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S u m m a r y . W a t e r i s fi lt e r e d f r o m th e ci r c u l a ti o n

i n t o u ri n e i n t h e gl o m e r u l u s a n d i s r e a b s o rb e d

m o s tl y i n t h e p r o xi m al t u b u l e s a n d d e s c e n di n g

l o o p o f H e n l e a n d p a r ti all y i n t h e c o ll e c ti n g

d u c t s t h r o u gh s e v e r a l t y p e s o f w a t e r c h a n n el s ,

也e a q u a p o ri n ( A Q P l
,
A Q P 2

,
A Q P 3 , A Q P 4 a n d

A Q P 7) . Si n c e A Q P 2 , A Q P 3 , a n d A Q P 4 h a v e b e e n

i d e n tifi e d i n th e c oll e c ti n g d u ct s
,

w hi ch o ri gi n a t e

fr o m u ri n a r y b u d s d u ri n g t h e d e v e l o p m e n t o f

也e k id n e y a s 血 e u r e t e r , b l a d d e r , a n d u r e 也r a ,
it

i s p r e s u m a b l e fo r t h e s e a q u a p o ri n s t o l o c a t e i n

t h e u r o t h eli u m c o v e rl n g t h e l u m i n a l s u r fa c e o f

th e s e ti s s u e s . H o w e v e r
,
it h a s b e e n s u g g e s t e d th a t

t h e u r o t h eli u m i s i m p e r m e a b l e t o w a t e r a n d/ o r

s ol u t e s . H e n c e
,

w e e x a m i n e d 血e e x p r e s si o n a n d

l o c a li z a ti o n o f a q u a p o ri n f a m ily m e m b e r s (A Q P l ,

A Q P 2
,
A Q P 3 a n d A Q P 4) i n 也 e u ri n a r y t r a c t i n

r a t s . A s a c o n s e q u e n c e , th e e x p r e s si o n of A Q P l

a n d A Q P 3 m R N A w e r e d e m o n st r a t e d i n th e u r e t e r ,

b l a d d e r
, a n d u r e t h r a b y ri b o n u cl e a s e p r o t e c ti o n

a s s a y . W e s t e r n bl o t ti n g s h o w e d d i s ti n c t b a n d s

fo r b o th A Q P l a n d A Q P 3 i n th e u r e t e r
,
b l a d d e r ,

a n d u r e t h r a . B y i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y ,
A Q P I

w a s l o c a li z e d i n t h e e n d o t h e li al c e ll s o f b l o o d

v e s s el s a n d A Q P 3 i n i n t e r m e di a t e a n d b a s al c ell

l a y e r s of 也 e u r o 也eli u m i n 血e u r et e r
,
b la d d e r a n d

u r e t h r a .
N o A Q P 2 o r A Q P 4 m R N A e x p r e s si o n

o r i m m u n ol o c a li z a ti o n o f A Q P 2 a n d A Q P 4 w e r e

d e t e ct e d i n t h e s e ti s s u e s .
A Q P 2 e x p r e s si o n w a s

e n h an c e d in th e ki d n e y a ft e r d e h y d r a ti o n ; h o w e v e r ,

t h e e x p r e s si o n w a s u n c h a n g e d i n t h e u r e t e r
,

bl a d d e r , an d u r e th r a .
% e c u r r e n t fi n d i n g s s u g g e st

t h a t w a t e r c r o s s e s t h e u r o t h eli u m b y u tili z i n g

A Q P 3 w a t e r c h a n n el s (t r an s c ell u la r p a th w a y) i n th e

u r e t e r
,
b l a d d e r

,
a n d u r e 血 r a

,
b u t 血e e x p r e s si o n o f

A Q P 3 i s n o t r e g u la t e d b y a d e h y d r a t e d c o n d iti o n .

K e y w o r d s - a q u a p o ri n
,
b l a d d e r

,
u r e t e r

,
u r e t h r a ,

u r ot b eli u m .

