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研究成果の概要（和文）：本研究では，気道上皮などに存在する水チャネルであるアクアポリン5（AQP5）の新たな機
能としてサイトカイン類の発現すなわち炎症応答の亢進作用を見出した．細胞にAQP5を発現させると，MapキナーゼERK
のリン酸化および転写因子NF-κB活性亢進が生じ，少なくともこれらを含む細胞内シグナルが本作用の機序として推定
された．また，本作用にはAQP5分子中で水輸送に直接関与しないC-末端領域が重要であると考えられた．さらに，AQP5
による炎症反応亢進を抑制する薬物として，生薬の桂皮を見出した．これらの成績より，AQP5が細胞種選択的な抗炎症
に繋がる標的分子となる可能性が考えられる．

研究成果の概要（英文）：Aquaporin-5 (AQP5) is expressed in bronchial serous cells and exocrine gland, play
s an important role for water homeostasis in airway. In the present study, we have examined the role of AQ
P5 for inflammatory response. Overexpression of AQP5 to various cells increased cytokine expression, stead
y level of phosphorylated ERK, and activity of NF-kappaB. Therefore, we assume that ERK and NF-kappaB are 
important for this new function of AQP5. Further, both AQP1 and AQP5-1CT chimera, which is converted C-ter
minal of AQP5 to AQP1, failed to increase cytokine expression, suggesting C-terminal of AQP5 is important 
for increased inflammatory response. Finally, we found extract of cinnamon as an inhibitor of ERK phosphor
ylation and cytokine expression by AQP5. Take together, we propose a new function of AQP5, as a cytokine s
ignal enhancer, and cinnamon may be useful to control inflammatory response in AQP5 expressing cells.
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１．研究開始当初の背景 
水チャネルである aquaporin (AQP) は細胞
膜で浸透圧に準じた水の輸送を促進する膜
タ ン パ ク 質 で あ る ． ほ 乳 類 に は
AQP0-AQP12の13種類のアイソフォームが
存在し，それぞれ異なる組織に分布して，生
体内の水分代謝のホメオスタシスの維持に
重要な役割を担っている．一方，近年では，
AQP 類が単に細胞膜内外の水の輸送を行う
だけでなく，様々な細胞の機能を調節する機
能を併せ持つ可能性が指摘されている．例え
ば腫瘍細胞の中には AQP 類を高発現してい
るものが知られているが，これらの細胞では
増殖や遊走あるいは接着能が高いことが示
されている．しかし，これらの新機能は，単
に AQP を通じて細胞膜内外の水分子の移動
が促進された結果であるとも考えられ，AQP
そのものが細胞の増殖や遊走に繋がるシグ
ナルを発するまたは増幅・現弱させることを
示す証拠はほとんどない．また，AQP 類の有
無あるいはその発現の増減によって，どのよ
うな細胞生物学的特長が変化するのかも十
分に解明されていない．  
 
２．研究の目的 
本研究では，AQP 類の中で主に気管支腺など
の外分泌腺上皮細胞および肺胞上皮細胞に
存在する AQP5 に焦点を絞り，本水チャネル
の新機能を検索するとともに，特に新たに見
出したサイトカイン分子の発現亢進作用す
なわち炎症応答亢進作用については，その特
性および機序を明らかにするとともに，薬理
学的調節の可能性について追求した． 
 
(1) AQP5 の存在する気道および肺上皮は，外
界からの様々な侵襲を受け易い部位である．
従って，気道上皮細胞は常に侵入した異物に
対する防御反応としての炎症反応を始め，細
胞死を伴う脱落および細胞の遊走，増殖によ
る修復等を繰り返している．上述のように，
AQP 類が種々の細胞機能に影響することが
近年明らかになりつつある．そこで，これら
の上皮細胞の機能に対する AQP5 の影響を
調べることを第一の目的とした． 
 
(2) 次に，本研究により AQP5 の新たな機能
として炎症性刺激によるサイトカイン産生
すなわち炎症応答の亢進作用を見出した．そ
こで．次に本新機能の特性を調べるとともに，
その機序の解明を目的とした． 
 
(3) AQP5 の発現部位は気道および肺胞上皮
や外分泌腺の存在する粘膜組織など，感染を
始め外界からの刺激を受け易い部位である．
このことは，AQP5 が生体防御機構の一翼を
担っている可能性を示唆している．またその
一方で，この AQP5 による炎症応答の亢進を
薬理学的に抑制できれば，AQP5 発現部位に
特異的な抗炎症という新規治療戦略へ繋が
る可能性が考えられる．そこで，本研究では，

漢方薬に用いられる種々の生薬を中心に，
AQP5 による炎症反応亢進を抑制する薬物の
検索を行った． 
 
３．研究の方法 
主な実験標本には内因性 AQP5 をもつマウス
肺上皮細胞 MLE-12 細胞および AQP 類をもた
ないマウス線維芽細胞株NIH-3T3細胞を用い
た．これらの細胞に AQP5 siRNA あるいは AQP5
遺伝子を一過性に導入し，AQP5 発現量を増減
させた．また，一過性の遺伝子導入の影響を
排除するため，ヒト胎児腎細胞の HEK-293 に
AQP5 を安定発現させた細胞株も実験標本と
して用いた．なお，AQP5 発現量の変化は，
stopped-flow 装置を用いて細胞膜の水透過
性を測定することで確認した．これらの細胞
の細胞増殖および細胞死の評価にはWSTアッ
セイ法を用い，細胞の遊走は常法の scratch 
assayにより評価した．また，炎症応答はTNF-
α刺激後の各種ケモカインおよびサイトカ
イン発現を ELISA 法および real-time PCR 法
によりタンパク質および mRNA の両面から調
べた． 
 
