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【掲載論文目録】

本論文は、学術雑誌に掲載された次の報文を基礎とするものである。

Satake　M．，　Ikarashi　N．，　Ichikawa　Y，　Maniwa　A．，　Toda　T．，　Ito　I（．，　Ochiai　W．，

Sugiyama　K．，　The　role　of　renal　aquaporin　2　in　the　alleviation　of　dehydration

associated　with　diabetic　polyuria　in　KKAy　mice，　L施＆玩，87，475・480（2010）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（第一章）

Satake　M．，　Ikarashi　N．，　Kagami　M．，　Ogiue　N．，　Toda　T．，　Kobayashi　Y，　Ochiai　W．，

Sugiyama　K．，　Increases　in　the　expression　levels　of　aquaporin・2　and　aquaporin－3　in

the　renal　collecting　tubules　alleviate　dehydration　associated　with　polyuria　in

diabetes　mellitus，疏｛鉱」吻a㎜．　Bμ∬，33，1965・1970（2010）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（第二章）
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【略号一覧】

本論文では、以下の略号を用いた。

AC：adenylate　cyclase

AQP：aquaporin

BSA：bovine　serum　albumin

BUN：blood　urea　nitrogen

cAMP：adenosine　3’，5’・cyclic　monophosphate

Ccr：creatinine　clearance

CM：crude　membrane

CRE：cAMP・response　element

CREB：CRE・binding　protein

DMSO：dimethyl　sulfbxide

DNA：deoxyribonucleic　acid

ECL：enhanced　chemiluminescence　system

EDTA：ethylenediaminetetraacetic　acid

GFR：glomerular丘ltration　rate

GLUT：glucose　transpo抗er

Ig：immunOglObulin

IV：intracellular　vesicle

Li2CO3：lithium　carbonate

NKCC：Na＋・K＋－2Cl－cotransporter

PKA：protein　kinase　A

PM：plasma　membrane
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PMSF：phenylmethanesul丘）nyl　fluoride

PVDF：polyvinyliden　difhoride

PXR：pregnane　X　receptor

RNA：ribonucleic　acid

RT：reverse　transcription

S．D．：standard　deviation

SDS：sodium　dodecyl　sulf巨te

SGI．T：sodium／glucose　cotransporter

SMIT：sodium　1ηyσinositol　transporter

STZ：streptozotocin

TauT：taurine　transporter

TBS：Tris－buf旋〕red　saline

Tween　20：polyoxyethylene（20）sorbitan　monolaurate

UT：urea　transporter
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【序論】

　近年、新規チャネルとして、アクアポリン（AQP）が発見された。これは水チャネ

ルと呼ばれ、生体内の水の移動に重要な役割を担っていると考えられている。従来、

細胞膜における水の輸送は、拡散によって行われると考えられていた。ところが、細

胞膜は脂質二重構造であるにも関わらず、赤血球のような高い水透過性を有する細胞

膜が存在することから、多くの研究者によって水を選択的に透過させる膜タンパク質

である水チャネルの存在が考えられていた1）。1992年、Agreらによって、初めて赤

血球膜から水チャネルが発見され2）、その直後に、佐々木らによって発見された別の

水チャネル3）と共に、これらのタンパク質はそれぞれAQP　1およびAQP2と命名され

た。その後、研究は進み、AQPの存在は植物から動物に亘る広い範囲で見出されて

おり、ヒトにおいてはAQpoからAQp　12までの13種類が様々な臓器に発現・分布

していることが明らかになった（Figure　1）4）。

　目艮：AQPO、1、3、4、5　　　　　　　　　　　　　　脳：AQP1、3、4、9

　　　　　　　　　　　　●

　　　　　　　　　　　　一　　　　　だ液腺：AQP1、5、8

　　　　気管：AQP3・4　　　　　　　　肺：AQP1、5

肝臓：AQP1、8、9　　　　　　　　　　　　　心臓：AQP1

皮膚l

AQP3

腎臓：AQP1、2、3、4、6、7、11

膵臓：AQP12

■ ：AQP1、3、4、7、8

膓紅

Figure　1　ヒトにおけるAQPの発現分布
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　特に、水の移動が多い腎臓には多数のAQPファミリーが発現しており、生体の水

分量の調節を行っている。中でも集合管では、主細胞の管腔側膜に発現するAQP2

と、側底膜に発現するAQP3およびAQP4によって、水が管腔側から血管側へと再

吸収され、尿が濃縮される（Figure　2）5）。この集合管における水の再吸収量が尿量

を決定すると考えられている。著しい多尿を示す腎性尿崩症において、AQP2のタン

パク質の変異あるいは発現量の減少が認められる6，7）ことから、AQP2は集合管にお

ける水の再吸収において、最も重要な役割を果たしていると考えられている。

　　　　　　　　　　　　細胞内小胞

　　　　　　　　　　　　　　　　Nucl㎝s　　　　　　ゆ

麟　　　㊨’⇒b　　AQ，、㊨

Figure　2　腎臓集合管主細胞におけるAQPを介した水の移動

　薬物は多くの場合、生体にとって異物であるため、生体に投与された薬物は適当な

時間後には体外に排泄されることが望ましい。薬物の主たる排泄経路の一つに、腎排

泄がある。薬物の腎排泄は糸球体濾過、尿細管分泌、尿細管および集合管における再

吸収という一連の物質移動の総和としてあらわれる。このうち、薬物の再吸収は尿細

管および集合管管腔内からの水の再吸収によって、管腔から血中へ向かう薬物の濃度

勾配が形成され、これが駆動力となって進行する。したがって、薬物の脂溶性や分子

　　　　　　　　　　　　　　　　　　5



サイズが再吸収の支配因子となる。一方、再吸収に影響を及ぼす生体側の因子として

は、尿流速（尿量）や原尿のpHがある。一般に、尿流速が速いほど、管腔側の薬物

濃度と血管側の薬物濃度差が減少するため、再吸収量は低下することが知られている。

糖尿病に伴う多尿時、利尿薬服用時、薬物の副作用により多尿が生じた場合などには、

再吸収が減少するため、薬物の体内動態が変動することは知られている8）が、尿細管

および集合管における水の移動に関する詳細なメカニズムが不明なため、明らかに尿

量に変化が見られる場合を除き、薬物の体内動態に及ぼす再吸収の影響は注視されて

こなかった。しかしながら、ジゴキシンなどのように再吸収の影響を受ける薬物で、

かっ、有効血中濃度域が狭い薬物は、水の再吸収に影響を及ぼす諸因子を明確にする

必要がある。そこで本研究では、尿細管および集合管における水の移動に関するメカ

ニズムを明らかにすることを試みた。メカニズム解明に際しては、尿細管および集合

管において水の移動に重要な役割を担っているアクアポリン（AQP）に着目し、多尿

を呈する病態を研究材料とし、尿量の変動とAQPの発現変動との関係を以下の手順

で検討した。

1．2型糖尿病モデルKKAyマウスを用いて、尿量の変動とAQPの発現変動の関連

　性を明確にした。

2．腎臓のAQPの発現量を特異的に低下させる炭酸リチウム（Li2co3）を用いて、

　尿量の変動におけるAQPの意義を明確にした。
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　　　　　　　　　　　　　　【第一章】

2型糖尿病の病態の進行に伴う腎臓AQPの発現量と尿量の関係

1．緒言

　糖尿病はその成因により1型および2型に分類される。糖尿病患者の人口は現在、

生活習慣と社会環境の変化に伴い、増加の一途をたどっている。特に2型糖尿病の患

者数は多く、2025年には世界中で3億人以上に達するであろうと推定されている9）。

糖尿病において、高血糖状態が持続すると、原尿中のグルコース量が増加する。原尿

中のグルコースは近位尿細管において、グルコーストランスポーター（glucose

transporter；GLUT）を介して能動的に再吸収される。したがって、グルコース濃度

が高いと、近位尿細管においてグルコーストランスポーターが飽和するため、グルコ

ースが再吸収されきれずに、高濃度のグルコースを含む原尿が尿細管および集合管を

経て、尿として排泄されることになる。このような場合、原尿の浸透圧が高くなるた

め、尿細管および集合管における水の再吸収が減少し、多尿となる10）。

　本章では、糖尿病での多尿時におけるAQP2の発現量と尿量の関係を検討すること

により、腎臓における水の移動に関するAQP2の機能を明確にした。

　まず、糖尿病の進行と腎臓におけるAQP2発現量との関係について調べた。次に、

AQP2の発現量と尿量との関係を明確にする目的で、　KKAyマウスにインスリンを投

与し、多尿を改善させた際の腎臓AQP2の発現変化について検討した。
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2．方法

