 本法を使用して、肝硬変患者におけるバソプレシン阻害薬 tolvaptan の尿中 AQP2 排泄動態を
調べ、tolvaptan 服用後４時間で尿 AQP2 排泄量が低下することが tolvaptan の臨床的有効性と
関連する事を示した（文献 10）。他の水利尿不全疾患においても、本 ELISA 法を使用して尿中
AQP2 の測定が行われ、予後の予測因子としての有用性が示されている。 
 この ELISA キットを使用して、原尿、3000g、17,000g、160,000g 遠心後の尿 AQ P2 濃度を測
定した。3000g で沈殿する細胞断片などには原尿の 13%の AQP2 が存在し、17,000g の沈渣には
2%存在し、160,000g では 80%が沈殿した。つまり尿 AQP2 の大部分（80%）は超遠心で落ちるエ
クソソームに存在しており、17,000g で落ちる ectosome のような heavy membrane 画分には殆
ど存在しないことが明らかになった（文献 11）。 
 
（２）尿 AQP2 エクソソームに共存するタンパクの同定： 
 AQP2 抗体で免疫沈降したエクソソームの LC-MS/MS 解析を行ったところ、137 個の蛋白質が同
定され、そのほとんどが集合管に存在する蛋白であった。Pathway 解析では endocytosis 系の
蛋白(TSG101、CHMP4、ALIX、VPS4 など) が主体だった。Western blot では AQP2, TSG101, ALIX, 
b-actin, CD9, CD63 が認められ、エクソソーム由来であることが確認された（文献 11）。 
 
（３）エクソソームの水透過性の測定： 
 AQP2が濃縮されている尿エクソソーム(160,000g分画)を用いて stopped-flowにより水透過
性を測定したところ、4.75 ± 0.38 × 10-4 cm/s と小さいが、温度依存性が少なく水銀で抑
制され、サンプル中の AQP2 濃度と相関していた。従って、エクソソームの AQP2 は水チャネル
機能を保持していると考えられた（文献 11）。 
 
（４）バソプレシン（VP）の効果： 
 ヒト AQP2 の安定発現 MDCK 細胞を透過性を有する膜(Transwell)に培養すると、アピカル側の
培養液に AQP2 の分泌が 認められた(10 倍の濃度較差)。分泌刺激として Forskolin(10nM)ある
いは高浸透圧(100mM NaCl)を添加後、3時間まで AQP2 分泌速度は一定であり、短期効果は認め
られなかった。内因性に AQP2 を発現する mpkCCD 細胞においても VP は転写活性を介して細胞内
AQP2 量を増やし、それに応じてアピカル液の AQP2 量を増加させた。さらに、この過程におい
て異なる部位のリン酸化が調節に関わっていることを認めた（文献６）。 
中枢性尿崩症患者における VP 投与後の尿中 AQP2 分泌は主に転写活性を介して細胞内 AQP2 量
を増やし、それに応じて尿中の AQP2 量を増加させていた。一方、短期的(60 分以内)な
endocytosis/exosome 系の関与も認められた。これらの過程において AQP2 の C-末端 部の複数
の部位のリン酸化が調節に関わっていることを認めた。具体的には、VP により尿中 S256 リン
酸化 AQP2 は緩やかに増加し、S261 リン酸化 AQP2 は急激に増加したが、S269 は認められなかっ
た。これらのリン酸化には A-kinase 決定的に大切であることも分かった(文献 6、12)。これら
の結果を基にして、腎集合管の水透過性を変化させる薬の創薬につなげる予定である。 
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