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研究成果の概要（和文）：腎臓集合管細胞で、バソプレッシンによって細胞内から細胞膜へ移行するアクアポリ
ン2について、269番目のセリン（S269）のリン酸化・脱リン酸化と細胞内トラフィッキングに関する解析を、ラ
ットと培養細胞でおこなった。Ser269のリン酸化を認識する抗体について、その特異性を十分に確認し、S269は
間違いなく細胞内でリン酸化されることと、脱リン酸化されなくても細胞内へ戻ることが確認できた。また、脱
リン酸化酵素としてカルシニューリンの可能性を考え、シクロスポリンによってカルシニューリンを阻害した状
態ではS269の脱リン酸化が阻害されるか否かの解析を試みたが、条件設定において更なる検討が必要となった。

研究成果の概要（英文）：Aquaporin-2 (AQP2) is a water channel protein which traffics between 
intracellular vesicles and surface plasma membrane in the presence of vasopressin. We analyzed the 
relationships between phosphorylation-dephosphorylation of serine 269 (S269) and intracellular 
trafficking both in the rat kidneys and cultured cells. We carefully verified the specificity of the
 antibody to S269-phophorylated AQP2, which have been previously produced, and confirmed our results
 that S269 is phosphorylated intracellularly and AQP2 is internalized even if it is phosphorylated. 
Then, we focused on the dephosphorylation of S269. We expected the importance of calcineurin as a 
putative phosphatase. We examined whether S269-dephosphorylation would be delayed in the presence of
 ciclosporin which is a calcineurin inhibitor. However, further consideration of the experimental 
protocol is required. 

研究分野： 基礎医学
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１．研究開始当初の背景 
腎臓で尿量を調節するのに重要なアクアポ
リン 2（AQP2）は集合管細胞の細胞内小胞と
細胞膜表面との間をトラフィッキングする。
生体内バソプレッシン濃度が高い状態では
より多くの AQP2 を細胞膜表面におき、水の
再吸収を盛んにおこなう。つまり AQP2 のト
ラフィッキングは尿量調節においてきわめ
て重要であり、トラフィッキング機構の破た
んは腎性尿崩症を引き起こす。我々はこれま
での研究で、AQP2 のリン酸化状態と細胞内分
布の関係を中心に解析をおこなってきた
（2010～2012年度 若手研究B アクアポリ
ン2のリン酸化と細胞内分布および細胞内移
送に関する解析）。AQP2 の細胞内 C 末領域に
は、バソプレッシンに反応してリン酸化状態
を変化させるセリンが 4か所存在する。この
うち 256 番目のセリン（Ser256）と 269 番目
のセリン（Ser269）を中心に解析した結果、
以下の結果を得ることができた。従来トラフ
ィッキングに重要と考えられていた Ser256
は、バソプレッシン非存在下でもリン酸化さ
れていて、リン酸化されても細胞内にとどま
る。一方、Ser269 はバソプレッシン作用時に
のみ急激にリン酸化され、リン酸化されたア
クアポリン 2はすぐに細胞膜へ移行する。つ
まり、バソプレッシンによるアクアポリン 2
のトラフィッキングには、Ser256 よりも
Ser269 のリン酸化が重要であることが示唆
された。しかし、Ser269 のリン酸化がトラフ
ィッキングにおいてどのような役割を果た
すかはほとんどわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 
AQP2 のリン酸化状態に応じて相互作用する
分子が存在し、アクアポリン 2を細胞内小胞
にとどめる、細胞膜へと移行させる、細胞膜
に留める、さらには細胞膜から細胞内小胞へ
移行させるといった過程をコントロールし
ていることが考えられる。このような調節因
子の一部はわかりつつあるが、全容の解明に
はほど遠い。本研究の目的は AQP2 のリン酸
化状態の変化とトラフィッキングとの関係
を明らかにしつつ、トラフィッキングを調節
する因子を探索し、調節機構を明らかにする
ことである。 
 
３．研究の方法 
（1）リン酸化 AQP2 抗体の特異性の再検証 
①ウェスタンブロットによる検証 
バソプレッシン投与 30分後の SDラットの腎
臓を採取し、髄質のホモジネートを作成した。
ホモジネートの一部は脱リン酸化酵素であ
る lambda protein phosphatase (PP)で処理
し、未処理のホモジネートとともに電気泳動
をおこない、ウェスタンブロット解析を行っ
た。 
②免疫染色による検証 
バソプレッシン投与 5 分、30 分後の SD ラッ
トの腎臓を採取し、パラフィン切片を一部は