I N T R O D U C T I 0 N

T h e p h y si ol o gi c al r e g u l ati o n of w at e r a n d s ol u t e s is

i m p o r t a n t f o r m a n y b a si c c e ll u l a r f u n c ti o n s s u c h a s

p r olif e r ati o n
,
e x cit ability ,

s e c r e ti o n , a n d r e ab s o r p tio n
l)

･

T h e di s c o v e r y of 也 e a q u a p o ri n ( A Q P) w at e r c h a n n el s

h a s le d t o a n u n d e r s t a n di n g of t h e m ol e c u l ar b a si s of

m e m b r a n e w at e r p e r m e ab ilit y
2)

･ R e c e n t s t u di e s h a v e

r e v e ale d s e v e r al a s p e ct s of 也 e ph y siolo gi c al r el e v a n c e of

th e A Q P f a m ily
3)

. s o f ar l l m e m b e rs of A Q P s h a v e b e e n

is ola t e d a n d ch ar a ct e riz e d . A Q P l
,
A Q P 2

,
A Q P 3

,
A Q P 4

,

A Q P 6
,

a n d A Q P 7 w e r e id e n tifie d o r l o c ali z e d i n th e

kid n e y
l)

. T h e lo c ali z a ti o n of A Q P I w a s i n b o 仙 也e a p i c al

a n d b a s al m e m b r a n e of p r o xi m al t u b ule c ells
,
e p i也eli al

c ells of H e nle l
s d e s c e n di n g lo o p ,

a n d v a s c ul ar e n d o 也 eli al

c ells
,

w h e r e a s A Q P 2 w a s lo c ali z e d in th e a pic al s u rf a c e

a n d b o 也 A Q P 3 a n d A Q P 4 i n th e b a s olat e r al m e m b r a n e

of c olle cti n g d u ct c ells
4)

. s t u di e s of A Q P k n o ck o u t m i c e

h a v e r e v e al e d th e i m p o r t a n c e of th e w a t e r c h a n n el

f a m ily w ith r e s p e ct t o w at e r h o m e o st a sis
5)

. A Q P l
,
A Q P 3 ,

a n d A Q P 4 g e n e dis r u p ti o n c a u s e u ri n a r y c o n c e n t r ati n g

d ef e c t s
,

a n d a m u t a ti o n of t h e A Q P 2 g e n e r e p r e s e n t s

n e p h r o g e nic di ab et e s i n sipid u s i n b u m a n s
5

,
6

,
7)

c o r r e s p o n d e n c e : T a d a s hi Y a m a m o t o
,
D e p a rt m e n t o f S tr u c tu r al A b b r e vi a ti o n s - W K Y

,
W i st a r K y o t o ; A Q P

,
a q u a p o ri n ; G A P D H

,

p ath o lo g y ,
I n sti tu te o f N e p h r olo gy G r a d u a te S c h o o l of M e dic al a n d D e n t al gly c e r ald e h y d e-3

-

p h o s p h ate d e hy d r o g e n a s e ･

S ci e n c e s
,
N iig ata U ni v e r si ty As a hi m a c hi -d o ri l175 7

,
N iig at a 9 5 1 -85 1 0

,

J a p a n .

1 3



1 4 Z . Q u e t al ∴

T b e lu m i n al s u rf a c e of th e u ri n ar y t r a c t is c o at e d b y a

s p e ci aliz e d e pith eliu m
,
u r ot h eli u m

,
w hi c h is s u g g e s t e d

t o b e i m p e r m e abl e t o w at e r a n d i o n s t o f u n c ti o n a s a

b a r ri e r ･

8 ･ 9)
･ T h e u r ot h eli u m i s la y e r e d w ith th r e e c ell

ty p e s i n cl u di n g u m b r ell a c ells , i n t e r m e di at e c ells
,
a n d

b a s al c ell s . O n th e o th e r b a n d
,

a r e c e n t s t u d y i m p lie d

th e p e r m e ati o n of i o n s a n d p r o t ei n s t h r o u g h th e

u r o th eli u m
l O)

･ I n a d diti o n
,
S p e ct e r e t al . d e m o n st r at e d

A Q P l
,
A Q P 2

,
a n d A Q P 3 e x p r e s si o n i n 仇 e r at u r et e r a n d

bla d d e r
l l)

･ si n c e 仇e r e g ul ati o n of A Q P 2 e x p r e s sio n a n d

lo c ali z ati o n b y v a s o p r e s si n h a v e b e e n d e m o n st r at e d t o

b e r e s p o n sible fo r th e r e a b s o r p ti o n of b ulk h
･

e e w at e r i n

c oll e cti n g d u ct s
,
A Q P 2 e x p r e s sio n in 也 e u r o 也eliu m w a s

as s u m e d t o i m ply its fu n cti o n al si g nifi c a n c e
,

c o n tr a stin g

w ith t h e p r e di c t e d b a r ri e r f u n cti o n of u r ot b eli u m
1 2

,

13)
. T h u s , w e f oll o w e d t h e s a m e t r a c k t o e x a m i n e th e

e x p r e s si o n o f A Q P l
,
A Q P 2

,
A Q P 3

,
a n d A Q P 4 i n th e

u rin a r y tr a ct w hile c o m p a ri n g this w i血 th e e x p r e s si o n in

th e kid n ey .

