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研究成果の概要（和文）：アクアポリン-11（AQP11）は、小胞体に局在するユニークな水チャネル分子である。しかし
、AQP11の小胞体における分子機能については全く明らかにされていない。本研究では、AQP11の小胞体における分子機
能を明らかにする目的で、小胞体が細胞内カルシウム貯蔵部位であることに着目して、イメージング解析、プロテオー
ム解析などを行った。その結果、AQP11は小胞体内カルシウムイオン貯蔵量を適正に保つ機能を持つこと、そしてこの
機能には、タンパク質輸送装置であるトランスロコンが関与している可能性などを見出した。今後、これらの知見の生
物学的意義を明らかにしていく必要がある。

研究成果の概要（英文）：Aquaporin-11 (AQP11) is an ER-residential water channel protein. AQP11 is the 
latest member of the mammalian water channel protein family to be described and, thus, its molecular 
function in the ER is largely unknown. In this study, in order to clarify the molecular function, imaging 
analysis and proteomics were performed. Imaging analyses showed that AQP11 might have an important role 
in the regulation of calcium content in the ER. A proteome analysis identified a translocon protein as 
one of the AQP11-binding partners, and subsequent imaging studies suggested that this interaction was 
involved in the regulation of calcium content in the ER. Future studies will clarify the biological 
significance of calcium homeostasis in the ER by AQP11.

研究分野：獣医薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

アクアポリン（aquaporin，以下 AQPとする）

とは，水分子が透過する孔（水チャネル）と

して同定された膜タンパク質である．現在ま

でに 13 種類（AQP0～AQP12）の AQP が哺

乳動物において同定されている．研究代表者

のグループはこれらの中で，AQP11を発見し

た（文献①）．そしてその後の研究から，（１）

AQP11 が腎の生後の正常な発達に必須の分

子であること，（２）AQP11 はホモ４量体を

形成して小胞体膜に局在すること，（３）AQP

間で保存されて

いるNPAモチー

フが，AQP11 で

はNPCモチーフ

となっており，

このNPCモチー

フが構造維持に

重要（図１参照）

で あ る こ と ，

（４）AQP11 の

水チャネル活性

は AQP1 等に比

べて 1/10 程度と非常に低いことなどを明ら

かにしてきた．しかしながら，生後の腎の発

達に必須の分子である AQP11 が，小胞体に

おいてどのような分子機能を持っているの

かは不明のままである． 

 

２．研究の目的 

小胞体の機能としては，タンパク質合成，脂

質代謝，細胞内カルシウムの恒常性維持など

の機能が知られている．AQP11のノックアウ

ト動物では，腎の生後の発達期に嚢胞形成を

伴う腎障害がみられる．これまでのヒトの常

染色体優性遺伝多発性嚢胞腎の研究から，細

胞内カルシウムシグナリングの異常が嚢胞

発症と密接に関わっていること（文献②，文

献③）から，研究代表者は，AQP11が細胞内

カルシウムイオン濃度を適正に調節する分

子機能を持つとの仮説を立てた．本研究では，

この仮説を証明するために，細胞内カルシウ

ムイオン濃度測定のためのイメージング解

析や，AQP11結合タンパク質を同定するため

のプロテオーム解析などを行った．また，小

胞体ストレス応答と呼ばれる現象が，小胞体

内カルシウム量と密接に関係していること

が報告されていること（文献④）から，AQP11

と小胞体ストレス応答との関連性について

の検討も行った． 

 

