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転写因子クロスカップリングを介した内毒
素によるアクアポリン５の発現抑制

１． は じ め に

本稿では水チャネル，アクアポリン（AQP）に関して，

特にその機能が注目される数分子にふれた後，外分泌腺型

AQPである AQP５について，最近明らかにした内毒素に

よる発現制御機構について述べる．

２． 水チャネル，アクアポリン

生体において必須である水代謝に深くかかわる AQPは，

セルペンチン型膜タンパク質の水チャネルで，微生物から

動植物まで生物界に広く分布する．最初の AQPは１９９２

年，CHIP２８（channel forming integral protein２８）の名称で

Agreらのグループにより赤血球からはじめてクローニン

グされた１）．その後，Sasakiらのグループは第２番目の

AQP，AQP２を腎臓よりクローニングした２）．Fujiyoshiら

のグループは，AQP１分子の X線結晶解析に成功し，その

分子構造の全容を明らかにした３）．現在，哺乳類の AQP

ファミリーには１３分子種（AQP０―１２）が存在することが

明らかにされている．また，今のところ，AQPによる生

体膜を隔てた水移動は，単純に浸透圧勾配依存的に行われ

ると考えられている．このチャネル分子の特徴は，（１）細

胞膜６回貫通型でタンデムリピート構造をとる．通常四量

体で存在する．（２）分子の２箇所にファミリー間で保存さ

れた Asp-Pro-Ala配列（NPAモチーフ）が存在し，ヘミチャ

ネル構造をとる．ヘミチャネルは細胞内外から互いに向き

合い，水分子の通路を形成する．（３）AQP分子中にはグ

リコシレーション部位の他，リン酸化モチーフが存在し，

機能調節に関与している．（４）AQP３，７，９，１０はグリセ

ロールも通過させる（アクアグリセロポリン）―などであ

る．最近では，AQPファミリーの分子は水以外の溶質の

チャネルでもあることが明らかになっている．例えば，

AQP６がイオンを，AQP１は CO２を，AQP８は H２O２を，そ

して多くのアクアグリセロポリン（AQP３，７，９）は砒素

を通過させることが知られている．さらに最近では，ある

種の AQPは細胞接着，細胞運動，細胞分裂にも関与して

いることが明らかにされている４）．主な AQPの生理機能を

表１にまとめた．
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３． 外分泌腺型アクアポリン，AQP５

