
　アクアポリン 2（AQP2）は腎集合管に存在し，尿細管より
水の再吸収の役割を担っている。AQP2の調節障害は尿崩
症や低ナトリウム血症などの病態を引き起こす原因となり
うる1）。V2受容体変異による腎性尿崩症などは，現在，有
効な治療法がなく，また V2受容体拮抗薬であるバプタン
は，心不全や肝硬変に伴う浮腫，低ナトリウム血症に対す
る重要な治療法の一つとなり，protein kinase A （PKA）抑制
作用を利用して常染色体優性多発性囊胞腎の進行抑制に対
しても使用されている。AQP2の調節系を詳細に解明する
ことは，臨床上においても新たな創薬などの観点から重要
な課題である。AQP2の活性は下垂体より分泌されるバゾ
プレシンによりその機能を調節されている。バゾプレシン
による生理的作用は，培養細胞やマウスなどでさまざまな
観点から明らかになっているが，生理的作用へのシグナル
伝達機構の詳細は不明であった。われわれは，バゾプレシ
ンの下流に存在する PKAノックアウト（KO）腎集合管培養
細胞を作製し，定量的リン酸化プロテオミクスを用いて
PKA下流シグナルを網羅的に解析した。その解析結果を使
用し，これまでのバゾプレシンの生理的作用を説明するシ
グナル伝達系を作成した。

　バゾプレシンは基底側に存在する G蛋白共役型受容体
（GPCR）である V2受容体に結合し Gαsを活性化する。この

活性化によりアデニル酸シクラーゼが活性化し，細胞内サ
イクリック AMP（cAMP）が増加する。この cAMPの増加は
PKAの活性化につながり，以後，下流のシグナルに伝わっ
ていく2）。AQP2活性化作用につながるバゾプレシンの生理
的作用についてはさまざま研究が進められ知見が蓄積して
いる。それらは大きく 2つに大別される。一つは AQP2の
エクソサイトーシスの増加，リン酸化変化，エンドサイ
トーシスの低下，また細胞頂側膜付近のアクチン脱ポリ
マー化などによりAQP2の細胞質より頂側膜への移動（traf-

ficking）を促進するという知見である。また一方は，Aqp2遺
伝子転写の増加，アポトーシスの低下，細胞内 Ca2+の増
加，AQP2の安定性の増加などにより AQP2自体の発現を
増加させるという知見である。これら両者はともに AQP2

の機能が亢進する方向へ作用し，最終的に腎集合管よりの
水再吸収増加につながっていく。

　PKAは制御作用を持つ regulatory subunit （PKA-R）と酵素
活性を持つ catalytic subunit （PKA-C）の 2つのサブユニット
より構成されている。細胞内で増加した cAMPはPKA-Rに
結合することにより，PKA-Cが活性化し基質のリン酸化が
亢進される。われわれはPKAのシグナル伝達を調べるため
PKA KO細胞を作製した。PKA-Cにはαとβの 2つの iso-

type （PKA-Cα, PKA-Cβ）が存在する。マウス腎皮質集合管
培養細胞を用いて PKAの酵素活性を持つこれら 2つの
PKA-Cをターゲットとし，CRISPR-Cas9ゲノム編集法を用
いてフレームシフトを組み込んだ。その結果，PKA-Cα 

KO，PKA-Cβ KO，PKA double KO （α とβ，dKO ）細胞を作
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製することに成功した。ウェスタンブロッティングでこれ
らの PKA-Cが発現していないことを確認し（図 1a），サン
ガー法でフレームシフトが組み込まれていることを確認し
た。PKAの基質は R-R-x-S/Tという特定のモチーフ配列を
持っている3）。この配列を持つリン酸化サイトを網羅的に
認識するリン酸化 PKA基質抗体を使用し，PKAの機能が
なくなっているかを確認した（図 1b）。Control，PKA-Cα 

KO，PKA-Cβ KO細胞では細胞内 cAMPを増加させるフォ
ルスコリンに反応して，PKA substrateのリン酸化は増加し

ているが，PKA dKO細胞ではリン酸化の変化は認められな
くなっていた。PKA dKO細胞では PKAの酵素活性が完全
に抑えられていることが確認された。

　PKA KOの AQP2への影響をみるため，Control細胞と
PKA dKO細胞をバゾプレシンアナログである dDAVPで刺
激し比較した。まず PKA KOが AQP2の蛋白量に与える影
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図 1　PKA KO細胞の形質
a：ウェスタンブロッティングによる PKA KOの確認，b：PKA KO細胞での PKA基質のリン酸化変化
PKA：protein kinase A，PKA-C：protein kinase A catalytic subunit，KO：knock out，dKO：PKA-Cα and β double knock out
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図 2　PKAの AQP2への作用
a：ウェスタンブロッティングによる PKA dKOでのAqp2 遺伝子発現の変化
b：Aqp2 強制発現後の PKA KO細胞での trafficking変化
PKA-dKO：PKA-Cα and β double knock out
dDAVP：D-amino D-arginine vasopressin （desmopressin）
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響を確認した。7日間 dDAVPで刺激した Control細胞では
AQP2は dDAVPに反応して Aqp2遺伝子の発現が認められ
るが，PKA dKO細胞では Aqp2遺伝子の発現は PKA dKO