３．研究の方法 

２．「研究の目的」で述べた仮説を証明する

ために，（１）AQP11結合タンパク質の同定，

（２）AQP11の小胞体カルシウム貯蔵量調節

メカニズムの解明，そして（３）小胞体スト

レス応答における AQP11の関与についての

検討の３項目に分けて研究を行った． 

 （１）の研究には，我々が新規に確立した

オンビーズタンパク質消化 LC-MS/MS法を

用いて AQP11結合タンパク質の同定を試み

た．この方法を用いると，旧来の方法では全

く同定できなかった微量のサンプルを用い

ても，タンパク質を同定できることを確認し

ている． 

 （２）については，エステルを切断する酵

素を小胞体膜に選択的に安定発現させた細

胞株に、Fluo-5Nと呼ばれるカルシウム蛍光

指示薬のエステル体を負荷して行った．この

細胞株では、小胞体に Fluo-5Nが選択的に局

在し、局在部位のカルシウム濃度のみを測定

することが可能となる。 

 （３）に関しては，AQP11ノックアウト動

物の発現量を変化させて，小胞体ストレス応

答の指標である小胞体ストレスセンサータ

ンパク質の発現量などがどのように変化す

るのかについて調べた． 

 最終的にはそれらの結果を総合的に考察

することによって，AQP11の分子機能として

の細胞内カルシウムイオン濃度を適正に調

NC
図１．野生型AQP11（淡色）、お
よびAQP11-C101A変異体（濃
色）の分子モデリング。矢印の部
分が、２分子間でずれている。



節する作用，また，この分子機能と小胞体ス

トレス応答との関連性についての仮説検証

を行った． 

 

４．研究成果 

（１）AQP11結合タンパク質の同定 

腎由来細胞株に AQP11を発現させてプロテ

オーム解析（オンビーズタンパク質消化

LC-MS/MS法）を行った．コントロール群に

は，タンパク質の機能に関するデータベース

を参考に，AQP11とは結合しないが小胞体に

局在するようなタンパク質を発現させたも

のを用いた．プロテオーム解析の結果，コン

トロール群と比べて，AQP11と特異的に結合

するタンパク質として 322種類を同定した．

次に同定したタンパク質を The UniProt 

databases （http://www.uniprot.org/help/about）

を参照して図２のように類別した．図２から

分かるように，AQP11が水チャネルであるこ

とから，トランスポーター関連タンパク質が

多く同定されている．これらのタンパク質の

中で，細胞内カルシウム濃度調節に関係する

タンパク質を，これまでの論文などを参考に

選別した．選別後，機能複合体であれば代償

性の変化が見られると考え，AQP11ノックア

ウト動物由来の腎におけるこれらの遺伝子

発現量を調べた．その結果，タンパク質輸送

装置であるトランスロコンタンパク質が

AQP11と連関して細胞内カルシウム濃度を

調節する候補分子として浮上した． 

 

（２）AQP11の小胞体カルシウム貯蔵量調

節メカニズムの解明 

最初の 2年間において，小胞体内カルシウム

イオン濃度をリアルタイムにモニタリング

できるイメージグ解析系の構築を試みた．そ

の結果，系を構築することに成功した．この

系を用いて，AQP11発現による小胞体内カル

シウム濃度を調べた結果を図３に示す．図３

から分かるように，AQP11の発現（赤色細胞）

により，小胞体内カルシウムイオン濃度の著

明な減少を観察した（赤色細胞に一致した部

位における緑色蛍光の減少）．この結果は，

AQP11が小胞体内カルシウム濃度を減少さ

せる作用を持つことを示している．次にこの

系を用いて，（１）の研究で見出した AQP11

結合タンパク質のトランスロコンタンパク

質が AQP11の小胞体内カルシウム濃度減少

作用に関与するかどうかを，トランスロコン

タンパク質の阻害薬であるアニソマイシン

を用いて検討した．その結果，AQP11発現に

よる小胞体内カルシウム濃度減少効果がア

ニソマイシンにより減弱することを観察し

た．以上の結果から，AQP11はトランスロコ

ンタンパク質に結合し，トランスロコンタン

パク質と連動して小胞体内のカルシウム量

を，引いては細胞質のカルシウム濃度を適切

に調節していることが考えられた． 

 

（３）小胞体ストレス応答における AQP11

の関与についての検討 

小胞体における貯蔵カルシウム量の変動は，

小胞体ストレス応答と呼ばれる細胞内情報

伝達経路を介して細胞の生死を調節してい
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図２．AQP11結合タンパク質の分子機能による分類
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図３．AQP11発現による小胞体内Ca2+濃度の減少



ることが知られている．そこで AQP11と小

胞体ストレス応答との関連性について調べ

た．その結果，小胞体ストレス応答→カスパ

ーゼ３活性化→ミトコンドリア機能不全→

活性酸素量増加→細胞障害の経路に対して，

AQP11が保護的な役割を担っている可能性

を見出した． 

 以上の成果から，AQP11は小胞体内カルシ

ウムイオン貯蔵量を適正に保つ機能を持ち，

この機能の一部にはトランスロコンが関与

していること，そしてこの機能は小胞体スト

レス応答の調節に重要であることなどが考

えられる．今後，AQP11の細胞内カルシウム

恒常性維持機構の生物学的意義をより明確

にしていく必要がある． 
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