唾液腺や涙腺などの外分泌腺における水分泌，肺におけ

る肺胞からの水移動は，これら臓器の最も重要な生理機能

の一つであり，AQP２と相同性の高い AQP５が組織に発現

している．AQP５をノックアウトした遺伝子改変マウスが

作成され，解析された．外見は正常に見えるが，AQP５

nullマウスの出生率と成長速度はともに低い．また，コリ

ン刺激性気管支収縮に過敏である５）．喘息患者の一定数に

は AQP５の３′UTR領域に一塩基多型が存在し，これによ

り AQP５発現が低下していることが報告されている６）．さ

らに，肺の AQP５は急性のウイルス感染によってその発現

が減少する７）．ウイルス感染によって上昇する TNF-αがそ
のメディエーターになっていると考えられ，Towneらは

培養肺上皮細胞（MLE-１２）の AQP５に対する TNF-αの作
用を in vitro で調べた．その結果，MLE-１２細胞の AQP５

mRNA転写は TNF-αにより抑制され，このダウンレギュ

レーションには腫瘍壊死因子受容体１（TNFR１）を介した

NF-κB経路が関与していることを明らかにした８）．なお，

TNFR１を介するシグナル伝達系ではMAPK系も活性化さ

れることが知られているが，彼らは TNF-αによるMLE-

１２細胞の AQP５ mRNA転写抑制にはMAPK系は関与しな

いとしている（後述）．

唾液腺では AQP５は腺房細胞の細胞膜に発現し，この部

位での水移動（分泌）に関与する．唾液腺（顎下腺）の AQP５

は腺を支配している鼓索神経（副交感神経）の切除によっ

て減少するので，副交感神経は AQP５レベルの維持に必要

である９）．神経切除は腺房細胞のオートファジーとリソ

ソーム系の活性化を惹起し，これらの経路を経て AQP５が

代謝・分解される１０）．AQP５nullマウスでは唾液の分泌量

の低下（正常の５０％）と粘性の上昇が報告されている１１）．

唾石症，唾液腺炎など，一定の病態下で唾液腺 AQPの遺

伝子発現も影響される可能性がある．唾液腺からのサイト

カインや水の分泌は，外界に直接さらされている口腔の生

表１ 主な AQPの生理機能

AQP分子種 主な発現組織 AQP機能と生理作用

AQP０ 眼のレンズ組織
水または浸透圧物質の輸送を調節し，レンズの含水量を調節していると考えられている．遺
伝子異常により白内障を発症する．発症頻度は加齢と共に増加する．

AQP１

赤血球 役割不明

血管内皮 KOマウスでは移植癌の発育が悪い．また KOマウスから得た内皮細胞の遊走も遅い．

腎臓近位尿細管および
ヘンレ係蹄下行脚

欠損により尿の濃縮障害が現れる．

肺（肺胞血管内皮） 出生時，肺における羊水吸収に重要．肺水腫において欠損は保護作用がある．

AQP２

腎臓（集合管管腔側）
バソプレッシンは長期的作用によって cAMPを介して AQP２の遺伝子発現を調節している．
短期的作用によって AQP２を結合している小胞の細胞内から管腔膜へのトラフィッキングを
惹起する．

内耳（内リンパ嚢）
バソプレッシンあるいはその受容体の異常上昇が内耳 AQP２のトラフィッキングなどに影響
し，内リンパ水腫症（メニエール病）となる可能性が推測されている．

AQP３
皮膚（表皮の基底層角
化細胞の細胞膜）

グリセロール輸送に関与する．正常な皮膚において，アトピー性湿疹などのストレスによっ
てその発現が増加する．皮膚に水分を補給し弾力性を与える．欠損は創傷治癒と皮膚新生に
障害をもたらす．

AQP４

脳（毛細血管，シナプ
ス周辺空間，ランビエ
絞輪と接する星状膠細
胞の終足）

脳において脳浮腫の生成と消失に関与する．星状膠細胞の AQP４は脳虚血，外傷，炎症，お
よび代謝障害に続く脳浮腫において重要な役割を演じている．細胞毒性脳浮腫は AQP４の欠
損マウスにおいては軽度で済むが，脳脊髄液漏出による血管原性浮腫を悪化させる．

AQP５ 唾液腺，肺 本文参照．

AQP７ 脂肪組織 グリセロール輸送に関与する．血清グリセロールレベルの変化と一致して脂肪組織の AQP７
mRNAは摂食時減少し，絶食状態で上昇する．この変化は血中インスリン濃度の変化と相
反する．AQP９は肝臓へのグリセロールチャネルと考えられる．AQP７および AQP９の転写
活性はいずれもインスリンによって負に調節されている．

AQP９
肝臓（肝門脈に接する
シヌソイド細胞膜）
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体防御において重要であり，唾液腺の水分泌障害は口腔衛