細胞で完全に消失していた（図 2a）。またAQP2の trafficking

を確認した。PKA dKO細胞ではAQP2の発現は消失してし
まうため，AQP2を Control細胞，PKA dKO細胞の両者に
強制発現させて実験を行った。AQP2は dDAVPに反応し
て，頂側膜に均一に分布するが，PKA dKO細胞ではその反
応は消失していた（図 2b）。PKA dKO細胞ではバゾプレシ
ンのAqp2遺伝子の発現および traffickingの作用は完全に消
失していた。このことから，バゾプレシンの AQP2に対す
る生理的作用は PKAを必要としていることが明らかに
なった。

　詳細なシグナル伝達を解析するため SILAC （Stable Iso-

tope Labeling using Amino acids in Cell culture）を用いた定量
的リン酸化プロテオミクスを行った。SILAC法は 12C6 リジ
ンと 12C6，14N4アルギニンを用いた培養液と 13C6リジンと

13C6, 
15N4アルギニンを用いた培養液を使用し，それぞれで

細胞を培養する。その後，細胞融解液を同じ蛋白量で混合
し，トリプシン処理を行った後，リン酸化ペプチドを抽出
してプロテオミクスを行った。トリプシンはリジンとアル
ギニン部位で蛋白を切断するため，トリプシン処理後のペ
プチドは理論上 1個のリジンかアルギニンのみ含んでい
る。そのため，それぞれの同位体で質量の違いを生じるこ
とにより由来が明らかになり，ペプチド量を比較すること
が可能となる定量的プロテオミクスの手法である。Control

細胞と PKA dKO細胞をそれぞれの培養液で培養し，3組の
ペアで同じ実験を行った。
　リン酸化プロテオミクスの結果，1組のペアでのみ検出
されたものを含め，検出されたすべてのリン酸化部位は
20,335である。そのうち少なくとも 2組のペアで検出され
たリン酸化ペプチドは 13,913であった。この 13,913のヒス
トグラムを作製し，そのアミノ酸配列パターンを解析した
（図 3）。ほとんどのリン酸化部位に Control細胞 PKA dKO

細胞で変化は認められなかった。減少しているリン酸化部
位の配列を見てみると，PKA基質として知られている好塩
基性リン酸化部位が多いことがわかった。一方，上昇して

 PKA dKO細胞を用いたリン酸化プロテオミクス解析
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図 3　PKA dKO細胞のリン酸化プロテオミクス解析結果（1）
Controlと PKA dKO細胞でのリン酸化ペプチド比のヒストグラム
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いるリン酸化部位はリン酸化 S/Tの次がプロリンであるこ
とが多く，プロリン指向性リン酸化部位が多いことがわ
かった。このプロリン指向性リン酸化部位を基質とするリ
ン酸化酵素はMAPキナーゼや cyclin-dependentキナーゼな
どの CMGCキナーゼグループが知られており4），PKA dKO

細胞ではこれらのキナーゼが活性化していることが示唆さ
れた。これらの検出された 13,913のうち Control細胞の
60%未満に減少していたリン酸化部位は 1,270検出され，
そのうちPKA基質となるモチーフ配列を持つものは229検
出された。さらに Control細胞の 10%未満に減少していた
リン酸化部位は 54あった。これらは PKAの基質として考
えられ，本研究により新規発見されたリン酸化部位はそれ
ぞれ 182，31存在した。本研究で検出され PKA基質と考え
られるリン酸化部位を詳細に解析し，バソプレシンの生理
的作用を説明するリン酸化部位の動きをリストアップした
（図 4）。リン酸化部位の変化やAqp2遺伝子転写の増加など
はある程度知見があるものであるが，本研究で新たに発見
されたシグナル伝達は多く，PKAシグナル伝達に関する知
見を大幅に拡大することができた。これらのバゾプレシン
生理的作用のうちアクチン脱ポリマー化に焦点をあててみ
る（すべての解析結果は文献 5を参照いただきたい）。これ
までは PKAにより RhoAの S188をリン酸化することと，

詳細な機序は不明であったが一部の small GTPaseが関与
し，アクチン脱ポリマー化へとシグナルが伝わるのが主と
されていた6）。しかし，11個の Rho/Rac/Cdc42 GEFsや 4個
のRho/Rac/Cdc42 GAPのリン酸化が変化していることが判
明し，より複雑な制御系があることが判明した。実際にア
クチンの脱ポリマー化が PKA dKO細胞で障害されている
ことが確認された。

　PKA-Cはαとβの 2個の isoformを持つが，PKA-Cα, β
の両方を KOすることで，PKA活性を完全に抑えることが
できた。PKAはこれまで報告されてきたよりも，はるかに
複雑で多様なシグナルにかかわっていることが明らかに
なった。アクチンの脱ポリマー化はその一例と考えられ
る。そして PKAシグナルは腎に限らず，肝臓，脂肪細胞，
甲状腺や骨などさまざまな臓器で細胞外からのシグナル伝
達のために重要な役割を果たしており，強心作用，抗肥満，
寿命延長などとの関連が示されている因子である。本研究
において PKAの詳細なシグナル解析結果が得られたこと
は，腎に限らず創薬研究の基盤となる情報を提供できるも
のと期待される。また，本研究で用いた CRISPR-Cas9によ
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図 4　PKA dKO細胞のリン酸化プロテオミクス解析結果（2）
バゾプレシンの生理的作用に影響のある PKA基質。＊：本研究で明らかになった PKA基質
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るキナーゼの KOとリン酸化プロテオミクスを組み合わせ
る手法により，詳細なシグナル伝達の解析を網羅的に行う
ことが可能となった。この手法はシグナル伝達解析の強力
な手法であると考えられる。
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