試薬

　　2－mercaptoethanol、　bromophenol　blue、　copper（II）sulfate　pentahydrate、

dimethyl　sulfbxide（DMSO）、Folin＆ciocalteu’s　phenol　reagent、　polyoxyethylene

（20）sorbitan　monolaurate（Tween　20）、　sodium　dodecyl　sulf5te（SDS）、

2・amino・2－hydroxyInethy1・1，3・propanediol（Tris）は、　Wako　Pure　Chemical

Industries，1．td．（Tokyo，　Japan）から購入した。　AntiTat　aquaporin　2　antibodyは

Alomone　Labs，　Ltd．（Jerusalem，　Israel）から購入した。AntiTabbit　antibody　coupled

to　horseradish　peroxidase、　bovine　serum　albumin（BSA）、ethylenediamine

tetraacetic　acid（EDTA）、1eupeptin　trifluoroacetate　saltおよび

phenylmethanesulfbnyl　fluoride（PMSF）は、　Sigma・Aldrich　Corp．（St．　Louis，　MO，

USA）から購入した。　Enhanced　chemiluminescence　system（ECL）plus　western

blotting　detection　reagentsは、　GE　Healthcare（Chalfbnt　St．　Giles，　UK）から購i入

した。Skim　milk　powderはSnow　Brand　Milk　Products　Co．　Ltd．（Tbkyo，　Japan）

から購入した。RNeasy　Mini　kitは、　Qiagen　Inc．（Valencia，　CA，　uSA）から購入し

た。High　Capacity　cDNA　Reverse　Transcription　Kitは、Applied　Biosystems（Foster

City　CA，　USA）から購入した。　iQ　SYBR　Green　SupermixおよびRNase・free　water

は、Bio・Rad　Laboratories（Hercules，　CA，　USA）から購入した。　Tris　EDTA　Buf民r

Solution（TE　buf民r；pH　8．0）は、ナカライテスク株式会社（Tokyo，　Japan）から購

入した。各種プライマーはInvitrogen（Tokyo，　Japan）より購入した。ヒューマリン

⑧N注U－100は日本イーライリリー株式会社（Hyogo，　Japan）から購入した。その

他の試薬は市販されている物の内、最もグレードの高い物を購入した。
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動物

　雄性C57BL／6Jマウスおよび雄性KKAyマウスをいずれも4週齢でCLEA　Japan，

Inc．（Tokyo，　Japan）より購入した。マウスは1ケージ1匹とし、5、9、12、18、

24週齢で実験に供した。動物は温度24土1℃、湿度55±5％の施設において飼育し、

明暗条件は8：00点燈、20：00消灯の条件下で飼育した。なお、摂餌飼料MF（Oriental

Yeast　Co．，　Ltd．，　Tokyo，　Japan）および飲水は自由摂取とした。それぞれのマウスに

ついて経時的に体重、摂水量および24時間尿量を測定した。24時間尿量の測定は、

代謝ケージ（Natsume　Seisakusho　Co．，　Ltd．，　Tokyo，　Japan）を用いて11：00～翌日

11：00の間に行った。5、9、12、18、24週齢のC57BL／6JマウスおよびKKAyマウ

スをethyl　ether麻酔下、　EDTA・2Na処理注射筒を用いて腹部大動脈から全血液を

採取した。また、腎臓および脳を摘出し、ドライアイスおよび液体窒素を用いて瞬時

冷凍し、－80℃で保存した。

　本動物実験は、実験動物の適正な使用および管理について定められた星薬科大学薬

学部実験動物ガイドラインに準じて、同大学動物実験施設で行われた。

インスリン投与方法

　11週齢のKKAyマウスにインスリン401U／kg（4　mUkg）を1日2回（8：00およ

び20：00）7日間、皮下投与し、インスリン投与群とした。一方、同量の生理食塩水

を投与した群をcontrol群とした。インスリン投与開始4日目に摂水量および尿量を

代謝ケージを用いて測定し、投与8日目に採血および腎臓、脳の摘出を行った。

各種血液検査値の測定

　採取した血液は、遠心分離（1，000×gfbr　15　min　at　4℃）により血漿を分離し、assay
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まで一80℃で保存した。血漿中グルコース濃度およびblood　urea　nitrogen（BUN）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「
は、Glucose　C　II・Test　Wako（Wako　Pure　Chemical　Industries，　Ltd．）およびBUN

B・Test　Wako（Wako　Pure　Chemical　Industries，　Ltd．）を用いて測定した。血漿中イ

ンスリン濃度は、Mouse　Insulin　ELISA　Kit（Shibayagi，　Gunma，　Japan）を用いて

測定した。

腎臓の分画方法

　腎臓の分画はMarplesらの方法11）を改良して行った。瞬時冷凍した腎臓から、氷

上で髄質内層を分離し、これをdissecting　buf』（0．3　M　sucrose，25　mM　imidazole，

1mM　EDTA，8．5μM　leupeptin，1μM　PMSF；pH　7．2）を用いて、氷上でホモジナイ

ズ（1，250rpm、5stroke、　HOM、　As　One　Corp．，　Osaka，　Japan）した。各ホモジネ

ー トを遠心分離（4，000×gfbr　15　min　at　4℃）し、得られた上清（上清A）からcrude

membrane（CM）画分、　plasma　membrane（PM）画分およびintracellular　vesicle

（IV）画分を調製した。上清Aを遠心分離（200，000×g　fbr　60　min　at　4℃）した後、

上清を除去し、沈殿にdissecting　buf』を加え超音波分散機（UH・50，　SMT　Co．，　Ltd，

Tokyo，　Japan）により分散させたこの溶液を、細胞全体の膜を含むcrude　membrane

画分とした。また、上清Aを遠心分離（17，000×gfbr　30　min　at　4℃）した後の上清

（上清B）を分取した。沈殿にdissecting　buflbrを加え超音波分散機により分散させ、

これをplasma　menlbraneを豊富に含むPM画分とした。さらに、上清Bを遠心分

離（200，000×gfbr　60　min　at　4℃）し、上清を除去した。沈殿にdissecting　buf｛brを

加え超音波分散機により分散させ、これをintracellular　vesicleを豊富に含むIV画

分とした。
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電気泳動およびウエスタンブロッティング法

　タンパク質濃度の測定には、Lowry法12）を用いた。標準品にはBSAを用いた。

　電気泳動は、Laemmli法13）に基づいて行った。それぞれの画分をloading　buf』

（84mM　Tris，20％glycerol，0．004％bromophenol　blue，4．6％SDS，10％

2・mercaptoethanol；pH　6．3）に加え5分間煮沸し、12．5％ポリアクリルアミドゲル

に411g／1aneをアプライした。電気泳動後、分離されたタンパク質はセミドライブロ

ッティング装置（ATTO　Corp．，　Tbkyo，　Japan）を用いて、　PVDFメンブレンに転写

した。1．0％skim　milk　powderで1時間ブロッキングを行った後、antiTat　aquaporin

2antibody（1：1，000）と1時間反応させた。メンブレンをTBS－Tween（20　mM　Tris，

137mM　NaC1，0．1％Tween　20；pH　7．6）を用いて洗浄後、　anti・rabbit　antibody

coupled　to　horseradish　peroxidase（1：5，000）と1時間反応させた。メンブレンを

洗浄後、ECL　plus　western　blotting　detection　reagentsと反応させ、ルミノイメージ

アナライザー1．AS・3000mini（FUJIFII．M，　Tokyo，　Japan）で露光し、検出されたバ

ンドを解析した。

組織からのRNAの抽出

　脳から分離した視床下部からRNeasy　Mini　Kitを用いてRNAを抽出した。　RNA

抽出方法は、RNeasy　Mini　Kit付属のプロトコールに従って行った。得られた溶液を

TE　buf琵rを用いて25倍希釈し、分光光度計（U・2800，　Hitachi　High・Technologies

Corporation，　Tokyo，　Japan）にて260　nmおよび280　nmの吸光度を測定することで

純度の確認およびRNA濃度（μg／mL）の算出を行った。
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Real・time　R乎PCR

