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Mcmbranc water transpolt is an cssential flnal cvent not Only in thc OsmOtic cell

volume change but alsO in the fol10wing cell vOlumc regulatiOn.First,、 vc invcstigatcd

thc rOute of water transport inv01vcd in a regulatory volume decreasc(RVD)a■ cr

osmotic s、 velling in human epithclial lntestine 407 cens.Functional expressiOn of water

ChaFlllel in the cell membranc was suppOltcd by theね cts Of P1/Pd>>l as well as

prominent temperature dcpendence and inercury sensitivity ofPf.IVlolccular cxprcssion of

AQP3 water channel was cOnfi..1led by RT― PCR and illllnllnostaining.The RVD response

was sigmflcantly suppresscd by mercury or antisensc― induced dOwlregulation of AQP3.

Second,an inv01vcment of watcr chalmel in a rcgulatory volumc increasc(RVI)a■ er a

secretory volume decrease (SVID)induCed by a secretagogue, carbach01, in human

colollic T84 cpithclial cclls.AQP3 cxpressiOn was dcmonstrated by RT― PCR and



immunOstaining.Antisense‐ mediatcd kllockdowll of AQP3 exprcssion abolished SVD

and RVI.When incrcury、vas applied upon thc SVD pcak,thc fol10、ving RVI was blockcd.

Taken togcther,it is cOncludcd that AQP3 water challnels scⅣ e as a prercquisitc pathway

for volume‐rcgulatory watcr transport in human intcstinal cpithclial cells.

《本文》

研究目的

すべての動物細胞の容積は固有の正常値に調節されてお り、たとえ異常浸透
圧環境下において膨張・縮小が強いられたとしても、その後速やかに正常容積
へ復帰する能力を持っている。例えば、低浸透圧刺激時における浸透圧性水流
入によって、あるいは糖・アミノ酸などの有機溶質の吸収時にそれらの細胞内
蓄積によって、小腸吸収上皮細胞は膨張を強い られるが、その後速やかに
Rcgulatory Volume Dccreasc(bπD)を示す。また高浸透圧刺激時における水流出
がおこるときや、各種ホルモンや神経伝達物質による刺激によって等張 NaCl液
を分泌するときに、大腸や小腸の腺分泌細胞は縮小化を強いられるが、その後
Regulttory Volumc lncrease(RVI)と よばれる容積調節を示す。私達はこれまで
の研究で、これ らの細胞では、K+チ ャネルと Clチャネルの並列的開口による
KCl流出と、NダーK+-2Cl~シ ンポータ活性化による NaCl流入による水移動の駆動
によって、それぞれ RVDと RVIが達成されることを明らかにした。このように
RVDと RVIのイオン機序の解明はほぼ終了を見たが、容積調節の最終的達成の
ための水輸送がどこを通っていかにして行われているかについては未だ不明で
あった。

細胞膜を通る水のルー トは、基本的には脂質二重層を介する単純拡散路と、膜
貫通蛋白を介する促通拡散路に分けられる。後者は、イオンや溶質を運ぶイオン
チャネルや トランスポータを水が slippagcすることによるもののみと永らく考え
られてきたが、最近水を選択的に通す水チャネル aquaporin(AQP)の 存在が証明
され、現在まで 10種以上の AQPメ ンバーが同定されている。しかしながら、容
積調節メカニズムにこれらの AQPが関与するかどうかについては未だに不明で
あった。

本研究は、腸管上皮細胞の 黒の と RVIと いう両種の容積調節において、水チ
ャネルが関与するのかどうか、するとすればいずれの AQPメ ンバーが関与するの
か、という二点について検討 し、容積調節メカニズムの最終的解明に到達するこ
とを目的とする。

研究結果

A.ヒ ト小月易Intcstine 407細胞 RVDにおける水チャネルの役害J
本細胞における低浸透圧刺激後の RVDは、容積感受性 Crチャネル (VSOR)
の開口 (Kubo&Okada,1992J.Pllysiol.)と 中間型コンダクタンス C′

+依
存性 で

チャネル (IKl)の開口 (Wang ct al.2003 Am.J.Physiol.)に よる KCl流出に基づ
き、これを種々のレセプターがォー トクリン的に調節することを私達は明らかに



してきた (Okada et al.2001」 .Pttsiol.)。 本研究では KCl流出に駆動される水輸送
のルー トを次の手順で解明した。
1)水チャネルの機能的発現
浸透性水透過係数 (PDと 拡散性水透過係数 (Pd)の比 (P/Pd)が 1よ りはる
かに大きいことが水チャネルの機能的発現の第 1ク ライテリアであるので、重水
を用いてのNMR法によって Pd値を測定し、浸透圧性細胞容積変化の立上りの観
察からPf値を測定した。その結果、Pd値は 0.47 μm/s、 Pf値は 17.5μm/sで あるこ
と、したがって Pf/Pd値は 37.2と 1よ りはるかに大きいことを明らかにした。
水チャネルの機能的発現の第 2の クライテリアは、水輸送の活性化エネルギ
ー (Ea)が 5 kca1/molよ り小さいことであるので、Pf値の温度依存性の変化を測
定し、これらのデータを Al・rlleniusプ ロットして、そのスロープから Ea値を求め
たところ 1.6 kca1/111olと 計算された。