M A T E R I A I - S A N D M m O D S

An i m al s an d ti s s u e s

A d ult W R Y ( W ist a r K y ot o) r at s w e r e fe d o n a s t a n d ar d

r at ch o w wi th fr e e a c c e s s t o w at e r . T o d e h y d r at e th e r at s
,

w a t e r i n t ak e w a s r e s t ri ct e d f o r 4 8 h o u r s . T h e k id n e y

(c o rt e x a n d m e d ull a) ,
u r et e r

,
bl ad d ell a n d u r eth r a (1/ 3

p a r t p r o xi m al t o bla d d eり w e r e r e m o v ed t o e x a m in e 也e

e x p r e s si o n a n d lo c aliz atio n of A Q P f a m ily m e m b e r s .

R ib o n u cle a s e p r ot e c ti o n a s s a y

T h e ti s s u e s w e r e h o m o g e ni z e d a n d t o t al c ellu l ar R N A

w a s is ol at e d b y 也e a cid g u a nidi u m 也i o c y a n at e -

p b e n ol -

ch lo r of o r m m e th o d ･ Rib o n u cle a s e p r ot e cti o n a s s a y w a s

d o n e a s r e p o r t ed p r e vi o u sly
l)

.

3 2

p -lab el ed a n tis e n s e C R N A

p r o b e s f o r r at A Q P l
,
A Q P 2

,
A Q P 3 , A Q P 4 M r n a , a n d

gly c e r ald e h y d e -3 -

p h o s p h at e d e b y d r o g e n a s e (G A P D H )
m R N A w e r e s y n t h e siz e d b y in v it r o t r a n s c rip ti o n u si n g

li n e a ri z e d p l a s m id s in s e rt e d w ith A Q P l
,
A Q P 2

,
A Q P 3

,

A Q P 4
,
a n d G A P D H c D N A s

l)
.

T e n m i c r o g r a m s of R N A s a m p le s w e r e h y b ridi z e d w it h

也e m i x t u r e of C R N A p r ob e s (1 Ⅹ1 0
5

cp m e a c h) o v e r nig h t

at 45
o

C
,
a n d u n b y b ridi z e d p r o b e s w e r e di g e st e d w ith

rib o n u cl e a s e A a n d rib o n u cl e a s e T l . T h e s a m p l e s

w e r e a p p lie d f o r el e ct r o p b o r e sis o n 6% p oly a c r yl a m id e

g el s
,
a n d th e p r o b e s p r ot e c t e d 血

･

o m t h e rib o n u cl e a s e

t r e at m e n t w e r e eith e r vi s u aliz e d a s b a n d s aft e r e x p o s u r e

of t h e g el s o n X - r a y fil m s o r w e r e q u a n tit at e d b y a

p b o s p b e r i m a g in g o p e r atin g s y st e m ( M ole c ul a r l m a g e II

Bi o - R ad J a p a n
,
T b k y o) .

W e st e r n b l o tti n g

T is s u e s w e r e h o m o g e niz e d in a ly sis b uff e r (8 M u r e a
,

0 ･8 % T rit o n X -1 0 0
,
0 .2 % s o di u m d o d e c y l s ulf at e

,
3 %

2 - m e r c a p t o eth a n ol) u si n g a P o tt e r ty p e h o m o g e niz e r .

T e n m i c r o g r a m s of t o t al p r o t ei n o b t ain e d f r o m t h e

kid n e y m e d ull a , u r et e r
,

a n d bl ad d e r
,
o r 40 l lg 血

･

o m th e

u r e th r a w e r e l o a d e d i n t o e a c h l a n e a n d s e p ar at e d b y