　RNA　1μgからHigh　capacity　cDNA　synthesis　kitを用いてcDNAを合成した。こ

れをTE　bu飽rにて20倍希釈し、　cDNATE　buf』溶液とした。プライマーを作成し

real・time　PCRを行い各遺伝子の発現を検出した。すなわち、　PCR　Platesの各well

へiQ　SYBR　Green　Supermix　25μL、目的遺伝子のForward　primer（5　pmoUμ1・）3

μL、Reverse　primer（5　pmo1／μL）3μL、　cDNA　TE　buf』溶液4い、　RNase　Free

Water　15μLを加えた。温度条件はdenaturation　temperatureとして95℃で15秒、

annealing　temperatureとして56℃で30秒、　elongation　temperatureとして72℃

で30秒とした。増幅過程の蛍光強度をMy　iQTM　Single　Color　Real・Time　PCR

Detection　System（Bio・Rad　Laboratories）によりモニタリングした。プライマーは

以下の配列のものを使った。vasopressin：Ibrward；5’・gccaggatgctcaacactacg・3’，

reverse；　　5’・tctcagctccatgtcagagatg・3’　　、　　　18S　　　rRNA：　　量）rward；

5’・gtctgtgatgcccttagatg・3’，　reverse；5’・agcttatgacccgcacttac・3’。18S　rRNAをハウス

キーピング遺伝子に用い、vasopressin　mRNAと18S　rRNA　mRNAの発現強度の比

を算出した。

統計学的有意差検定

　実験値は平均値土標準偏差（mean士S．D．）として表示した。統計学的有意差検定に

は、Dunnett法あるいはstudent’s舌testを用いた。
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3．結果

KKAyマウスの加齢に伴う病態の変化

　糖尿病を発症しない正常マウスとしてC57BL／6Jマウスを用いた。　C57BL／6Jマウ

スにおいては、加齢に伴い体重が有意に増加し、24週齢では5週齢に比べ1．8倍と

なった。また、KKAyマウスにおいても加齢に伴い体重は大きく増加し、24週齢で

は5週齢に比べ2．1倍となった（Figure　3A）。

　C57BL／6Jマウスにおいては、加齢に伴う摂水量の変化は見られなかった。これに

対し、KKAyマウスにおける摂水量は、12週齢では5週齢に比べ2．4倍有意に増加

していた（Figure　3B）。　C57BI．／6Jマウスにおいては、加齢に伴う24時間尿量の変

化は見られなかったのに対し、12週齢のKKAyマウスにおける24時間尿量は、5週

齢に比べ8．8倍有意に増加した（Figure　3C）。

　C57BL！6Jマウスにおいては、加齢に伴う飽食時血糖値および血漿中インスリン濃

度の大きな変化は見られなかった。一方、KKAyマウスにおける飽食時血糖値は、12

週齢では5週齢に比べ有意に高く、重篤な糖尿病を呈していた（Figure　3D）。また、

KKAyマウスの血漿中インスリン濃度は、加齢に伴い増加し（Figure　3E）、12週齢

においては5週齢に比べ有意に高値を示していた。

　糖尿病下では病態の進行に伴い腎障害を起こすことが知られている14）ので、腎機能

の指標としてBUNを測定した。その結果、　C57BL／6JマウスおよびKKAyマウスと

もに、加齢に伴うBUNの変化は認められなかった（Figure　3F）。
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Figure　3　Cllange8　with　ag血g血body　weight（A），　water　intake　O3），　u血ary

volume（C），　pla8ma　gluco8e　concentration（D），　pla8ma　in8u血concentration（E），

and　BUN（F）in　C57BI．16J　mioe（O）and］KKAy　mioe（●）

C57BL／6J　mice　and　KKAy　mice　at　the　ages　of　between　5　alld　24　weeks　were　bred，

and　changes　in　body　weight，　water　intake　and　urinary　volume　were　measured．

Blood　samples　were　taken　to　determine　the　plasma　glucose　concentration，　plasma

insulin　concentration，　and　BUN．　Data　are　expressed　as　mean土S．D．　of　six　mice

per　group．　Dunnett’s　test：勉く0．05　vs．5weeks；無ρ＜0．01vs．5weeks；治★1）＜0．001

vs．5weeks．
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KKAyマウスの病態の進行に伴う腎臓AQP2の発現変化

　AQp2は29　kDa付近と40－50　kDa付近にバンドが検出された。前者は糖鎖が結

合していないAQP2であり、後者は糖鎖が結合したAQP2であると考えられている

15，16）。糖鎖の結合がAQP2の安定性や細胞内輸送に関与することが解明されている

15，16）が、水の透過性は糖鎖の有無に依存しないことがわかっている17）。本研究では、

これらのバンドの総和を用いてAQP2発現量を解析した。

　腎臓髄質内層CM画分におけるAQP2のタンパク質発現量は、C57BL／6Jマウスに

おいては、加齢に伴い有意に減少した。一方、KKAyマウスにおいては加齢に伴い有

意に増加した。多尿が認められた12週齢におけるKKAyマウスのAQP2のタンパク

質発現量は、5週齢に比べて約2．5倍増加した（Figure　4A）。　C57BL／6Jマウスにお

ける腎臓髄質内層のPM画分およびIv画分におけるAQP2のタンパク質発現量の比

は、加齢に伴い減少する傾向が見られた。これに対して、KKAyマウスにおいては、

その比は加齢に伴い有意に増加した（Figure　4B）。
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Figure　4　Challge　with　ag血1g　m　inner　meduUary　AQp2　protei皿expre88ion　ill

C57BL16J　mice（O）and　KKAy　mice（●）

From　the　renal　inner　medulla　of　C57BL／6J　mice　and　KKAy　mice　at　the　ages　of

between　5　and　24　weeks，　the　crude　membrane　fraction　was　prepared，　and　the

AQp2　expression　level8　in　the　fractions　were　determined　using　western　blotting

（A）．The　plasma　membrane（PM）fraction　or　intracellular　vesicle（IV）fraction

from　the　renal　inner　medulla　was　also　prepared，　and　the　AQp2　expression　levels

were　determined　using　western　blotting．　The　ratio　of　AQp2　protein　expression

in　the　PM　fraction　to　that　in　the　IV　fraction　was　calculated（B）．　Data　are

presented　using　the　mean　fbr　5－week－old　mice　of　each　strain　as　100％．

Data　are　the　mean土S．D．　of　six　mice　per　group．　Dunnett’s　test：★ρ＜0．05　vs．5

weeks；渋ρ＜0．01　vs．5weeks；★渋ρ＜0．001vs．5weeks．
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KKAyマウスの病態の進行に伴う視床下部va80pre88inの発現変化

　C57BL／6Jマウスの視床下部におけるvasopressinのmRNA発現量において、加

齢に伴う変化は見られなかった。一方、KKAyマウスにおいては12週齢まで増加し、

その後も高値を示した。12週齢におけるvasopressinのmRNA発現量は、5週齢に

比べ約2倍有意に増加した（Figure　5）。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Age（weeks｝

Figure　5　Change　with　aging　in　hypothalamic　va80pre88in　e】文pre88ion血

C57BU6J　mice（O）and　KKAy　mice（●）

The　hypothalamus　was　removed　from　C57BL16J　mice　and　KKAy　mice　at　the　ages

of　between　5　and　24　weeks，　and　the　hypothalamic　va80pres8in　mRNA　expression

was　measured　by　real・time　RT・PCR　assay　As　a　hou8ekeeping　gene，18S　rRNA

was　used．　Data　are　presented　using　the　mean丘）r　5・week・old　mice　of　each　strain

as　100％．　Data　are　the　mean±S．D．　of　six　mice　per　group．　Dunnett’s　test：

★ρ＜0．05vs．5weeks；＊＊jp＜0．01　vs．5weeks．
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KKAyマウスへのインスリン投与による病態の変化