生上も重要な問題である．実際，内毒素であるリポ多糖

（LPS）の投与により惹起した実験的炎症により，炎症性

サイトカインが唾液腺において誘導され，口腔へ分泌され

る１２）．他方，LPSは唾液分泌を抑制することが知られてい

る．そこで，唾液腺の水チャネル AQPの発現に対する

LPSの効果を調べた．その結果，LPS投与（in vivo）は Toll

様受容体４（TLR４）を介して耳下腺 AQP５及び AQP１の

mRNAレベルを著しく減少させることを見出した１３）．

４． LPSシグナリングとクロスカップリング

内毒素（LPS）はグラム陰性菌の細菌細胞壁の主成分で

敗血性ショック患者において広範な細胞を活性化する．

LPSは自然免疫において重要な分子，TLR４を介してサイ

トカインやデフェンシンなどの炎症性タンパク質を誘導す

る．TLR４の細胞外ドメインへのリガンドの結合は複雑な

シグナル伝達系を駆動し，最終的には転写因子，NF-κB

を活性化し，種々の炎症性タンパク質を誘導する．LPSの

シグナリング経路においては NF-κB系はきわめて重要で

あるが，MAPK経路も同時に活性化され，サイトカインな

どを誘導すると考えられる．MAPKKの下流には主として

化学誘導性物質や成長因子により活性化される ERK１／２，

ストレスやサイトカインにより誘導される JNKおよび p３８

MAPKの経路がある．

私たちは唾液腺において AQP５および AQP１が LPSに

より転写抑制される機構を，in vitro の組織培養系を用い

て検討した（表２）１３）．AQP１の LPSによる転写抑制に対す

る NF-κBおよびMAPK経路の阻害剤の効果は認められな

かった．その理由の一つとして，AQP１プロモーターに

NF-κB応答配列が無いことがあげられる（後述）． しかし，

AQP５の LPSによる転写抑制は I-κBキナーゼの阻害剤

PDTCとプロテアソームの阻害剤MG１３２により完全に解

除された．これらの阻害剤存在下ではそれぞれ I-κBが蓄

積し，遊離 NF-κBの生成が抑制されたためである．しか

し，それだけにとどまらず，AQP５の LPSによる転写抑制

は，AG１２６および SP６００１２５などのMAPK経路の阻害剤

（それぞれ ERK１／２および JNKの阻害剤）によっても完全

に解除された．すなわち，LPSによる AQP５の転写抑制に

は NF-κB経路とMAPK経路の両方が関与していると考え

られた．

さらに，この実験から明らかになったもう一つの事実

は，JNKの作用によりリン酸化され生じる p-c-Jun（リン

酸化 c-Jun）および ERK１／２によりリン酸化され生じる p-c-

Fos（リン酸化 c-Fos）ならびに NF-κBの３分子のいずれ

の転写因子の生成を抑制しても LPSによる AQP５の転写

抑制が完全に解除されたことである．すなわち，LPSによ

る AQP５の転写抑制にはこの３分子がそろって必要である

と考えられた．この説明として，私たちは，p-c-Jun，p-c-

Fosおよび NF-κBの３分子が複合体を形成し AQP５プロ

モーターに結合することが AQP５転写抑制に必要であると

考えた（図１B）．そこでこの可能性を，転写因子抗体を用

いた免疫沈降を行うことによって検討した．LPS投与（in

vivo）３時間後の耳下腺抽出液を NF-κB（p６５），p-c-Jun，

および p-c-Fosのそれぞれに対する抗体のカラムと反応さ

せた．吸着したタンパク質を溶出させ，抗 p-c-Jun抗体で

検出したところ，図１Aに示すように，いずれの抗体カラ

ムからも p-c-Junが溶出した．また，LPS刺激前の耳下腺

抽出液を各抗体カラムに反応させた場合，刺激後のサンプ

ルに比べて少量の p-c-Junを抗 p-c-Jun抗体カラムおよび抗

p-c-Fos抗体カラムの溶出液中に検出したが，抗 NF-κB抗

体カラムの溶出液中には p-c-Junを検出しなかった．これ

らの結果から，耳下腺においては非刺激時，一定量の p-c-