g el el e c tr o p h o r e sis o n 1 2 % p ol y a c r yl a m id e sl ab g el s

c o n t ai ni n g S D S . T h e s e p a r at e d b a n d s w e r e bl o tt e d

t o nit r o c ell ul o s e m e m b r a n e s . T h e m e m b r a n e s w e r e

in c u b at e d w ith 5 % m ilk i n P B S - T (8 0 m M N a
2
H P O

｡ ,

2 0 m M N a H
2
P O

4 ,
1 0 0 m M N a C l

,
0 .1 % T w e e n - 2 0

, p H

7 .4) f o r 1 h a n d i n c u b a t e d w it h r ab bit a n ti十r a t A Q P l

(C H E M I C O N I n t e r n atio n al
,
I n c

,
T e m e c ula

,
C A) ,

A Q P 2

( a k i n d gift fr o m D r . S ei S a s ak i
,
T o k y o M e di c al a n d

D e n t al U n iv e r sit y ,
T o k y o) ,

A Q P 3 ( als o a k in d gift fr o m

D r ･ S a s a ki) ,
a n d A Q P 4 ( C H E M I C O N I n t e r n a ti o n al

,

I n c) a n tib o die s at 4
o

C f o r o v e r ni gh t . T h e m e m b r a n e s

w e r e w a s h e d th r e e ti m e s f o r 3 0 m i n e a c h i n P B S - T

a n d i n c u b at e d w ith a h o r s e r a di sh p e r o xi d a s e -l ab ele d

s e c o n d a n tib o d y (1:1 0 0 0 ,
E n v isi o n

,
D A K O

, J a p a n) at

r o o m t e m p e r at u r e fo r 6 0 m i n . T h e i m m u n o r e a ctivi ty w a s

vi s u ali z e d b y a ch e m ilu m in e s c e n c e d e t e c ti o n s y st e m

(E C L plu s
,
A m e r s h a m P h a r m a ci a Bi o t e c h

, J a p a n) . T h e

vis u aliz e d m e m b r a n e s w e r e st ain ed b y C o o m a s si e b lu e

in o rd e r t o c o n 丘r m e q u al l o a din g of 也 e s a m p le s .

I m m u n o h i st o c h e m i st r y

T i s s u e s w e r e fi x e d i n a m e t h y l
- C a r n o y fi x a ti v e

,

d e h y d r at ed i n etb a n ol
,

a n d e m b e d d e d i n p a r af丘n ･ 刀- e y

w e r e s e c tio n e d at a t hic k n e s s of 4 ” m
,
a n d th e s e cti o n s

w e r e d e w a x e d a n d r e h y d r a t e d . T h e y w e r e i n c u b at e d

w i也 a r a b bit a n ti- r at A Q P l (0 .2 5 〟 g/ m l) ,
A Q P 2 (1 :4 0 00) ,

A Q P 3 (1:1 00 0) ,
o r A Q P 4 (1 .0 ” g/ m l) a n tib o d y o r n or m al

r ab bit s e r u m (1:40 0 0) fo r 6 0 m i n
,
a n d th e n r e a ct e d w ith

a h o rs e r a dish p e r o xid a s e - c o nj u g a t ed g o at
-

a nti-

r ab bitI g G

a n tib o d y (1:5 E n v isi o n; D A K O , J a p a n) f o r 30 m i n . n e

i m m u n o r e a cti o n w a s d e t e ct e d b y p e r o xid a s e r e a cti o n

u si n g 3
′

d i a m i n o b e n z idi n e t e t r a h y d r o c h l o rid e a n d

h y d r o g e n p e r o x id e . T h e s e c ti o n s w e r e c o u n t e r s t ai n e d

w i也 b e m at o x ylin e .

R E S U I:T S

T h e rib o n u cle a s e p r ot e cti o n a s s a y d e m o n st r at e d A Q P l

a n d A Q P 3 m R N A e x p r e s si o n in 血e u r e t ell bl a d d e r
,
a n d

u r e 也r a
,

w h e r e a s n ei也e r A Q P 2 n o r A Q P 4 w e r e d et e ct e d

i n 也 e s e tis s u e s (Fig . 1) . ¶1 e e x p r e s si o n of A Q P l m R N A

w a s m u ch high e r in th e kid n e y c o r t e x a n d m e d ull a th a n

也e u r et ell bl a d d er
,
o r u r eth r a . O n 也 e oth e r h a n d , A Q P 3

m R N A e x p r e s si o n in t h e u r et e r
,
bl ad d er

,
an d u r e th r a w a s
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A . A Q P l . B . A Q P 2 . C . A Q P 3 . D . A Q P 4 . L a n e 1
,
r e n al c o r t e x ; L a n e 2

,
r e n al m e d ulla; L a ne 3

,
u r et e r; L a n e 4

,
bl a dd e r; L a n e 5

,

u r e th r a; L a n e 6
,
t r a n sf e r R N A( a s a n e g a ti v e c o n t r ol) .
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F ig . 2 . Rib o n u cle a s e p r ot e c tio n a s s a y sh o w i n g th e m R N A e x p r e s si o n i n u ri n a r y t r a ct o f A Q P l
･
A Q P 2

,
a n d A Q P 3 i n h y d r a t e d

a n d d e h y d r at e d r at s .