　KKAyマウスにインスリンを投与しても、体重の変化は見られなかった（Figure

6A）。

　KKAyマウスの摂水量は、インスリンの投与により、control群の約48％まで有意

に減少した（Figure　6B）。また、　KKAyマウスの尿量については、インスリンの投与

によりcontrol群の約29％まで有意に減少した（Figure　6C）。

　KKAyマウスの血糖値はインスリンの投与により有意に低下した（Figure　6D）。一

方、血漿中インスリン濃度は、インスリン投与により著しく増加した（Figure　6E）。

　インスリンの投与によるBUNの変化は見られなかった（Figure　6F）。
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Figure　6　Change8　after　in8ulin　treatment　in　body　weiglltω，　water　intake　O3），

urinary　volume（C），　pla8ma　gluco8e　concentrationΦ），　pla8ma　in8ulin

concentratio11（E），　and　BUN（F）

Insulin（401U！kg）or　physiological　saline　was　subcutaneously　administered　to

11・weekold　KKAy　mice　twice　a　day　fbr　7　consecutive　days．　After　insuhn

treatment　was　completed，　body　weight，　plasma　glucose　concentration，　plasma

insulin　concentration，　and　BUN　were　measured．　Water　intake　and　urinary

volume　were　measured　oll　the五）urth　day　of　treatment．　Data　are　the　mean土S．D．

of　five　mice　per　group．　Student’sρtest：★『ρ＜0．01　vs．　control；渋『ρ＜0．001　vs．

contro1．
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1（KAyマウスのインスリン投与に伴う腎臓AQp2および視床下部va80pre88inの発現

変化

　KKAyマウスへのインスリンの投与により、腎臓髄質内層におけるAQP2のタンパ

ク質発現量がcontrol群の55％まで有意に減少した（Figure　7A）。

　PM画分とIv画分におけるAQP2のタンパク質発現量の比は、　KKAyマウスへの

インスリンの投与によりcontro1群の52％まで有意に減少した（Figure　7B）。

　視床下部におけるvasopressinのmRNA発現量は、　KKAyマウスへのインスリン

の投与によりcontrol群の60％まで有意に減少した（Figure　7C）。
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Figure　7　Change8　in　the　expre88ion　level　of　AQp2　in　the　renal　i皿er　medu皿a　and

the　hypothalamic　va80pre88in　mRNA　eXpre88ion　level　after　in8ulin　treatment

Insulin（401Ulkg）or　physiological　saline　was　subcutaneously　administered　to

11・week・old　KKAy　mice　twice　a　day丑）r　7　consecutive　days．　After　insulin

treatment　was　completed，　the　crude　membrane　fraction　was　prepared　from　the

renal　inner　medulla　of　the　mice，　and　AQp2　expression　levels　in　the　fractions　were

determined　using　western　blotting（A）．　The　plasma　membrane（PM）fraction　or

intracellular　vesicle（IV）仕action　from　the　renal　inner　medulla　was　also　prepared，

and　the　AQp2　expression　levels　were　determined　using　western　blotting．　The

ratio　of　the　AQp2　protein　expression　in　the　PM』ction　to　that　in　the　IV　fraction

was　calculated（B）．　The　hypothalamus　of　the　brain　was　removed，　and　the

vasopressin　mRNA　expression　was　measured　by　real・time　RTPCR　assay　As　a

housekeeping　gene，18S　rRNA　was　used（C）．　Data　are　presented　using　the　mean

丘）r5・week・old　mice　of　each　strain　as　100％．　Student’s〃test：＊＊」o＜0．01vs．　control．
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4．考察

　本研究で用いたKKAyマウスは、西村らによってKKマウスとAyマウス

（C57BL／6J・Ayマウス）を掛け合わせることにより作成された18）。　KKAyマウスは

早期から重度な肥満・高血糖を発症し、インスリン抵抗性を示すことより、2型糖尿

病モデルとして繁用されている1920）。

　腎臓におけるAQP2のタンパク質発現量および細胞内小胞から管腔側膜への移行

は、加齢によって減少することが報告されている21，22）。本研究でのC57BL／6Jマウ

スにおける結果は、これらの報告と一致した（Figure　4）。一方、　KKAyマウスでは

加齢に伴うAQP2発現量および管腔側膜への移行の減少が認められず、逆に両者とも

増加した（Figure　4）。このことより、KKAyマウスにおけるAQp2の発現変化は、

いずれも糖尿病の病態の進行によるものであると考えられる。

　集合管主細胞におけるAQp2の発現は、視床下部で合成されたvasopressinによっ

て制御されている23）。腎臓集合管主細胞の側底膜に発現するV2受容体にvasopressin

が結合することで、AQP2の転写が促進する。また、　V2受容体の活性化によって、細

胞内小胞に存在するAQP2は、管腔側膜へと移行し水チャネルとして働く3・24）。脳内

におけるvasopressinのmRNA発現量と血漿中vasopressin濃度はほぼ相関するこ

とが知られている25）。糖尿病患者においてvasopressinの分泌量が増加することが知

られている2627）。脳内におけるvasopressinのmRNA発現量は、　C57BL／6Jマウス

においては加齢に伴う変化は見られなかったのに対し、KKAyマウスにおいては糖尿

病の進行に伴い増加した（Figure　5A）。以上のことから、2型糖尿病モデルKKAyマ

ウスでは、多尿時において、尿量を減少させるためにvasopressinの分泌量の発現量

が増加し、それに伴い腎臓AQP2発現量が増加することが示唆された。

　これまで、腎臓集合管主細胞を用いたin　vitro試験において、インスリンがAQP2

の発現量を増加させることが報告されている28）。11週齢のKKAyマウスにインスリ
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ンを投与したところ、尿量の減少、血漿中インスリン濃度の上昇、視床下部における

vasopressinのmRNA発現量の減少、腎臓におけるAQp2のタンパク質発現量の減

少、AQp2の膜移行の減少が見られた（Figure　6　and　7）。これらのことより、尿量が

変化すると、それに伴ってvasopressinを変化させ、その標的臓器である腎臓におい

て、AQP2の発現量を変化させることにより、尿量を調整している可能性が示唆され

た。

　AQPによる水の移動速度は、細胞内外の浸透圧差よりもむしろ、細胞表面のAQP

の発現量に依存することが知られている2930）。腎臓での浸透圧は管腔側よりも血管

側の方が常に高いため、腎臓のAQPは管腔側から血管側へと水を再吸収方向へと移

動する5）。現在までに、抗利尿作用を示すミネラルコルチコイドの受容体欠損動物が

多尿を示し、その際に二次的に腎臓におけるAQP2発現量が増加することが報告され

ている31）。また、多尿症状を示すSTZ誘発1型糖尿病モデルラットでは、腎臓にお

けるAQp2の発現量が増加することは知られている32’34）。本研究により、AQp2が

尿量をコントロールしているホルモンであるvasopressinの腎臓における機能分子で

あることが2型糖尿病モデルマウスにおいても確認された。
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　　　　　　　　　　【第二章】

