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研究成果の概要（和文）：　本研究では、水晶体特異的な水チャネルであるアクアポリン0 (AQP0) の物質透過
能および、細胞接着能について検討した。
（１）物質透過能解析は、AQP0を恒常的に発現させたL細胞（L-AQP0）および、アフリカツメガエルの卵母細胞
を用いて検討した。その結果、AQP0は水だけではなくアスコルビン酸を透過することが明らかとなった。また
（２）細胞接着能解析の結果、L-AQP0とベクターコントロールあるいは、L-AQP0とAQP1安定発現L細胞の間で接
着は認められなかったが、L-AQP0同士の組み合わせでのみ接着細胞が観察された。

研究成果の概要（英文）：(1) The permeation assay of AQP0 was used the stable L-cell line expressing 
AQP0. As the result, AQP0 can permeate ascorbic acid ex vivo, and also indicate that there is a 
difference between the import and export of ascorbic acid via AQP0 channel.
(2) The cell adhesion assay of AQP0 was revealed that AQP0 could bind directly to the opposing 
membrane through the C-loop domain. We also found that 109Pro and 110Pro were important amino acids 
for cell adhesion, but mutations in the C-loop of AQP0 did not affect AQP0 water permeability.

研究分野： 医療薬学、生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）水晶体は光学系として機能を果たすた
め、透明性を維持する必要がある。一方で、
無血管無神経組織であるため、水晶体の細胞
間での物質移動・物質輸送機構構は厳密に制
御されている。水晶体は、外側をカプセルで
覆われており、水やビタミン、酸素といった
生命活動に必要な物質は、血液がろ過して生
成された房水より取り込んでいる。 
栄養物質は、角膜側に存在する一層の上皮

細胞へ取り込まれ、その後水晶体の大部分を
占める線維細胞へ拡散される。そのため、上
皮細胞—線維細胞、あるいは線維細胞間の接
着や物質透過機能の探索は、水晶体透明性維
持機構を知る上で非常に重要である 
 この水晶体が何らかの原因で混濁すると、
白内障と呼ばれる疾患となる。白内障は、世
界中の盲目の原因の第 1 位となっている。唯
一の治療法は、混濁した水晶体を摘出し人工
眼内レンズを挿入する外科的手術であるが、
手術後の後発白内障発症など、問題点は数多
く残っている。このことから、白内障発症抑
制にむけた抗白内障薬の探索は急務であり、
そのために水晶体の特性を明らかにするこ
とは大変有意義である。 
 
（２）我々は水晶体線維細胞の膜タンパク質
の 60%以上を占める AQP0 に着目し検討を
行なってきた。その結果、水晶体内アスコル
ビン酸濃度と A Q P 0 の発現量に高い相関性
があることを明らかにし、また A Q P 0 が水
だけではなくアスコルビン酸を透過させ、水
晶体内の抗酸化物質拡散に寄与することも
報告した。本論文は、AQP0 が水以外の化合
物を透過させることを証明した最初の論文
であり、分子量約 176 で抗酸化物質のアスコ
ルビン酸が AQP0 チャネルを通過できるこ
とは AQP0 研究者だけではなく、他の AQP
ファミリー研究においても大きなインパク
トを与えた。 
 
（３）一方、AQP0 は細胞の接着にも関与す
ることが示唆されているが、直接的データは
いまだ報告されていない。しかし、AQP0 変
異を持つ遺伝的家系では、水晶体線維細胞の
接着が減弱し、早期に白内障を発症すること
から、AQP0 の細胞接着機能もまた、水晶体
透明性維持に重要であることが推察される。 
しかし、細胞接着機能に関与する AQP0 部
位はいまだ明らかにされていない。 

AQP0 はチャネル機能と細胞接着機能を
合わせ持つことで、水晶体内の物質輸送のジ 
ャンクション機能を果たすことができると
推察される。そのため AQP0 のチャネル特
性と細胞接着機能に関与する部位の同定は、
AQP0 ジャンクション機能調節機構を解明
する上で重要である。 
 