Junおよび p-c-Fosが存在するが，p-c-Junと結合している

NF-κB（p６５）はほとんど存在しないこと，そして LPS刺

激によってこれら３種の転写因子の複合体が観察されるよ

うになるなどが明らかとなった．

なお，マウス AQP５プロモーターには NF-κB応答配列

表２ 耳下腺 AQP５／AQP１mRNAの LPSによる転写抑制（in vi-
tro）に対するシグナル伝達阻害剤の影響

シグナリ
ング経路

阻 害 剤 作 用 点

LPSによる転写
抑制の解除

AQP５ AQP１

NF-κB
PDTC I-κBキナーゼ ＋＋ －

MG１３２ プロテアソーム ＋＋ －

MAPK

AG１２６ ERK１／２ ＋＋ ＋

SP６００１２５ JNK ＋＋ ＋

SB２０３５８０ p３８MAPK ＋ －

＋＋，ほぼ１００％の抑制解除；＋，約５０％の抑制解除；－，
抑制解除せず．

マウス耳下腺組織をレンズペーパー法に従い，１９９培地中で組
織培養した．培養開始直後に各種阻害剤を添加し，１時間後に
LPSを添加した．LPSを添加後，６時間培養し，総 RNAを抽
出した．AQP５および AQP１ mRNAレベルをリアルタイム RT-
PCRにより測定した．PDTCおよび AG１２６，１００µM；MG１３２，
SB２０３５８０および SP６００１２５，２０µM；LPS（E. coli），１µg／ml．
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および AP-１結合配列がそれぞれ２箇所存在し，LPS投与

により耳下腺抽出液中の２種の NF-κB応答配列への結合

が上昇することがゲルシフトアッセイ（EMSA）により確

認された（図２）．しかし，LPS投与による AP-１結合配列

への結合の上昇は認められなかった．LPSにより誘導され

た p-c-Junおよび p-c-Fosの大部分が NF-κBと複合体を形

成し，複合体は AP-１結合配列よりも NF-κB応答配列へ優

先的に結合した可能性が考えられた．また，耳下腺の

ERK１／２のリン酸化（p-ERK１／２は c-Fosをリン酸化し活性

化する），c-Junのリン酸化（活性型の p-c-Junが生成する）

はいずれも LPSにより活性化され，それぞれの阻害剤，

AG１２６および SP６００１２５により共に阻害された．また NF-

κB，p６５および p５０サブユニットの核への移行も LPSに

より促進され，阻害剤 PDTCとMG１３２によって抑制され

たので，LPSによる上記転写因子活性化経路が耳下腺にお

いて機能していることが確認された．

Schüleらは c-fos，c-jun 遺伝子をラット骨芽細胞様細胞，

ROS１７／２．８細胞に遺伝子導入し Jun／Fos複合体を発現させ

ると，非誘導時およびビタミン誘導時，の両条件下でオス

テオカルシン転写抑制が起こることを報告した．これらの

図１ p-c-Junと NF-κBおよび p-c-Fosとの複合体形成
A．免疫沈降実験．無処置マウスおよび LPS投与３時間後のマウスより調製した耳下腺
抽出液を，ウサギ抗 NF-κB抗体，ウサギ抗 p-c-Jun抗体，ヤギ抗 p-c-Fos抗体を固定化し
たセファロースゲルと反応させ，洗浄後吸着したタンパク質を溶出した（それぞれ，N，
J，Fのレーン）．gI，rIはそれぞれ正常ヤギ IgGおよび正常家ウサギ IgGを固定化した
セファロースゲルからの溶出液．抽出液（E）および各セファロースゲルからの溶出液を
SDS-PAGE後，抗 p-c-Jun抗体で検出した．Ab，抗 p-c-Jun抗体；p-Ab，ペプチド吸収
p-c-Jun抗体．矢頭，p-c-Jun の泳動位置．B．A．の結果より考えられる模式図．p-c-Jun
と NF-κBおよび p-c-Fosの複合体が AQP５プロモーターの NF-κB結合配列に結合すると
考えられる．この実験系での CREBの機能は明らかではない．（文献１３より改変）
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現象に対してクロスカップリングの名称が提案された１４）．

