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研究成果の概要（和文）：水チャネル AQP2は腎臓の集合管で水の再吸収に関わっており、その

細胞内輸送は体内水分量の調節を担っている。AQP2の輸送異常で体内が重篤な脱水となる腎

性尿崩症を来す。我々は TM5bが AQP2輸送の最終局面で直接輸送を阻害することを明らかに

した。腎性尿崩症の特異的な治療法の開発を行うために、TM5bの発現のみを最大限抑制する

方法を開発し、変異 AQP2の輸送障害を正常レベルまで回復させることに成功した。また AQP2

の水チャネルとしての機能もリン酸化により制御されていることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Water channel aquaporin-2 (AQP2) regulates the water reabsorption in the 

kidney collecting ducts, which is the key event for maintenance of body water balance. Its impairments 

result in various water balance disorders including diabetes insipidus, which is a disease characterized 

by a massive loss of water through the kidney, leading to severe dehydration in the body. We discovered 

AQP2 movement is directly and negatively regulated by tropomyosin-5b (TM5b). This indicates TM5b 

is an appropriate therapeutic target for nephrogenic diabetes insipidus. We succeeded in the specific 

inhibition of TM5b that rescues the trafficking defect of AQP2 mutants. Moreover, we discovered the 

water transport activity of individual AQP2 protein is regulated by PKA phosphorylation. 
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１．研究開始当初の背景 
ヒトの体内でおこるあらゆる生命現象に
おいて水の移動は必要不可欠である。代表的
なものは尿の生成、排出であり、体液恒常性
の維持を担っている。アクアポリン２
（AQP2）は水分子のみを通し、他にはイオ
ンなどを含めあらゆる物質を一切通すこと
はないという特徴をもつ水チャネルである。
体内が脱水になると腎臓集合管に発現して
いる AQP2は細胞内から細胞表面に移動し、
原尿から水のみを再吸収し、体内水分量調節
の根幹を担っている。AQP2の遺伝子異常で
は尿濃縮能が障害され体内が重篤な脱水と
なる腎性尿崩症をきたす。一方、心不全、肝
硬変、神経疾患など多くの疾患で水利尿不全
（浮腫、肺水腫、腹水など）が生命予後を左
右する大きな問題になることが多いが、この
水利尿不全も AQP2の機能異常が原因である。
しかし、AQP2が動く分子機序の実体につい
ては全く不明であった。 
申請者はAQP2が “モーターコンプレック
ス”を形成していることを発見した（Noda, et 
al. BBRC 2005; Noda, et al. FEBS Lett. 2004; 
Noda, et al. BBRC 2004）。さらにプロテオリポ
ソーム再構成系での表面プラズモン共鳴 
(SPR)や生細胞での蛍光相関分光法および蛍
光相互相関分光法（FCS, FCCS）などの 1分
子レベルでの動態測定により AQP2、アクチ
ン、トロポミオシン 5b (TM5b)の分子機序の
空間的時系列を解明し、AQP2自身が局所で
の細胞骨格をコントロールして自らの輸送
経路を切り開いていることを発見した（Noda, 
et al. J. Cell Biol. 2008）。しかしながら、AQP2
複合体にはモーター分子なども含まれてお
り、積極的な駆動力の存在も推測される。こ
のためモーター分子などその他の AQP2複合
体構成因子にも注目して AQP2制御機序の解
明を試みる。さらに AQP2輸送機序をターゲ
ットにした特異的な腎性尿崩症の治療法の
開発を試みるために TM5bを標的とする方法
を検討する。腎性尿崩症には純粋に AQP2の
遺伝子異常によるものだけでなく、薬剤性な
どによってアクアポリンの輸送障害がおき
て尿崩症になっているものもある。AQP2輸

送の最終局面で直接輸送に関わる TM5bをタ
ーゲットにすれば尿崩症全般に有効である
と考えられる。 

 
２．研究の目的 

AQP2、アクチン、TM5bのみならずモータ
ー分子など他の AQP2複合体構成因子にも注
目して AQP2を動かす分子機序の解明を試み
る。さらに、AQP2輸送の最終局面で直接輸
送を制御する TM5bを標的とすることで腎性
尿崩症の特異的な治療法開発を試みる。 

 
３．研究の方法 

AQP2複合体構成因子を安定発現する腎尿
細管由来培養細胞を作成し、顕微鏡観察、免
疫沈降、管腔側細胞膜表面標識等で分子動態
を調べる。また、TM5bの発現のみを最大限
抑制し、他のトロポミオシンアイソフォーム
を抑制しない最適な RNAi配列の検討を行い、
さらにその siRNAでノックダウンすること
により変異 AQP2の輸送障害を回復させるこ
とができるかを検討する。 
 
４．研究成果 
体内が脱水になると下垂体後葉から分泌
されたバソプレシンが腎集合管主細胞基底
膜にある受容体に結合し、cAMPやカルシウ
ムカルモジュリン依存性情報伝達系を介し
て AQP2の輸送が起こる。このとき PKAに
よって AQP2がリン酸化される。このリン酸
化が AQP2を動かす分子機序の実体を我々が
はじめて明らかにした。すなわち AQP2は、
通常の状態では細胞内の移動経路上で Gア
クチンと結合しており、TM5bが結合して安
定化されたアクチン細胞骨格により移動が
妨げられた状態にある。体内が脱水になると、
バソプレシン刺激を受けて cAMP情報伝達系
を介して AQP2はリン酸化される。このリン
酸化により AQP2は Gアクチンから離れ、ア
クチン細胞骨格から TM5bを奪って結合する。
このとき TM5bを失ったアクチン細胞骨格は
AQP2分子に近いごく狭い範囲で脱重合して
崩壊し、その結果として移動の妨害が解除さ
れ AQP2が細胞表面へ動くようになることを



発見した。しかしそれだけではなく、ミオシ
ン IIと調節軽鎖がAQP2に結合することを明
らかにした。さらに、AQP2輸送が起こる時、
ミオシン調節軽鎖がリン酸化された。ミオシ
ン調節軽鎖キナーゼはカルシウムカルモジ
ュリン依存性であり、ミオシンの AQP2輸送
への関与が推測された。また、ミオシンを含
む複数の AQP2結合分子によるプロテオリポ
ソーム再構成系を作成することに成功した。
これにより、AQP2のモーター分子制御能に
ついて適切に評価することが可能となった。
また、腎尿細管由来MDCK細胞において
TM5bの発現のみを最大限抑制し、他のアイ
ソフォームを抑制しない最適な RNAi配列の
検討を行い、TM5bアイソフォームのみに極
めて選択的なノックダウンを行うことがで
きた。さらにその方法により腎性尿崩症にお
ける変異 AQP2の輸送障害を正常レベルまで
回復させることに成功した。また AQP2の細
胞内輸送だけでなく、個々のタンパク質の水
チャネルとしての機能自体もリン酸化によ
り制御されていることをリコンビナントタ
ンパク質のプロテオリポソーム再構成系を
作成することにより明らかにすることがで
きた。つまり、AQP2はその細胞内移動と水
透過性の両方を変化させることで、体内水分
量の変化に数分のオーダーで速やかに反応
し大量の水再吸収量の変化を厳密にコント
ロールすることを可能にしていると考えら
れた。 
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