PP で処理し、一部は処理せずに免疫染色をお
こなった。 
 
（2）培養細胞を用いた Ser269 のリン酸化が
おこる細胞内コンパートメントの解析 
培養細胞はブタ腎臓由来のLLC-PK1細胞を用
いた。pcDNA3.1 ベクターまたは pEGFP-C1 ベ
クターにラット AQP2 の cDNA を組み込み、リ
ポフェクション法でトランスフェクション
し、安定的に発現させた細胞を用いた。AQP2
のセリンのリン酸化擬似体としてはセリン
をアスパラギン酸に置換したもの、非リン酸
化擬似体としてはアラニンに置換したもの
を PCR により作成した変異 cDNA の発現によ
り解析した。培養細胞はカバーガラス上また
はフィルター上で培養し、バソプレッシンま
たはバソプレッシン受容体拮抗薬を培地に
添加した。種々の時間後に固定し、蛍光抗体
法で免疫染色をおこなった。 
 
（3）脱リン酸化酵素に関する解析 
SD ラットに 5%グルコース・1%エタノール水
溶液を1晩与えて水負荷状態として以下の実
験に用いた。脱リン酸化酵素であるカルシニ
ューリンの阻害薬であるシクロスポリン、ま
たはコントロールとしてシクロスポリンの
溶媒として用いたクレモフォールのみを腹
腔に投与して、30 分後にバソプレッシン、さ
らに 30 分後にバソプレッシン受容体拮抗薬
を順次投与し、その 30 分後に腎臓を採取し
て固定、パラフィン包埋した。免疫染色で
AQP2 のリン酸化状態の変化を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）リン酸化 AQP2 抗体の特異性の再検証 
我々は AQP2 の Ser269 のリン酸化について、
ラットを用いた解析からバソプレッシンに
反応して細胞内でリン酸化がおこり細胞膜
へ移行すること、さらにバソプレッシン受容
体拮抗薬を投与すると Ser269 がリン酸化さ
れた状態で AQP2 は細胞内へ取り込まれてく
ることを示した。しかし過去の報告では、
Ser269 がリン酸化された AQP2 は集合管の頂
部細胞膜にのみ検出されることが示されて
おり（Moeller et al. 2009）、バソプレッシ
ンによって細胞膜へ移行した AQP2 が細胞膜
上のリン酸化酵素によってリン酸化される
ことが示唆された（Moeller et al. 2014）。
したがって、我々の結果を慎重に検討する必
要があり、Ser269 リン酸化抗体の特異性と、
免疫染色の特異性を再度検証した。まずはウ
ェスタンブロットにおいて、バソプレッシン
を投与したラット腎臓のホモジネートを脱
リ ン 酸 化 酵 素 で あ る lambda protein 
phosphatase (PP)で処理して解析した結果、
未処理サンプルでは検出されたバンドが PP
処理サンプルでは消失した。さらに腎臓組織
切片を PP 処理してから抗体を反応させたと
ころ、PP 未処理切片では検出されたシグナル
が、PP 処理切片では消失した。バソプレッシ



ン投与直後のサンプルでも PP 処理により細
胞内のシグナルが消失したことから、我々の
自作抗体の特異性と免疫染色での特異性は
問題が無いことが確認できた。さらに過去の
文献で用いられていたものと同等と考えら
れる市販抗体でも検討したが、市販抗体では
脱リン酸化酵素で処理した切片でもシグナ
ルが消失しないことから特異性に問題があ
ることがわかり、本研究の遂行にあたっては
自作抗体を用いることとした。この結果を受
けて、ここまでの結果を学術誌に投稿し、掲
載された（Shimizu et al. 2017）。 
 