炭酸リチウム投与時のAQPの発現量と尿量の関係

1．緒言

　近年、STZ誘発1型糖尿病モデル動物において多尿が生じた際に、腎臓のAQP2

の発現量が増加することが報告された32’34）。また、第一章において、2型糖尿病モデ

ルKKAyマウスを用い、2型糖尿病の病態の進行に伴い尿量およびvasopressin分泌

量が増加し、それと同時に腎臓のAQP2の発現量が増加することがわかった。しかし、

AQP2がvasopressinの機能分子であるかどうかは明確になっていない。加えて、糖

尿病時における腎臓AQP2の発現増加は多尿時における脱水症状を回避するための

補償機構であろうと考えられている32’34）が、その生理的役割は依然不明である。

　最近、炭酸リチウム（Li2co3）をマウスに投与することにより、尿崩症モデルが作

成できることが報告された3536）。体内に吸収されたLi2co3は、ほぼ100％が未変化

体として糸球体より濾過される。リチウムは、集合管に多く発現しているナトリウム

チャネルにより集合管主細胞内に取り込まれる37）。取り込まれたリチウムは、

adenylate　cyclase（AC）の活性を抑制することでcAMPを減少させ、　AQp2および

AQP3の転写および膜移行の両経路を阻害する35・36β8）。

　そこで本章では、このLi2co3を使用して、尿の浸透圧を変えずにAQP2の発現量

のみを減少させた実験系を構築し、この実験系における尿量とAQP2の発現量を調べ

ることにより、問題解決を図った。具体的には、STZ誘発1型糖尿病モデルマウスに

対して、Li2co3を投与することにより、目的の実験系を作製し、尿量と腎臓AQPの

発現量との関係を比較検討した。
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2．方法

試薬

　2・mercaptoethanol、　bromophenol　blue、　DMSO、　Folin＆ciocalteu’s　phenol

reagent、　Tween　20、　SDSおよびTrisは、　Wako　Pure　CheInical　Industries，　Ltd．

（Tokyo，　Japan）から購入した。　AntiTat　AQp　l　antibody、Anti・rat　AQp2　antibody、

Anti・rat　AQp3　antibodyおよびAntiTat　AQp4　antibodyはAlomone　Labs，　Ltd．

（Jerusalem，　Israel）から購入した。　Streptozotocin、　antiTabbit　antibody　coupled

to　horseradish　peroxidase、　BSA、　EDTA、1eupeptin　tri且uoroacetate　saltおよび

PMSFは、　Sigma・Aldrich　Corp．（St．　Louis，　MO，　USA）から購入した。　ECL　plus

western　blotting　detection　reagentsは、　GE　Healthcare（Chalfbnt　St．　Giles，　UK）

から購入した。Skim　milk　powderはSnow　Brand　Milk　Products　Co．　Ltd．（Tokyo，

Japan）から購入した。　RNeasy　mini　kitは、　Qiagen　Inc．（valencia，　CA，　usA）か

ら購入した。High　capacity　cDNA　reverse　transcription　kitは、　Applied　Biosystems

（Foster　City　CA，　USA）から購入した。　iQ　SYBR　green　supermixおよびRNase－free

waterは、　Bio・Rad　Laboratories（Hercules，　CA，　USA）から購i入した。　TE　buflbr

は、ナカライテスク株式会社（Tokyo，　Japan）から購入した。各種プライマーは

Invitrogen（Tbkyo，　Japan）より購入した。その他の試薬は市販されている物の内、

最もグレードの高い物を購入した。

STZモデルマウスの作製

　6週齢雄性ICRマウスをSankyo　Labo　Service（Tbkyo，　Japan）より購入した。動

物は温度24土1℃、湿度55士5％の施設において飼育し、明暗条件は8：00点燈、20：00

消灯の条件下で飼育した。本動物実験は、実験動物の適正な使用および管理について

定められた星薬科大学薬学部実験動物ガイドラインに準じて、同大学動物実験施設で
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行われた。

　12時間絶食後、STZ投与群にはSTZ・クエン酸緩衝液（pH　4．5）を尾静脈内投与し

た（150mglkg）。投与2週間後に眼底採血を行い、血糖値が500　mg／dL以上のマウ

スを実験に用いた。コントロール群にはクエン酸緩衝液を尾静脈内投与した。

H2co3投与方法

　NormalマウスおよびSTZマウスに粉末飼料（MEオリエンタル酵母株式会社）、

Li2CO30．1％あるいはo．2％含有粉末飼料を10日間自由摂取させた。投与7日目に摂

水量および24時間尿量を測定した。24時間尿量の測定は、代謝ケージを用いて11：00

～翌日11：00の間に行った。投与終了後、ジエチルエーテル麻酔下で、腹部大静脈よ

りヘパリンを用いて採血を行った。腎臓を摘出し、液体窒素を用いて瞬時冷凍し、－

80℃で保存した。

血糖値、血漿中および尿中クレアチニン濃度の測定

　採取した血液は、遠心分離（1，000×gfbr　15　min　at　4℃）により血漿を分離し、　assay

まで一80℃で保存した。尿は、遠心分離（1，000×gfbr　15　min　at　4℃）し、上清を用

いた。血漿中グルコース濃度および尿中グルコース濃度はGlucose　C　H・Test　Wako

を用いて測定した。血漿中クレアチニン濃度および尿中クレアチニン濃度は

Creatinine　assay　kit（BioVision，　Inc．，　Mountain　View，　CA，　USA）を用いて測定した。

glomerular丘ltration　rate（GFR）の指標として、クレアチニンクリアランス（Ccr）

を以下の式を用いて算出した39）。

　　　　　Ccr＝（Cu／Cp）×V

　　　　　Cu：尿中クレアチニン濃度，　Cp：血漿中クレアチニン濃度，　V：尿量
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組織からのRNAの抽出

　腎臓髄質外層からRNeasy　mini　kitを用いてRNAを抽出した。RNA抽出方法は、

RNeasy　mini　kit付属のプロトコールに従って行った。得られた溶液をTE　buflbrを

用いて25倍希釈し、分光光度計にて260nmおよび280　nmの吸光度を測定するこ

とで純度の確認およびRNA濃度（μg／mL）の算出を行った。

Real・time　R1｝PCR

　RNA　1μgからHigh　capacity　cDNA　synthesis　kitを用いてcDNAを合成した。こ

れをTE　buf｛brにて20倍希釈し、　cDNA　TE　buf』溶液とした。プライマーを作成し

real・time　PCRを行い各遺伝子の発現を検出した。すなわち、　PCR　Platesの各wel1

へiQ　SYBR　Green　Supermix　25μL、目的遺伝子のForward　primer（5　pmo1／μL）3

μL、Reverse　primer（5　pmoUμL）3μL、　cDNA　TE　buf｛br溶液4μL、　RNase　Free

Water　15叫を加えた。温度条件はdenaturation　temperatureとして95℃で15秒、

annealing　temperatureとして56℃で30秒、　elongation　temperatureとして72℃

で30秒とした。増幅過程の蛍光強度をMy　iQTM　Single　Color　Real・Time　PCR

Detection　Systemによりモニタリングした。使用したプライマーをTable　2に示す。

18S　rRNAをハウスキーピング遺伝子に用い、18S　rRNA　mRNAの発現強度の比を

算出した。
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Table　2　Prhner　8equence80f　mou8e　mRNA

Target　　　　Forward　primer（5’to　3’）　　　　　　Reverse　primer（5，　to　3’）

　SMIT　　　AGGAGTCCTTGGGTTGGAAC　　ACTGCAACAAGGCCTCCAG

　TauT　　　　　GTTCTGGGAGCGCAACGT　　　ACCGAACACCCTTCCAGATG

NKCC2　　GTCTCGGTGTGATTATCAIrCGG　　ATCCGTTTGTGGCGATAGCAG

　UT・AI　　AAGGAGATGTCTGACAGCAACA　　GGGCTGGGTGTGTATCCTG

GLUT2　　　CTGGAGCCCTCTTGATGGGA　　CCAGTCCTGAAATTAGCCCACA

SGLT2　　　TGAGTGGAATGCGCTCTTCG　　　CTTGCGGAGGTACTGAGGC

18S　rRNA　　　GTCTGTGATGCCCTTAGATG　　　AGCTTATGACCCGCACTTAC

SMIT；sodium　1η戸rinositol　transporter，　TauT；taurine　transporteちNKCC2；

Na＋・K＋－2Cl’cotransporter　2，　UTA1；Urea　transporter　A1，　GLUT2；glucose

transporter　2，　SGLT2；sodium／glucose　cotransporter　2

腎臓分画方法

　腎臓の分画はMarplesらの方法11）を改良して行った。瞬時冷凍した腎臓から、氷

上で髄質内層および皮質を分離し、これをdissecting　buf』（0．3　M　sucrose，25　mM

imidazole，1mM　EDTA，8．5μM　leupeptin，1μM　PMSF；pH　7．2）を用いて、それぞ

れ氷上でホモジナイズ（1，250rpm、5stroke）した。各ホモジネートを遠心分離

（4，000×g£or　15　min　at　4℃）した。上清を遠心分離（17，000×g　fbr　30　min　at　4℃）

した後、上清を除去した。沈殿にdissecting　buf』を加え超音波分散機により分散さ

せ、これをplasma　membraneを豊富に含むPM画分とした。
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ウエスタンブロッティング法