２．研究の目的 

AQP0 の物質透過能は加齢に伴い低下する

ことが知られており、AQP0 の機能低下が水
晶体内抗酸化物質拡散低下を引き起こし、白
内障を誘引すると考えられる。 
本研究では AQP0 のチャネル特性および、

ジャンクション機能を検討することで、アス
コルビン酸を含めた水晶体内物質透過機序
を明らかにし、A Q P 0 を標的とし水晶体内
抗酸化物質濃度均一化による抗白内障効果
を発揮する、新しいメカニズムの抗白内障薬
の開発を目指した。 
また、AQP0 のチャネル機能および、水晶

体内物質輸送機構を解明し、水晶体透明性維
持機構を明らかにし、新しい抗白内障薬を開
発することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）AQP0 のチャネル機能の解明 
本研究では、AQP0 のアスコルビン酸以外に

透過する低分子化合物の探索を行う。また、
化合物の電荷、あるいは分子量による AQP0
チャネル透過の差異を明らかにする。 
具体的には、AQP0 を安定的に発現させた L

細胞および、AQP0 を一過性に発現させたアフ
リカツメガエルの卵母細胞の系を用いた。 
どちらの細胞系でも、低分子を高濃度に含

む培地で一定時間培養し、培養後、細胞内の
濃度を HPLC もしくは、蛍光顕微鏡やフロー
サイトメーターを用いて測定した。 
 

（２）AQP0 の細胞接着能、およびジャンクシ
ョン機能の解析 
 AQP0 の細胞接着能の解析は、cell tracker
試薬を用いて検討した。AQP0 を安定的に発現
させた L 細胞に cell tracker Red 試薬を取
り込ませ、単層に培養した。単層培養後、上
から cell tracker Blue 試薬を取り込ませた
L 細胞を滴下し、接着培養させた。一定時間
培養後、上層細胞/下層細胞比をフローサイ
トメーターにより検討した。 
 また、AQP0 の細胞接着に必要なドメインの
探索は、AQP0 の各細胞外ループ領域(A-loop, 
C-loop, E-loop 領域)をグルタチオン S トラ
ンスフェラーゼ (GST) に融合させた発現ベ
クターを作成し、GST pulldown 法により結合
部位を同定した。 
 
４．研究成果 
AQP0 のチャネル機能の解明は、アフリカツ

メガエルと L-cell を用いて検討した。その
結果、ルシファーイエロー（カチオン性低分
子）、DAPI（アニオン性低分子）ともに透過
しないことが明らかとなった。さらにその他
の低分子化合物も検討したがいずれも AQP0
チャネルポアを透過しなかった。 
そこで、AQP0 の機能を制御する新規候補タ

ンパク質の検討を行った。その結果、水晶体
に発現している中間径フィラメントである
フィレンシンが直接の相互作用を介して
AQP0 の物質透過能を負に制御することが明
らかとなった。 



 次に、細胞接着能について検討した。古く
より AQP0 は、物質透過能と細胞間接着能の
二つの機能を持つことが推察されていたが、
直接的なデータはいまだ報告されていなか
った。そこで本採択課題では、GST pulldown
法により結合部位を同定した。その結果、
AQP0 は C-loop を介して互いに結合すること
が明らかとなった。さらに AQP0 の細胞接着
能をL細胞を用いて検討した。その結果、AQP1
およびベクターコントロールにくらべ、AQP0
発現 L 細胞で有意な細胞接着が認められた。
さらに C-loop の中で細胞接着に関与するア
ミノ酸の同定を目指し、いくつかの変異を導
入した AQP0 を用いて検討した。その結果、
C-loop の V109, V110 が深く関与しているこ
とが示唆された。一方でこの領域に変異を入
れても水透過能に影響を与えないことが明
らかとなった。 
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