（2）培養細胞を用いた Ser269 のリン酸化が
おこる細胞内コンパートメントの解析 
ラット腎臓の解析から、AQP2 の Ser269 のリ
ン酸化は細胞内でおこることが示唆された。
このことを培養細胞で証明しようと試みた。
Ser256 をアラニンに置換した非リン酸化擬
似体（S256A）ではバソプレッシンが作用し
ても AQP2 は細胞内に留まることが報告され
ていたこと、また我々の過去の研究で GFP を
融合した AQP2（GFP-AQP2）はバソプレッシン
を作用させても細胞内に留まるとの結果を
得ていたことから、AQP2-S256A または
GFP-AQP2 を用いれば、細胞内で Ser269 のリ
ン酸化がおこるか否かが確認できると考え
た。両者を用いてバソプレッシン作用後の
Ser269 のリン酸化について検討した。それぞ
れ cDNA を LLC-PK1 細胞に導入して安定的に
発現させ、リン酸化 AQP2 抗体で免疫染色を
おこなった。その結果、まず S256A ではバソ
プレッシンを作用させても明らかに AQP2 は
細胞内に留まるが、Ser269 のリン酸化につい
ては安定した結果が得られなかった。Ser269
は Ser256 がリン酸化されていないとリン酸
化されないとの報告もあるので、目的を達す
るためには別の変異体を用いる必要がある。
GFP-AQP2 については、バソプレッシンを作用
させると Ser269 のリン酸化がはっきりと認
められた。しかし今回改めて解析すると、バ
ソプレッシンを作用させていない状態で、
GFP-AQP2 は細胞膜に移行している可能性が
否定できなかったため、やはり Ser269 のリ
ン酸化が細胞内でおこることを示すことは
できなかった。LLC-PK1 細胞はバソプレッシ
ン受容体を発現していることから、バソプレ
ッシンの作用を検討するためには優れた培
養系であるが、扁平な細胞であるため、細胞
内と細胞膜のシグナルを蛍光顕微鏡レベル
で解析するには困難を伴うことがわかった。 
 
（3）脱リン酸化酵素に関する解析 
バソプレッシン投与後、さらにはバソプレッ
シン受容体拮抗薬投与後の Ser269 のリン酸
化・脱リン酸化は急激におこることから、
Ser269 のリン酸化のみならず脱リン酸化は
AQP2 の細胞内移送にはきわめて重要な事象
であることが考えられる。そこで、これまで
あまり注目されてこなかった脱リン酸化酵

素について解析をおこなった。腎臓尿細管で
機能する Na-K-Cl 共輸送体などでは、脱リン
酸化酵素であるカルシニューリンが輸送活
性を調節するとの報告があり、AQP2 について
もカルシニューリンの関与が報告されてい
る。カルシニューリンの解析には阻害剤とし
てシクロスポリンが用いられる。ラットにシ
クロスポリンを投与してカルシニューリン
活性を阻害した状態で、バソプレッシンで
Ser269 をリン酸化させ、引き続きバソプレッ
シン受容体拮抗薬投与後の脱リン酸化過程
の変化を検討した。結果は Ser269 の脱リン
酸化過程とシクロスポリン投与すなわちカ
ルシニューリン活性阻害の有無との関係は
明らかではなかった。問題点として、シクロ
スポリン投与で実際にカルシニューリンが
阻害されていたのか否かの確認が難しいこ
とである。カルシニューリンを検出する 2種
類の抗体で免疫染色したが、シクロスポリン
を投与していない個体の腎臓でも染まらな
かった。したがって実験方法の更なる検討が
必要である。 
このように、動物を用いた解析は条件設定等
が難しいことから培養細胞での解析もおこ
なった。AQP2 を安定的に発現させた LLC-PK1
細胞を用いて、まず動物と同様に、バソプレ
ッシン投与後にバソプレッシン受容体拮抗
薬を投与することで脱リン酸化過程を解析
できるかの確認をおこなった。しかし、現時
点ではバソプレッシン受容体拮抗薬の効果
が明らかではないことから、シクロスポリン
を添加する実験には至っていない。更なる条
件設定の検討が必要である。 
 
以上の結果から、AQP2 のリン酸化状態に応じ
て相互作用する分子についての解析には至
らなかったものの、AQP2 の Ser269 のリン酸
化の重要性を示すことができた。リン酸化と
ともに脱リン酸化が AQP2 の細胞内移送に重
要な機構であることが想定されるため、脱リ
ン酸化調節機構については今後も検討が必
要である。 
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