　タンパク質濃度の測定には、Lowry法12）を用いた。標準品にはBSAを用いた。

　電気泳動は、Laemmli法13）に基づいて行った。それぞれの画分にloading　buf飽r

（84mM　Tris，20％glycerol，0．004％bromophenol　blue，4．6％SDS，10％

2・mercaptoethano1；pH　6．3）を加え5分間煮沸し、12．5％ポリアクリルアミドゲル

に4pg／laneをアプライした。電気泳動後、分離されたタンパク質はセミドライブロ

ッティング装置を用いて、PVDFメンブレンに転写した。1．0％skim　milk　powderで

1時間ブロッキングを行った後、rabbit　anti－AQp1（1：500）、　rabbit　anti・AQp2

（1：1，000）、rabbit　anti’AQp3（1：500）あるいはrabbit　anti－AQp4（1：500）と1時

間反応させた。メンブレンをTBS・Tween（20　mM　Tris，137　mM　NaC1，0．1％Tween

20；pH　7．6）を用いて洗浄後、　donkey　anti・rabbit　IgG（whole　molecule）horse　radish

peroxidase　conjugate（AQp　l　and　AQp3；1：2，000，　AQp2　and　AQp4；1：5，000）と1

時間反応させた。メンブレンを洗浄後、ECL　plus　western　blotting　detection

reagentsと反応させ、ルミノイメージアナライザーLAS・3000miniで露光し、検出さ

れたバンドを解析した。

統計学的有意差検定

　実験値は平均値±標準偏差（mean土S．D．）として表示した。統計学的有意差検定に

は、Tukey法を用いた。
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3．結果

血糖値、尿量、摂水量およびクレアチニンクリアランスに及ぼすLi2co3の影響

　Normalマウスの血糖値は約200　mg／dLであった。　Li2CO3投与による血糖値の変

化は見られなかった。STZマウスの血糖値は約800　mgldLであり、尿糖は3g／day

であった。Li2co3をo．1％あるいは02％混餌投与したsTzマウスの血糖値および尿

糖は、STZマウスとほぼ同じであった（Figure　8A　and　B）。

　Normalマウスの1日あたりの尿量は約1mLであり、Li2CO3の投与により7mL

に増加した。STZマウスの1日当たりの尿量は約36　mLであった。　Li2CO3を投与し

たsTzマウスの尿量は、　Li2Co3非投与sTzマウスに比べて有意に増加した。特に、

Li2CO30．2％処置STZマウスの尿量はSTZマウスに比べて約2倍高く、70　mLであ

った（Figure　8C）。

　Normalマウスの1日あたりの摂水量は約2mLであり、Li2CO3の投与により約6

倍に増加した。STZマウスの1日当たりの摂水量は50　mL／dayであった。　Li2CO3を

投与したSTZマウスの摂水量はLi2co3非投与STZマウスに比べて有意に増加した。

特に、Li2CO30．2％処置STZマウスの摂水量はSTZに比べて約1．6倍高く、80　mL

であった（Figure　8D）。

　NormalマウスのCcrは、約0．3　mL／minであり、Li2CO3投与によるCcrの変化は

見られなかった。Li2CO3を投与したマウスのCcrは、　NormalマウスおよびSTZマ

ウスとほぼ同程度であった（Figure　8E）。
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Figure　8　Change8　in　pla8ma　ghloo8e　level（A），　u血e　g桓co8e　level（B），　u血e

volume（C），　water　intakeΦ），　and　c正eatinine　clearance（E）fbllowing　treatmellt　of

normal　mice　and　STZ　mice　witll　htllium　ca士bollate

　　Normal　mice　and　STZ　treated　mice　were　provided　with　control　chow，　chow

containing　O．1％or　O．2％Li2CO3　fbr　ten　days，　ad　Ubitum．　Seven　days　after

administration，　water　intake　and　24・hour　urine　volume　were　measured．　After

ten　days，　plasma　glucose　and　urine　glucose　level　were　measured．　Plasma　and

urinary　creatinine　concentrations　were　determined　to　calculate　creatinine

clearance．　Data　show　the　mean士S．D．　of　six　mice　per　group．　Tukey’s　test：

渋『ρ＜0．001vs．　normal　mice；＃＃ρ＜0．01，＃＃梅フ＜0．001　vs．　STZ　mice．
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浸透圧調節関連遺伝子に及ぼすLi2co3の影響

　集合管における尿の浸透圧を調べる目的で、浸透圧調節関連遺伝子の発現量を測定

した40’43）。STZマウスのsodium皿γσinositol　transporter（SMIT）のmRNA発現

量は、Normalマウスに比べて約2倍有意に高かった。　NormalマウスにおいてもSTZ

マウスにおいても、Li2CO3はSMITの発現量に影響を及ぼさなかった（Figure　9A）。

また、taurine　transporter（TauT）のmRNA発現量についても、　SMITのmRNA

発現量と同様の傾向を示した（Figure　9B）。
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tra118porter（SMI肥A）and　taurine　tran8porter（Tau凪B）in　the正enal　outer

medu皿a　fb皿o・wing　treatment　of　nomlal　mice　and　STZ　mice　with　hthium　carbonate

　　Normal　mice　and　STZ　treated　mice　were　provided　with　control　chow，　chow

containing　O．2％Li2CO3　fbr　ten　days，θd！励ゴ加1η．　The　kidneys　of　the　mice　were

removed，　alld　the　mRNA　expression　levels　of　SMIT　and　TauT　in　the　renal　outer

medulla　were　measured　by　real・time　RT・PCR．　18S　rRNA　was　used　as　a

house・keeping　gene，　and　the　averages　of　values　derived　from　the　un・treated

normal　mice　were　expressed　as　100％．　Data　show　the　mean土S．D．　of　six　Inice　per

group．　Tukey’s　test：★＊．ρ＜0．01vs．　normal　mice．
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腎臓におけるナトリウムトランスポーター、尿素トランスポーターおよび糖トランス

ポーターの発現に及ぼすLi2co3の影響

　集合管を多く含む腎臓髄質内層におけるナトリウムトランスポーター（NKCC2；

Na＋・K＋・2Cr　cotransporter　2）、尿素トランスポーター（U7｝A1；Urea　transporter　A1）

および糖トランスポーター（GLUT2；glucose　transporter　2，　SGLT2；sodium／glucose

cotransporter　2）のmRNA発現量を測定した（Figure　10）。

　STZマウスのNKCC2のmRNA発現量は、Normalマウスとほぼ同程度であった。

一方、Normalマウスにおいても、STZマウスにおいても、1．i2CO3投与により、NKCC2

のmRNA発現量の変化は見られなかった。

　STZマウスのUT・A1、　GLUT2およびSGLT2のmRNA発現量は、　Normalマウ

スに比べて有意に増加した。一方、NormalマウスにおいてもSTZマウスにおいても、

これらのmRNA発現量はLi2CO3投与により減少した。
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Figure　10　mRNA　eXpre88ioll　leve180f　80dium，　urea，　and　gluco8e　tran8po蝕er　in

the　kidney8

　　Normal　mice　and　STZ　treated　mice　were　provided　with　control　chow，　chow

containing　O．2％Li2CO3　fbr　ten　days，θ∂励ゴ加1η．　The　kidneys　of　the　mice　were

removed，　and　the　mRNA　expression　levels　of　NKCC2（A），　UT・A1（B），　GLUT2（C）

and　SGLT2（D）in　the　inner　medulla　were　measured　by　real・time　RT・PCR．　18S

rRNA　was　used　as　a　house・keeping　gene，　and　the　averages　of　values　derived　from

the　un・treated　normal　mice　were　expressed　as　100％．　Data　show　the　mean±S．D．

of　six　mice　per　group．　Tukey’s　test：★ρ＜0．05，渋ρ＜0．01　vs．　normal　mice；＃ρ＜0．05，

＃＃ρ＜0．01，＃＃＃iρ＜0．001vs．　STZ　mice．
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腎臓におけるAQp1、　AQp2、　AQp3、　AQp4の発現に及ぼすLi2CO3の影響