A . A Q P l . B . A Q P 3 .
L a n e 1

,
kid n e y m e d u ll a ( h y d r a t e d) ; L a n e 2

,
u r e t e r ( hy d r at e d) ; L a n e 3

,
u r et e r (d e h y d r a t e d); L a n e 4

,
bl a d d e r

o l y d r at e d) ; L a n e 5
,
bl a d d e r (d e h y d r a t e d); L a n e 6

,
u r e th r a ( hy d r at e d) ; L a n e 7

,
u r e th r a (d e h y d r a t e d) ; L a n e 8

,
t r a n sf e r R N A ( a s

a n e g ativ e c o n t r ol) . C .
A Q P l

,
A Q P 2 . D . A Q P 3 . L a n e 1

,
kid n e y c o rt e x O ly d r at e d) ; L a n e 2

,
m e d ulla (h y d r at e d) ; L a n e 3

,
c o rt e x

(d e h y d r at e d) ,
a n d L a n e 4

,
m e d ull a (d e h y d r at e d) ･

m o r e in t e n s e 也a n in 也 e kid n e y (Fig . 1) .

N o si g n ific a n t ch a n g e s i n A Q P l a n d A Q P 3 m R N A

e x p r e s si o n v e r e d e m o n s t r at e d i n th e u r et e r
,
b la d d e r

,

o r u r e 也r a of d eh y d r at e d r at s al也 o u g h b o th A Q P 2 a n d

A Q P 3 m R N A e x p r e s sio n s w e r e i n c r e a s e d i n 也e kid n e y

m e d u ll a aft e r d eh y d r ati o n (Fi g . 2) ,
w hile A Q P l m R N A

e x p r e s sio n w a s u n ch a n g e d .

W e s t e r n b l o tti n g u si n g th e a n ti - A Q P l a n tib o d y

s h o w e d t w o b a n d s of - 2 8 k D a a n d - 3 5 k D a
,
r e s p e ctiv ely

c o r r e s p o n di n g t o n o n -

gly c o s yl a t e d a n d gly c o s y l at e d

f o r m s i n t h e u r e t e r
,

u r e t h r a
,

a n d k id n e y m e d u ll a .

A si n g l e b a n d of - 2 8 k D a w a s d e m o n s t r at e d i n t h e
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3 5 k D a >

2 8k D a >

34 k D a ト

31 k D a >

4 5 k D a ト

2 9 k D a ト

3 1 k D a ト

1 2 3 4

F ig ･ 3 ･ W e st e r n bl o t a n aly si s i n th e u ri n a r y t r a ct .

A ･ A Q P l ･ B ･ A Q P 3 ･ L a n e s 1
,

u r e t e r ( h y d r a t e d) ; L a n e 2
,

u r e t e r (d e h y d r a t e d) ; L a n e 3
,
b l a d d e r ( h y d r a t e d) ; L a n e 4

,
bl a d d e r

( d e h y d r at e d) ; I ･ a n e 5
,
u r et h r a (h y d r at e d) ; I - a n e 6

,
u r e th r a (d e h y d r at e d) ; I , a n e 7

,
ki d n e y m e d u ll a (h y d r at e d) . C . A Q P 2 . D . A Q P 4 .

b n e s 1
,
kid n e y m e d ull a; h n e 2

,
u r e t e r; L a n e 3

,
bla d d e r; I ･ a n e 4

,
u r e th r a ･ T e n m i c r o g r a m s o f t o t al p r o t ei n o bt ai n e d fr o m r e n al

m e d u lla
･
u r et e r

･
a n d bl a dd e r

,
a n d 4 0 p g o f t o t al p r o t ei n fr o m t h e u r et h r a w e r e l o a d e d i n t o th e g ell a n e s .

bl a d d e r
,
h o w e v e r . ( Fi g . 3) . T h e a n ti - A Q P 3 a n tib o d y

i m m u n o b l o tt e d t w o b a n d s of - 3 1 k D a a n d - 3 4 k D a
,

r e s p e ctiv el y c o r r e s p o n di n g t o n o n -

gl y c o s y l at e d a n d

gly c o s y la t e d f o r m s of A Q P 3 i n th e u r e t e r a n d bl a d d e r
,

a n d sin g le b a n d s of - 31 k D a i n th e u r e th r a a n d k id n e y

(Fig . 3) .