多種の水チャネルの機能的発現の第 3のクライテリアは Pf値の水銀などの SH
修飾剤に対する感受性であるので、これをテス トしたところ、Pf値は水銀によつ
て有意に減少することが明らかになった。

以上の 3つのクライテリアから、Intestine 407細 胞膜には水チャネルが機能的に
発現していることが確認された。

2.AQP3水 チャネルの分子的発現
RT―PCR法によって AQPl～9の遺伝子発現を調べたところ、AQP3が最も強く
発現し、AQPlは僅かに発現しているのに対し、他の AQPの発現は確認されな
かった。蛍光抗体法によって AQP3タ ンパク質の発現も確認 された。
3.APQ3水 チャネルの RVDへの関与
AQP3の分子発現をアンチセンスオ リゴヌクレオチ ドによってノックダウン
(蛍光抗体法で確認)し、低浸透圧液を与えて膨張させた後に見られる RVDヘ
の影響を調べたところ、RVDの顕著な緩除化と抑制が見られた。このような効
果は対照としてのセンスオリゴヌクレオチ ドでは見られなかった。
次に水チャネル阻害剤である水銀の投与下では、浸透圧性 (水流入による)
細胞膨張の立上げスピー ドが鈍化すると共に、RVDの完全抑制が観察された。
以上の結果より、ヒト小腸上皮 Intcstine 407細胞の浸透圧性膨張後の容積調節
(RVD)の達成の最終プロセスである容積調節性水流出には、AQP3水チャネル
の役割が不可欠であることが明らかになった。

B.ヒ ト大腸 T84細胞 RVIにおける水チャネルの役割

腸管の腺上皮細胞においては、各種ホルモンや神経伝達物質などの分泌刺激を
受けて、能動的に Clを分泌し、結果としては等張 NaCl液を分泌 している。この
ときに本上皮細胞の容積はもちろん縮小 (分泌性細胞縮小 Sccretory Volume
Decreas:SVDと 呼ぶ)することが知られている。しかし私達は T84細胞と単離モ
ルモット大腸腺においてカルバコール (CCh)東J激時のそれは一過性であって、
たとえ分泌刺激中においてもその後に NttK+¨Cl~シンポータの活性化によって
RVIを示すことを明らかにした (Manabe ct al.P■ ugers Arch.Eun」 .Physiol.2004)。
本研究では本シンポータによる NaCl流入によって駆動された容積調節性水輸送
のルー トの解明を T84細胞を用いて 次の手順で行つた。
1)AQP3水チャネルの分子的発現
RT―PCR法によって AQP3の mRNAの発現を、蛍光抗体法によって AQP3タ ン
パク質の発現を T84細胞において確認 した。



2)AQP3水チャネルのRⅥ への関与
アンチセンスオリゴヌクレオチドによってAQP3の発現をノックダウン (蛍光
抗体法で確認)し、CCh刺激後に発生する SVDと これに続くRVIへの影響をコ
ールターカウンター法によって観察したところ、SVDが著しく抑制され、その結
果 SVDに続くRVIも 当然見られなくなった。
水チャネルの阻害剤である水銀の存在下においてCCh刺激した場合も、同様に
SVDの抑制が見られた。CChに よって SVD発生させた直後に水銀を加えた場合
は、SVD後にみられるはずのRVIの発生が完全に阻止されることが明らかとなっ
た。

以上の結果より、ヒト大腸上皮 T84細胞のCCh誘導性細胞縮小 (SVD)の後の
容積調節 (RVI)の達成の最終プロセスである容積調節性水流入には、AQP3水チ
ャネルの役割が不可欠であることが明らかになった。

考察

今回の研究で明らかになったことは、①細胞外液の浸透圧を減少させて浸透圧
的に水流入を起こさせる場合の水の通路には、AQP3水チャネルの関与は部分的
にみとめられるが、AQP3の ノックダウンによっても (その膨張スピードの純化、
即ちPf値の低下は見られるが)浸透圧性細胞膨張自体の程度は抑制されない。即
ち、浸透圧性水流入はAQP3水チャネルがなくとも他の通路 (脂質二重層など)
を通って起こりうるということである。これに対し、②浸透圧性膨張後の容積調
節 (RVD)時の水流出は、KCl流出に駆動されて発生することが知られているが、
この場合にはAQP3の機能阻害や分子発現ノックダウンによって完全に抑制され
ることが判明した。同様に、③分泌性容積縮小後の容積調節 (RVI)時の水流入
は、NaCl流入に駆動されて発生することが知られているが、この場合にもAQP3
なしには実現しえないことが明らかとなった。更に驚いたことには、④Cl~分泌に
駆動された水分泌によってもたらされる分泌性容積縮小 (SVD)においてもAQP3
は不可欠の役割を果していることが明らかとなった。これら②～④の事実から、
イオン移動に駆動された水移動の通路としては脂質二重層は働きえず、アクアポ
リン水チャネルがこの通路を与えるものと考察される。
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