　近位尿細管を多く含む皮質のPM画分におけるAQP　1のタンパク質発現量をウエ

スタンブロッティング法で分析した。AQP　1は2本のバンドが検出された（Figure

l1A）。25　kDa付近のバンドは糖鎖が結合していないAQp　1、35・45　kDa付近のバン

ドは糖鎖が結合しているAQP　1である。糖鎖の有無はAQPの安定性や膜移行に関与

している1516）が、水の透過性には影響がない17）。したがって、本研究では、バンド

の合計をAQP1の発現量として解析した。　STZマウスのAQP　1のタンパク質発現量

は、Normalマウスとほぼ同程度であった。　Norma1マウスおよびSTZマウスにおい

て、Li2CO3処置によるAQP　1の発現量の変化は見られなかった。

　集合管を多く含む腎臓髄質内層のPM画分におけるAQP2のタンパク質のバンド

は、29kDaと40－50　kDa付近に検出された（Figure　l1B）。　STZマウスにおいては、

AQP2のバンドの合計が、　Normalマウスに比べて約2．7倍有意に増加した。　Normal

マウスおよびsTzマウスにおいて、互2co3処置によりAQP2の発現量は有意に減少

した。

　集合管を多く含む腎臓髄質内層のPM画分におけるAQP3のタンパク質のバンド

は、糖鎖が結合していないAQp3が27　kDa付近に、糖鎖が結合したAQp3が33・40

kDa付近に検出された（Figure　l1C）。　STZマウスにおいては、　AQp3の発現量が

Norma1マウスに比べて有意に増加した。　Norma1マウスおよびSTZマウスにおいて、

n2CO3処置によりAQP3の発現量は有意に減少した。

　集合管を多く含む腎臓髄質内層のPM画分におけるAQP4のタンパク質は、33　kDa

付近に単一にバンドが検出された（Figure　l　1D）。NormalマウスとSTZマウス間で、

AQP4の発現量に変化は見られなかった。　NormalマウスおよびSTZマウスにおいて、

Li2CO3処置によるAQP4の発現量に変化は見られなかった。
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Figure　l　l　Protein　expre88ion　level80f　AQp　1（A），　AQp2（B），　AQp3（C），　and　AQp4

（D）血lthe　kidney8

　　Normal　mice　and　STZ　treated　mice　were　provided　with　control　chow，　chow

containing　O．1％or　O．2％Li2CO3　fbr　ten　days，　ad　libitum．　After　completion　of

administration，　the　kidneys　were　removed　and　the　renal　cortex　and　inner　medulla

were　separated．　Using　the　plasma　membrane　fraction　separated　by
centrifugation，　protein　expression　levels　of　AQp　l　in　the　renal　cortex　and　of　AQp2，

AQp3，　and　AQp4　in　the　renal　meduIla　were　determined　by　Western　blotting．

The　averages　of　values　derived　from　the　normal　mice　were　expressed　as　100％．

Data　show　the　mean±S．D．　of　six　mice　per　group．　Tukey’s　test：★繰、ρ＜0．001　vs．

normal　mice；＃＃＃ρ＜0．001　vs．　STZ　mice．
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4．考察

　マウスにSTZを投与することにより、膵臓の6細胞が破壊され、インスリンの欠

乏が生じ、血糖値の増加および尿糖が出現する。また、尿糖の出現により多尿が生じ、

それに伴い摂水量も増加することが報告されている44）。本研究では、重度な糖尿病を

呈しているマウスを実験に用いた（Figure　8）。　Li2CO3処置STZマウスの血糖値およ

び尿糖は、STZマウスとほぼ同程度であったが、尿量および摂水量は有意に増加した

（Figure　8）。これらの結果から、　Li2CO3は血糖値に影響を与えずに尿量を増加させ

ることが示された。

　ヒトの腎臓では1日当たり約150Lの水が糸球体で濾過され、原尿が生成する。こ

の原尿は、近位尿細管で約65％、ヘンレ下行脚で約15％、遠位尿細管で約15％、

集合管で約4％が再吸収され、最終的に約1．5Lが尿として排泄される。このように、

尿量は原尿の生成量と尿細管および集合管における水の再吸収量に依存している7）。

本研究ではまず、原尿の生成量を調べる目的で、血漿クレアチニン濃度および尿中ク

レアチニン濃度よりCcrを算出した39）。　Ccrは糸球体濾過速度（GFR）と近似して

おり、原尿の生成量の指標となる。STZマウスにH2CO3を投与しても、　Ccrは変化

しないことが分かった（Figure　8E）。このことより、Li2CO3を投与したSTZマウス

と非投与STZマウスの間で、原尿生成量は変化しないことが示唆された。

　近年、尿量調節にAQPが重要な役割を担っていることが解明されてきた。　AQP1

は近位尿細管を多く含む皮質に、AQp2、　AQp3およびAQp4は集合管を多く含む腎

臓髄質内層に優位に発現している5）。AQp2およびAQp3は、　vasopressinによって

発現が制御されている。腎臓集合管主細胞の側底膜に発現するV2受容体に

vasopressinが結合することで、　ACを活性化する。　ACの活性化により産生された

cAMPは、protein　kinase　A（PKA）を活性化し4546）、続いてcAMP　response　element

binding　protein　（CREB）をリン酸化する47，48）。　CREBのリン酸化はAQP2および
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AQp3の発現および細胞膜への移行を調節する4950）。一方、　AQp　1およびAQp4の

発現量は、vasopressinにより制御されないことが知られている51・52）。糖尿病患者お

よび糖尿病動物において、vasopressinの分泌が増加し、　AQp2およびAQp3の発現

量が増加することが報告されている2653）。本研究においても、STZマウスのAQP2

およびAQp3の発現量はNormalマウスと比べて増加したが、　AQp　1およびAQp4

は変化しなかった（Figure　11）。この結果は、これまでの報告51，52）と一致するもので

あり、vasopressinは集合管の尿の濃縮はコントロールしているが、近位尿細管にお

ける尿の濃縮はコントロールしていないことが示唆された。加えて、Li2co3投与に

よる尿量の増加は、尿細管における水の再吸収の減少に起因したものではなく、集合

管における水の再吸収の減少に起因している可能性が示唆された。

　集合管における水の再吸収量は、尿の浸透圧とAQPの発現量に依存している5455）。

まず、尿量を最終的にコントロールしている集合管での浸透圧を調べる目的で、浸透

圧調節関連因子であるSMITおよびTauTのmRNA発現量を測定するとともに、浸

透圧関連トランスポーターのmRNA発現量を測定した。

　SMITおよびTauTは、浸透圧の上昇により発現量が増加することが知られている

40’43）。本研究において、STZマウスにLi2CO3を投与しても腎臓髄質外層における

SMITおよびTauTのmRNA発現量には、変化は見られなかった（Figure　9）。この

ことから、Li2co3の投与により、腎臓集合管内の浸透圧は変化していなかったこと

が示唆された。

　集合管における浸透圧はナトリウム、尿素および糖などにより決定される。そこで、

Li2co3処置が集合管内のナトリウム、尿素および糖のトランスポーターに及ぼす影

響について検討した。ナトリウムトランスポーターであるNKCC2のmRNA発現量

はLi2CO3処置による変化は見られなかった。一方、尿素トランスポーターである

UT・A1、グルコーストランスポーターであるGLUT2およびSGLT2のmRNA発現

量は有意に低下した（Figure　10）。これらのことから、　Li2CO3の投与によりナトリ
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ウムの再吸収量は変わらず、尿素および糖の再吸収量が低下している可能性が示唆さ