N o sig nific a n t diff e r e n c e s in a m o u n t s of A Q P l a n d

A Q P 3 p r o t ein s i n th e u r e t e r
,
b l ad d e r

,
o r u r eth r a w e r e

d et e c t e d b et w e e n th e h y d r at ed a n d th e d e h y d r at ed r at s

(R g . 3) . N o b a n d s f o r A Q P 2 a n d A Q P 4 w e r e d et e c t e d i n

也e u r e t ell bl ad d e r; o r u r eth r a
,
w hil e A Q P 2 b a n d s of b oth

n o n -

gly c o s yl at e d - 2 9 k D a a n d gly c o s yl at e d - 38 k D a
,
a n d

a n A Q P 4 b a n d of - 3 1 k D a w e r e ob s e r v e d in th e kid n e y

m e d ulla b y W e st e r n b lo t a n aly sis (Fig . 3) .

T b e lo c aliz atio n of A Q P l
,
A Q P 2

,
A Q P 3

,
an d A Q P 4 in th e

u rin a r y t r a c t w a s e x a m in e d b y i m m u n o hi st o c h e m ist r y .

A Q P I w a s fわu n d in v a s c ula r e n d o 也elial c ells of c a pilla rie s

a n d s m all a r t e rie s i n th e u r e t e r
,
bl a d d e r

,
a n d u r e th r a

(Fig ･ 4) . I n ad ditio n , a n i m m u n o r e a ctivit y f o r A Q P I w a s

p r e s e n t in t h e ci r c ula r s m o o 也 m u s cl e l a y e r i n th e u r et e r .

I n t h e u r e 也r a
,
A Q P I w a s in t e n s e ly d e m o n str at e d i n 也e

e n d o th eli u m of th e c a v e r n a e c o r p o r u m u r et h r a e (Fig . 4) .

A Q P 3 w a s d e t e ct e d i n th e c y t o p la s m ic m e m b r a n e of

e pith eli al c ells
,

e s p e cially t h e i n t e r m e di a t e a n d b a s al
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Fi g . 4 . Le c ali z ati o n of A Q P l a n d A Q P 3 p r ot e i n e x a m i n e d b y i m m u n o hi st o ch e m ist r y i n th e u r et e r
,
bl a dd e r

･
a n d u r eth r a ･ A Q P l

i s p r e s e n t i n th e e n d o t h e li u m o f c a pill a ri e s a n d s m al l a rt e ri e s o f t h e u r e t e r ( A , high p o w e r; B ) a n d bl a d d e r ( E , high p o w e r; F ) ･

A Q P I s t ai n i n g i s v i sib l e i n t h e a d v e n titi a a dj a c e nt t o th e ci r c ul a r m u s cl e l a y e r (A , a r r o w s) a n d t u n i c a e x t e r n a i n cl u di n g bl o o d

v e s s s el s
,

a n d e n d o th eli u m o f c a v e r n a e c o rp o r u m u r e th r a e i n th e u r eth r a (Ⅰ; h igh p o w e r
,
J) ･

A Q P 3 i s d e m o n st r at e d i n pl a s m a

m e m b r an e s o f i n t e r m e di at e a n d b a s al c ells i n th e u r e t e r ( C , high p o w e r
,
D) ,

bla d d e r ( G ,
high p o w e r; H ) a n d u r e th r a A high

p o w e r; L) . N o t e t h at th e s u p e r R ci al u m b r ell a c ell s a r e n o t st ai n e d ･

c ells of 也e u r et er
,
bl ad d e r

,
a n d u r e 也r a (Fig . 5) . I n 血e

kid n e y ,
A Q P I w a s p r e s e n t i n th e cy t o pl a s m ic m e m b r a n e s

of p r o x i m al t u b ul e s
,
d e s c e n d in g l o o p of H e n l e

,
a n d

v a s c ul a r e n d o tb eli u m . I n th e p r o x i m al t u b ul e s
,
t h e

i m m u n o l a b eli n g f o r A Q P I w a s m u c h s t r o n g e r i n t h e

a pi c al m e m b r a n e 也 a n i n th e b a s al m e m b r a n e (Fi g ･ 5) ･

A Q P 2 w a s in t e n s ely i m m u n ol o c aliz e d i n 也e a pic al sit e s

of c oll e c ti n g d u c t c ells
,

w h ile b o t h A Q P 3 a n d A Q P 4

w e r e l o c aliz ed i n th e b a s ol at e r al m e m b r a n e of c oll e ctin g

d u ct e p itb eli al c ell s in th e k id n e y . N eith e r A Q P 2 n o r

A Q P 4 w e r e d e t e ct e d in 仇e u r et e r
,
bl ad d e r, o r u r e 也r a b y

i m m u n oh ist o ch e m ic al s 山d y (Fig . 5) .