４．研究成果 
(1) まず NIH-3T3 AQP5 遺伝子を導入して強
制発現させ，細胞遊走能を測定すると，AQP5
発現細胞はコントロール細胞に比べ著明に
高い遊走能を持つことが分かった．また，
AQP5を安定発現させたHEK-293細胞を用いた
増殖試験でも，AQP5 を発現細胞はコントロー
ル細胞に比べ著明に増殖活性が亢進した．一
方，低酸素曝露によって誘発した細胞死につ
いては，AQP5 発現細胞では著明に抑制され，
AQP5 に細胞保護作用があることも分かった．
さらに，AQP5安定発現HEK-293細胞では，TNF-
αで誘発したケモカイン IL-8 の mRNA 発現が
著明に亢進した．これらの成績から，AQP5 を
発現する細胞では遊走，増殖および炎症性の
遺伝子発現が亢進し，その一方で細胞死が抑
制されると考えられた． 
 
(2) マウス肺上皮細胞株 MLE-12 細胞の AQP5
発現を特異的 siRNA を用いて抑制し，TNF-α
で刺激すると，ケモカイン KC の mRNA 発現お
よび分泌が siRNA 導入量依存的に減少した
（図 1）．逆に AQP5 をもたない NIH-3T3 細胞
へ AQP5 遺伝子を導入発現させると，AQP5 の
発現量に依存して TNF-αで誘発した KC の
mRNA 量，分泌量ともに増加した．この結果か
ら AQP5 は TNF-α刺激によるケモカイン産生
を亢進することが検証された．また，AQP5 に
よる亢進作用は KC だけでなく IL-6 や TNF-
α mRNA でも認められた．これらの結果とよ
く一致して，AQP5 は転写因子 NF-κB のプロ
モーター活性を亢進した．また，kinase 阻害
薬の影響を調べると，ERK 阻害薬は AQP5 によ
る KC mRNA の発現亢進を完全に消失させた．
さらに，AQP5 を発現させた細胞では，ERK の
リン酸化が著明に亢進していた．これらの 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. MLE-12 細胞における TNF-α刺激による
KC 発現に対する AQP5 siRNA 導入の作用． 
 
 
結果より，AQP5 は ERK のリン酸化を生じ，こ
れを介して少なくとも NF-κB の活性化を生
じ，炎症性遺伝子の発現を亢進すると推定さ
れた． 
AQP5 による炎症性遺伝子発現の亢進に対す
る水チャネル阻害薬 TEA の作用を調べたが，
AQP の水チャネル機能を阻害した状態でも
AQP5 は遺伝子発現亢進作用を示した．また，
他の AQP 類の作用を調べると，AQP3 および
AQP4 は AQP5 と同様に炎症性遺伝子の発現を
亢進したのに対し，AQP1 では認められなかっ
た．従って，AQP 類に見出した遺伝子発現亢
進作用にはアイソフォーム選択性があり，水
チャネル機能とは無関係に細胞内シグナル
を調節することで生じていると推定された． 
さらに AQP5 と AQP1 の C末領域を入れ替えた
キメラ AQP を作製し，ERK のリン酸化に対す
る影響を調べると，AQP1 の C 末領域を AQP5
型に置換しただけでERKのリン酸化を生じた．
逆に AQP5 の C末を AQP1 型に置換すると亢進
作用は消失し，同時に KC 発現の亢進作用も
消失した． 
これらの結果から，AQP5 はその分子中の C末
端領域を介してERKに繋がる細胞内シグナル
を発し，NF-κBの活性化およびその下流の遺
伝子発現を生じると推定された． 
 
(3) 本研究で見出した AQP5 新機能を薬理学
的に調節する物質を見出すために，種々の生
薬エキスの作用を調べた．今回検討した生薬
の中で，桂皮は低濃度では AQP5 発現細胞に
選択的ERKリン酸化とKC mRNA発現を抑制し，
さらに高濃度では AQP5 を持たない細胞でも
KC 発現を抑制することが分かった(図 2)．し
かし，桂皮に含まれる主要な薬理活性成分と
して知られる cinnamaldehyde には同様の作
用はなく，本作用には水溶性の未知の物質が
本作用に関わっていると考えられた．今後，
桂皮に含まれる活性成分を同定できれば，
AQP5 による炎症反応亢進を選択的に抑制す
る効果をもつ薬物の開発に繋がると考えら
れた． 
 
本研究で得られた成績は，AQP5 が水チャネル
機能とは異なる機序を介して炎症性遺伝子 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.AQP5 発現細胞（実線）および非発現細
胞（破線）における TNF-αで誘発した KC 発
現に対する桂皮エキスの作用 
 
 
の発現を亢進する新機能を持つことを証明
したものである．新機能の生理学的および病
態生理学的意義についてはさらに検討が必
要であるが，特に炎症応答の亢進機能につい
ての薬理学的調節は AQP5 発現部位に特異的
な抑制という新たな炎症治療の概念へと繋
がる可能性があり興味深い． 
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