れた。Normalマウスにおいても、　STZマウスにおいても、　Li2CO3処置の有無に関

係なく、集合管まで到達した原尿の量は同一であると仮定すると、Li2CO3処置マウ

スにおいては、尿量が増加するので尿の浸透圧は低下するものと考えられる。しかし、

実際のところ、SMITおよびTauTの変化は見られなかった。本結果より、ナトリウ

ムの吸収には変化が見られず、尿素やグルコースの吸収が低下したことが、Li2CO3

の投与により尿量が増加しても集合管の浸透圧が変化しなかった理由として考えら

れる。以上の結果より、Li2co3を投与しても、集合管での浸透圧は変化しないもの

と推測された。

　次に、集合管を多く含む腎臓髄質内層に多く発現しているAQP7）の発現量をウェス

タンブロッティングにより測定した。STZマウスの腎臓髄質内層PM画分における

AQp2およびAQp3のタンパク質発現量は、　Normalマウスに比べて有意に高い値を

示した（Figure　l1B　and　l1C）。また、腎臓髄質内層のAQp2およびAQp3のタンパ

ク質発現量は、いずれもLi2CO3の投与により減少した（Figure　l1B　and　l1C）。こ

のことから、腎臓のAQP2およびAQP3の発現量が減少すると、尿量が増加するこ

とが示された（Figure　8C，11B　and　l　1C）。　AQpは浸透圧勾配にしたがって水を輸送

することが知られている5455）。また、集合管の内側の浸透圧より、血管側の浸透圧

が常に高く、水は管腔側から血管側に輸送されることが知られている56）。したがって、

糖尿病時の多尿状態において、集合管のAQP2およびAQP3の発現量増加は水の再

吸収を促進している可能性が強く示唆された。

　ここで、糖尿病による浸透圧利尿に起因した尿量とAQP2およびAQP3に起因し

た尿量を推定すると以下のようになる。すなわち、AQP2およびAQP3の発現量が同

一で、浸透圧が異なる2者の比較（02％Li2CO3投与したSTzマウスとo．2％Li2CO3

投与したNormalマウスの差，　Figure　8C，11B　and　l1C）から、糖尿病による浸透圧

利尿に起因した尿量は約63mL（70　mL　7　mL）と推定される。一方、浸透圧が同一
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で、AQp2およびAQp3が異なる2者の比較（o．2％Li2CO3投与STzマウスと非投

与STZマウスの差，　Figure　8C　and　9）から、STzマウスにおけるAQp2およびAQp3

に起因した尿量は約34mL（70　m七361nL）と推定される。したがって、　STZマウ

スの理論的な尿量を算出すると30mL（1　mL＋63　mI∫34　mL）となり、STZマウス

の尿量の実測値（36mL）と近似になる。このことからも、糖尿病時のAQP2および

AQP3の増加が、集合管における水の再吸収を増加させ、ひいては脱水症状を回避す

るためであることがわかる。

　Li2CO3は臨床において双極性障害の治療薬として用いられる。これまで、利尿薬

であるヒドロクロロチアジドが、リチウム誘導性尿崩症ラットの腎臓におけるAQP2

のタンパク質発現量の減少を抑制し、尿崩症を改善することが報告されている57）。し

かし、本研究において、Li2CO3投与STZマウスの尿量はLi2CO3投与Normalマウ

スに比べて著しく高かった（Figure　8C）。この結果は、糖尿病患者に対してLi2CO3

を投与すると、さらなる多尿を引き起こす可能性があることを示すものであり、糖尿

病患者のLi2co3使用には注意を要するものと思われる。

　これまで、1型、2型を問わず、糖尿病の多尿状態において、腎臓AQP2発現量は

尿量の増加と相関することが報告されている32，33）。本章の結果より、糖尿病時の多

尿状態では、集合管におけるAQP2およびAQP3の発現量増加は、水の再吸収を促

進し、体内水分量の減少を補う補償機構として働いていることが強く示唆された。
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【総括】

　薬物の主たる排泄経路の一っに、腎排泄がある。腎排泄は糸球体濾過、尿細管分泌、

尿細管および集合管における再吸収という一連の物質移動の総和としてあらわれる。

一般に、尿流速が速いほど、管腔側の薬物濃度と血管側の薬物濃度差が減少するため、

再吸収量は低下することが知られている。糖尿病に伴う多尿時、利尿薬服用時、薬物

の副作用により多尿が生じた場合などには、再吸収が減少するため、薬物の体内動態

が変動することは知られているが、尿細管および集合管における水の移動に関する詳

細なメカニズムが不明なため、明らかに尿量に変化が見られる場合を除き、薬物の体

内動態に及ぼす再吸収の影響は注視されてこなかった。しかしながら、ジゴキシンな

どのように再吸収の影響を受ける薬物で、かっ、有効血中濃度域が狭い薬物は、水の

再吸収に影響を及ぼす諸因子を明確にする必要がある。そこで本研究では、尿細管お

よび集合管において水の移動に関するメカニズムを明らかにするために、尿細管にお

いて水の移動に重要な役割を担っているアクアポリン（AQP）に着目し、多尿を呈す

る病態である糖尿病モデル動物を用い、検討した。まず、尿量の変動とAQPの発現

変動の関連性にっいて、2型糖尿病モデルKKAyマウスを用いて検討した。その結果、

KKAyマウスにおいては病態の進行に伴い、尿量およびvasopressinの分泌量が増加

し、それと同時に腎臓AQP2の発現量が増加することがわかった。次に、腎臓のAQP

の発現量を特異的に低下させるLi2co3を用いて、尿量の変動におけるAQPの意義

について検討した。その結果、腎臓のAQP2の発現増加は腎臓での水の再吸収を促進

し、尿量を減少させる方向に機能していることが明らかとなった。

本研究で得られた知見を以下に要約する。

《第一章》

1．KKAyマウスは、2型糖尿病の病態の進行とともに多尿が生じ、これに伴い、腎

　　　　　　　　　　　　　　　　　　42



　臓髄質内層AQP2の発現量が増加することが明らかとなった。また、細胞内小胞

　　から細胞膜への移行も促進した。

2．KKAyマウスの病態の進行に伴い、視床下部におけるvasopressinのmRNA発

　現量が増加し、腎臓AQP2の発現量と正の相関が認められた。

3．病態が進行しているKKAyマウスにインスリンを投与することにより、尿量が減

　少し、腎臓AQP2の発現量の低下および膜移行の抑制が見られた。また、視床下

　部におけるvasopressinのmRNA発現量も低下した。

《第二章》

1．尿量が増加した1型糖尿病モデルSTZマウスにおいて、腎臓髄質内層細胞膜画分

　　のAQP2およびAQP3のタンパク質発現量が増加していることが確認できた。

2．STZマウスに腎臓AQp2およびAQp3の発現量を低下させるLi2CO3を投与した

　　際の尿量は、Li2co3無処置マウスに比べて著しく増加した。

3．Li2CO3処置STZマウスの尿量の増加は、糸球体濾過量、近位尿細管での再吸収

　量および尿細管浸透圧には起因せず、腎臓集合管でのAQP2およびAQP3の発現

　量低下に起因していることがわかった。

　本研究の結果から、多尿状態において、腎臓のAQP2の発現量が尿量の増加に伴い、

増加することが明らかとなった（第一章）。また、この増加は腎臓での水の再吸収を

促進し、多尿時における脱水症状を回避するための補償機構として働いていることが

強く示唆された（第二章）。

　これまで、尿量の増加に伴って発現量が増加する集合管におけるAQP2の機能に関

しては、推測の域を出なかった。本研究により、AQP2の発現増加が水の再吸収を増

加するためであることが明確になった。Li2co3を含むいくつかの薬物が集合管の

AQP2の発現に影響を及ぼすことが知られている5＆59）。これらの薬物とジゴキシン
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などを併用する場合には、ジゴキシンの再吸収が変動する可能性があるため、注意を

要する。今後、薬物の適正使用において、腎臓のAQPに影響を及ぼす薬物に関して

も注視していく必要があると考える。
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