D I S C tTS SI O N

I n t h is st u d y ,
t w o i s of o r m s of th e A Q P f a m il y ,

A Q P l

a n d A Q P 3 , w e r e id e n ti丘e d in th e u r et e r, bl ad d e r , a n d

u r eth r a at b o 血 m R N A a n d p r o t ei n l e v el s . A Q P l m R N A

e x p r e s si o n i n t h e u r e t e r
,
b l a d d e r

,
a n d u r e th r a w a s

m u c h l o w e r t h a n i n th e k id n e y c o r t e x a n d m e d ull a .

I m m u n o r e a c ti v e A Q P I w a s l o c aliz e d i n th e v a s c u l a r

e n d o th elial c ells of th e s e tis s u e s
,
s u g g e stin g a r ol e f o r

A Q P l in w at e r m o v e m e n t b et w e e n 也 e i n t e r stitiu m a n d

bl o od . A Q P l i m m u n o r e a ctivit y w a s al s o o b s e r v e d i n 也 e

cir c ul ar m u s cl e la y e r of 也e u r et e r al也 o u g b w e c o u ld n ot

d e t e ct cl e a rly w h e th e r th e i m m u n o r e a cti vi t y w a s o n th e

s m o oth m u s c ul a r c ells o r o 也e r c o n stit u t e s i n t h e cir c ula r

m u s cle la y e r s u ch a s c a pill a rie s o r ly m p h atic v e s s els . I n

a d diti o n , A Q P l m a y b e p r e s e n t in n e r v e s of 也 e m u s c ula r

l a y e r a s w a s sh o w n i n s e n s o r y n e r v e s
1 4)

･ A Q P l i n th e

c a v e r n a e c o r p o r u m u r e th r a e of th e u r e th r a s u g g e st s

fu n c ti o n s f o r w a t e r m o v e m e n t b e t w e e n th e in t e r s titi u m

a n d c a v e r n a e
1 5)

.

O n t h e oth e r h a n d
,
A Q P 3 m R N A e x p r e s si o n i n th e

u r e t e r
,
bl ad d e r

,
a n d u r et h r a w a s m o r e in t e n s e th a n i n th e

kid n e y . I m m u n oh ist o ch e m ist r y d e m o n st r at e d th at A Q P 3

w a s l o c aliz e d i n 也 e t r a n sitio n al o r m ultila y e r ed e pi也 elial

c ell s of t h e s e ti s s u e s . Si n c e t h e i m m u n o r e a c ti o n

w a s i n t e n s e i n t h e pl a s m a m e m b r a n e of b a s al a n d
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Fig ･ 5 ･ I m m u n o hist o c h e mi c al lo c aliz ati o n of A Q P l
･
A Q P 2

,
A Q P 3

,
A Q P 4 i n th e u ri n a r y t r a ct ･ A : A Q P l is p r e s e nt i n a pi c al an d

b a s al m e m b r an e s o f p r o xi m al t u b u l e s (A ; hi gh p o w e r
,
E) ･A Q P 2 i s fo u n d i n t h e ap i c al m e m b r a n e o f c oll e c ti n g d u c ts @ ; h igh

p o w e r
･ F) ･ A Q P 3 ( C ; h igh p o w e r

,
G) a n d A Q P 4 ( D ; high p o w e r

,
H ) a r e l o c ali z e d i n th e b a s o l at e r al m e m b r a n e o f c o ll e c ti n g d u c t s .

B : A Q P 2 (Ⅰ; high p o w e r
,
L) a n d A Q P 4 (J ; high p o w e r

,
M ) a r e n o t d et e ct e d i n th e u r e t e r . N o r m al r a bbit s e r u m ( 1 :4 0 0 0) sh o w s

f ai n t i m m u n olab e li n g at a b a c k g r o u n d l e v el( 晦 high p o w e r
,
N ) .

i n t e r m e d i a t e e p it h eli al c ell s
,
A Q P 3 w a s p r e s u m e d

t o tr a n sf e r w at e r fr o m t h e in t e r s titi u m t o s u p e rfi ci al

e pitb eli al c ell s o r t h e e p it b eli al c ell s u rf a c e . T h e s e

丘n d in g s w e r e c o m p a r a bl e t o th o s e d e m o n s t r at ed b y

S p e ct o r e t ･ al ･

1 1)
･ H o w e v e r

,
w e e x am i n ed th e e x p r e s si o n of

A Q P l a n d A Q P 3 m R N A in th e s e tis s u e s b y ri b o n u cle a s e

p r ot e c ti o n a s s a y a s a m o r e q u a n ti t ati v ely r eli abl e m e th o d .