Stein１５）は，NF-κB応答配列を有する HIV-１の LTRプロ

モーター活性を CATレポーターアッセイにより調べ，こ

のレポーター遺伝子と c-fos，c-jun の遺伝子を HeLa細胞

にコトランスフェクションすると LTRの転写活性が著し

く増強されることを見出した（NF-κB応答配列に変異を

図２ マウス AQP５および AQP１のプロモーターと EMSA
A．マウス AQP５および AQP１のプロモーター領域の構造．TIS，転写開始部
位．AP-１，c-Fos，c-Jun，NF-κB，及び CREの応答配列部位をグレイハイラ
イトで示した．B．EMSA（C）で用いたプローブのヌクレオチド配列．
probe１は mAQP５プロモーターの上流にある NF-κB応答配列，probe２は同，
下流の NF-κB応答配列．C．EMSA．LPS投与１時間後のマウスより得た耳
下腺抽出液を用いて DNA結合実験を行った．１，プローブ無添加；２―６，プ
ローブ添加．２，抽出液無添加；３，無処置マウス耳下腺抽出液；４，LPS投
与耳下腺抽出液；５，LPS投与耳下腺抽出液＋５０倍濃度の非標識プローブ添
加；６，LPS投与耳下腺抽出液＋抗 NF-κB p６５抗体．（文献１３より改変）
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導入した場合では転写活性は増強されなかった）．NF-κB

と AP-１ファミリー転写因子，p-c-Fos／p-c-Junは物理的に

会合し，DNA結合能および生物活性をともに上昇させ，

相乗的活性化を示すことが証明された．すなわちこれらの

異なるクラスの転写因子間でクロスカップリングが存在す

ることが明らかになった．

私たちは，LPSシグナリングの結果，NF-κBと AP-１の

複合体形成とそれによる強力な転写制御（転写抑制）が実

際の生体で起こることを耳下腺の AQP５を例にあげ示し

た１３）．また，この場合，LPSシグナリング経路における

MAPK経路の果たす役割は，活性化された p-c-Fos／p-c-Jun

（AP-１）が，同時に活性化される NF-κBに結合し，NF-κB

の機能を増強することにあると考えられた．他方，内毒素

の作用により，AQP５の転写が強力に抑制されたため唾液

腺において唾液分泌能が減少すると考えられた．前述のよ

うに肺では同じ AQP５ mRNAが TNF-αにより NF-κB経路

を介して転写抑制され，肺浮腫を起こすが，この場合，

MAPK経路は関与しない８）．一方，末梢血単核細胞におい

て TNF-α，IL-１β，あるいはホルボールエステル（PMA）

などの刺激により，AP-１ならびに NF-κBの DNAへの結

合は上昇するが，これらサイトカインや PMAと同時にデ

キサメタゾンを投与すると，これら転写因子（AP-１およ

び NF-κB）はステロイド受容体と複合体を形成し，AP-１

ならびに NF-κB転写因子の DNAへの結合が抑制され

る１６）．内毒素やサイトカインにより活性化される転写因子

とグルココルチコイド受容体はそれぞれの役割を独立して

発揮すると共にクロスカップリングにより AP-１や NF-κB

の作用を抑制できる１７）．これら核受容体に依存した転写抑

制経路は炎症関連遺伝子発現の開始，大きさ，継続時間を

制御し薬理学的処置を実現できる可能性がある１８）．

５． お わ り に

本稿では，LPSのシグナリングの結果活性化される数種

の転写因子が会合し，転写制御を行う実例を耳下腺の

AQP５において示した．NF-κBによる遺伝子発現制御は

TLR４を介した LPSシグナリングの場合，Jun／Fos（AP-１）

が相乗的に NF-κBの機能を増強すると考えられた．AP-１

および NF-κBは多くの組織・細胞に発現しているので，

基本的に NF-κB応答配列を有する遺伝子が発現していれ

ば，LPSは TLR４を介してこの遺伝子の強力な発現制御を

行うと考えられる．なお，外分泌腺型水チャネル，AQP５

が LPSにより負に制御されることの生理的意義について

は今後検討する必要がある．
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メンデルの法則における不完全優性と植物
の遺伝子量効果

