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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。
その結果、（１）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り、（２）AQP1発現L細胞では認
めれれなかった細胞接着が、AQP0発現L細胞同士の組み合わせでのみ観察された。

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.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
（１）水晶体は、外側をカプセルで覆われて
おり、角膜側に一層の上皮細胞層がある。上
皮細胞は赤道部付近で伸長し、水晶体実質の
大半を占める線維細胞へと分化し、核やオル
ガネラを消失しながら徐々に内部へ押し込
まれる。そのため、水晶体の細胞は生涯細胞
が脱落することのない。また、無血管無神経
組織であるため、水やビタミン、酸素といっ
た生命活動に必要な物質は、房水から上皮細
胞へ取り込まれ、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
あると考えられている。 
 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）水晶体は無血管無神経組織であるが、
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。そのため、水晶体の細胞
間での物質移動・輸送は厳密に制御されてい
る。水晶体線維細胞膜には、水晶体特異的な
水チャネルであるアクアポリン 0（AQP0）
が発現しており、60％以上を占めると言われ
ている。この AQP0 は水透過機能だけではな
く、水晶体線維細胞の細胞間接着に関与する
ことが示唆されているが、それを直接示した
データは存在しない。 
 
（３）アクアポリンは、哺乳類だけではなく、
植物を含む様々な生物でこのチャネルファ
ミリーの発現が確認されている。その中でも
AQP0 は他の AQP ファミリーと比べ水の透
過能が極端に低い。AQP0 のチャネルとして
の機能は、C 末端領域のリン酸化や他のタン
パク質との相互作用によって制御されてい
る。これまでにいくつかのタンパク質が
AQP0 の C 末端領域と結合し、その機能を調
節することが報告されているが、いままで知
られていない AQP0 制御機構の存在も示唆
されている。AQP0 と結合し、AQP0 のチャ
ネル機能を制御する新規タンパク質を明ら
かにすることは、水晶体の細胞間での物質移
動・輸送を知る上で有益な情報となる。 
 近年、AQP0 チャネルは、水以外にも幾つ
かの低分子化合物を透過させることが報告
されている。AQP0 チャネルを透過すること
ができる化合物の物性特性を知ることは、
AQP0 を標的とした医薬品開発の際の指標の
一つとなりうる。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、AQP0 を標的とした新規抗白
内障薬の創生を目指し、以下のことを明らか
にする。 
（１）AQP0 と相互作用し、その機能を調整
する新規タンパク質を探索する。 
（２）AQP0 チャネルを透過することができ
る物質の物性を明らかにする。 
（３）AQP0 の細胞間接着能および、細胞間
ジャンクション機能を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）AQP0 と相互作用する新規タンパク質
の探索 
GST に融合させた AQP0 の C 末端領域
(GST-AQP0 Cterm) ペプチドを大腸菌で発
現させ、GST-AQP0 Cterm と水晶体抽出物
を混合し、GST-pulldown 法により、結合タ
ンパク質の探索を行った。 
（２）AQP0 のチャネル機能解析 
 AQP0 チャネルを透過できる物質の物性特
徴を解明することを検討するため、AQP0 を
恒常的に発現させたマウス線維芽細胞L細胞
（L-AQP0）、あるいは AQP0 を発現させたア
フリカツメガエルの卵母細胞を用いた。
L-AQP0、あるいは AQP0 発現卵母細胞を異
なる物性をもつ低分子化合物で暴露し細胞
内輸送能を検討した。具体的な化合物は、ル
シファーイエロー（アニオン性低分子）およ
び、DAPI（カチオン性低分子）である。 
（３）AQP0 の細胞接着能の解明 
 AQP0の細胞接着能の解明をL-AQP0細胞
を用いて検討した。L-AQP0 細胞を二群に分
け、一群を CellTracker Red で標識し、一層
に培養する。培養後、CellTracker Blue で標
識したもう一群を播種し、細胞同士を接着さ
せる。培養後、接着しなかった細胞を除去し
た後、フローサイトメーターにて、Red/Blue
比を測定し、細胞同士の接着を確認した。 
 
４．研究成果 
（１）AQP0 と相互作用する新規タンパク質
の探索 
 AQP0 と相互作用し、その機能を調整する
新規タンパク質の探索をGST-pulldown法を
用いて検討した。その結果、水晶体特異的な
中間径フィラメントであるフィレンシンが
AQP0 と相互作用することが明らかとなり、
さらにAQP0のC末端領域とフィレンシンの
tail 領域で直接結合することが明らかとなっ
た。 
 
（２）AQP0 のチャネル機能解析 
 AQP0 チャネルを透過できる物質の物性特
徴を解明することを検討した。その結果、ア
スコルビン酸は AQP0 チャネルを透過する
ことが明らかとなったが、ルシファーイエロ
ー（アニオン性低分子）および、DAPI（カ
チオン性低分子）は AQP0 チャネルを透過し
ないことが明らかとなった。 



 
（３）AQP0 の細胞接着能の解明 
 AQP0 の細胞接着能の解明を CellTracker 
Red および CellTracker Blue 試薬を用いて
flow cytometer にて細胞接着能を検討した。
その結果、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。 
 本研究で、AQP0 の物質透過能特性と細
胞接着能特性を明らかにすることができた。
今後AQP0を標的とした新規抗白内障薬の
創生を目指す。 
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