T h e l a c k of a n y i m m u n o r e a cti v e A Q P 3 i n u m b r ell a

c ells d e s pit e A Q P 3 i mm u n o r e a ctivi t y b ein g d e m o n st r at e d

in b o 血 in t e r m e diat e a n d ゎa s al c ell l a y e r s i n th e u r e t ell

bl ad d e r
,

a n d u r eth r a is of i n t e r e st
,
b e c a u s e th is l a y e r

c o m p rie s th e m ai n b a r ri e r f o r t h e i m p e r m e ab ilit y of

w at e r a n d i o n s
9

,
10)

. A Q P 3 e x p r e s sio n i n b o 也i nt e r m e di at e

a n d b a s al c ell s m a y c o n s tit u t e a n o v el u r o t b eli u m

fu n cti o n i n th at e a ch c ell l ay e r m ay e x e rt diffe r e n t le v els

of w at e r p e r m e a bilit y . S in c e A Q P 3 k n o ck o u t m o u s e

s uffe r e d d e fe ctiv e ski n h y d r ati o n
,
ela sticity ,

a n d b a r rie r

fu n c ti o n
,
A Q P 3 i s p r e s u m ed t o h y d r at e th e m ultila y e d

e pi也eliu m in 也 e b od y
1 6)

.

A Q P 2 w a s fi r st is ol at ed a s a w at e r c h a n n el, w hi ch w a s

l o c a li z ed a t c oll e c ti n g d u c t s in t h e k id n e y e x cl u siv ely

a n d w a s r e g ul at e d b y v a s o p r e s si n
1 2 , 1 7)

. T h is w a t e r

ch a n n el is a c riti c al m ole c ul e f o r w a t e r r e ab s o p itio n i n

t h e kid n e y ,
a n d a p p r o xi m at ely 2 0% of th e w at e r fi 1t r at e d

at th e gl o m e r ul u s w a s r e ab s o r b e d i n th e c oll e cti n g

d u c t s th r o u gh A Q P 2 . A ft e r t h e dis c o v e r y of A Q P 2 i n

也 e kid n e y ,
it w a s d e m o n str at e d i n o 也 e r p ar t s of o r g a n s

a n d ti s s u e s i n th e b o d y
1 8

,
19)

･ B o th u r e t e r a n d c oll e cti n g



d u ct e p ith eli al c ell s o ri gi n at e fr o m th e s a m e c ell li n e a g e
,

u r e t e ri c b u d s
,
d u ri n g d e v el o p m e n t of th e k id n e y .

T h e r efわr e , 也 e A Q P 2 e x p r e s sio n d et e ct e d i n 也 e u r e t e r

b y R T IP C R m a y b e a n i n tri g uin g fi n din g
l l)

･ H o w e v e r
,
th e

sit e s of 血 e l o c aliz ati o n a n d it s q u a ntit y a r e c r u ci al f o r

j u d gi n g 也 e r ole of A Q P 2 i n 也e u r et e r a n d bl ad d e r ･ I n

也e p r e s e n t s 山d y ,
w e c o uld n ot d et e ct a n y e x p r e s si o n of

ei也 er A Q P 2 m R N A o r p r o t ei n in 血e u r e t e r a s w ell a s i n

也 e bl ad d e r a n d u r e 也r a . ¶1 e S e r e s ult s m a y i n dic at e 也 at

A Q P 2 is f u n cti o n ally n e g ligibl e in th e u r e t e r, e v e n if it

m ig h t b e e x p r e s s e d .

W e f u r th e r a n al y z e d w h e t h e r d e h y d r a ti o n c o u ld

affe ct th e e x p r e s sio n of A Q P l a n d A Q P 3 i n th e u r e t e r,

bla d d e r
,

a n d u r e 也r a . H o w e v e r; n ei也 e r A Q P l n o r A Q P 3

e x p r e s si o n w a s u p r e g ul at e d b y d e h y d r ati o n a s s h o w n

p r e vi o u sly
2 0)

I

I n c o n cl u si o n
,
A Q P l a n d A Q P 3 w e r e e x p r e s s e d in

也 e u r et e r
,
b l ad d e r

,
a n d u r e 也r a . A Q P l e x p r e s si o n w a s

m ai nly d et e ct e d in v a s c ul a r e n d oth elial c ells , s u g g e stin g

a c o n t r ib u ti o n t o w a t e r m o v e m e n t b e t w e e n t h e
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