１． は じ め に

F１雑種が両親の表現型の中間の表現型を示し，メンデ

ルの法則の一種の例外とも考えられる不完全優性（incom-

plete dominance）は，しばしば花の色を例にして記述され

ている．例えば，Thomas Hunt Morgan（１９２６）の古典的な

遺伝学の教科書１）では，赤色花と白色花のオシロイバナの

F１雑種は桃色花をつけ，その自家受粉した次の世代では

赤色花：桃色花：白色花が１：２：１の割合で分離する例が

記述されている．James D. Watsonらの教科書２）でもキン

ギョソウの花の色での同様の記述があり，日本の高校の教

科書では，１９３５年に今井喜孝らが最初に記述して以来，

主にマルバアサガオの例３，４）が記載されている（図１）．こ

こで記述されたキンギョソウやマルバアサガオでも，変異

により白色花を賦与する花の色に係わる遺伝子に関して，

赤色花の野生型と白色花の変異型のヘテロの場合は中間色

の桃色花をつけるが，これらの現象の分子機構には不明な

点が多い．

オシロイバナの花の色素は花の主要色素であるアントシ

アニンではなく，生合成系路も未解明の点が多いベタレイ

ン５）であり，不完全優性に係わる変異も全く解明されては

いない．キンギョソウの場合も，アントシアニン色素生合

成系５）遺伝子の中で，後述の CHS（chalcone synthase）遺

伝子の半優性（semidominant）変異の場合以外に，F３H（fla-

vonoid３-hydroxylase）遺伝子の劣性（recessive）変異との

関連も示唆されてはいるが６），後者の詳細は不明である．

マルバアサガオでは，不完全優性に係わる白色花変異は

CHS 遺伝子内に DNA型トランスポゾンが挿入した無発現

変異（null mutation）である３）．最近我々は，マルバアサガ

オの CHS 遺伝子がヘテロの状態では mRNA量，タンパク

質量，花弁に蓄積するアントシアニン色素量が各々野生型

の約半分になるため不完全優性を示すことを明らかにし

た４）．換言すれば，マルバアサガオの不完全優性は活性な

遺伝子数（量）に従って表現型や遺伝子生成物の量が変わ

る遺伝子量効果（gene dosage effect）のためであった．さ

らに，我々は相同組換えを介したノックインターゲティン

グによりイネの DNAメチル化酵素の一つMET１a（methyl-

transferase１a）遺伝子の発現も遺伝子量効果を示すこと

を見出した７）．これらの結果を踏まえて，従来ほとんど問

題にされてこなかった植物の内在性遺伝子発現の遺伝子量

効果の問題について述べる．

２． CHS 遺伝子と不完全優性

花の主要色素アントシアニンはフラボノイド色素であ

り，４-クマロイル-CoAと３分子のマロニル-CoAからカル

コンを生合成する CHS（カルコン合成酵素）は，フラボ

ノイド生合成経路の最初の反応を司る酵素（first committed

enzyme）である３，５，６）．キンギョソウの CHS 遺伝子につい

ては，劣性の無発現変異と共に半優性変異が知られてお

り，後者は不完全優性を示す．キンギョソウの花の色に係

わる CHS 遺伝子は遺伝学的には Nivea（Niv）遺伝子とも

呼ばれているが，この遺伝子の各々の niv 変異の構造を図

１aに示す．即ち，無発現変異 niv-５２７はプロモーターや構

造遺伝子の１部を欠いた欠失（deletion）変異で白色花を

つけるが，この白色花変異体と赤色花を咲かせる野生型を

交雑して得られる F１雑種は野生型と同じ赤色花をつけ

る．ところが，CHS 遺伝子内に逆反復配列（inverted re-

peats）が生じた半優性変異 niv-５２５や niv-５７２をもつため

に白色花をつける変異体と赤色花の野生型を交雑して得ら

れる F１雑種は野生型よりも淡い色の花をつける８）．換言

すれば，niv-５２７は劣性変異であるが，niv-５２５や niv-５７２

は野生型に対して部分的に優性（partial dominant）を示す

変異であって，キンギョソウの花で同じように不完全優性

の形質を示しても，劣性の F３H 遺伝子の変異とは，分子

機構が異なると考えられる６）．無発現変異 niv-５２７は F１雑
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