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研究成果の概要（和文）：  

（現在論文投稿中のため発表見合わせ） 

 
研究成果の概要（英文）： 
（現在論文投稿中のため発表見合わせ） 

 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 
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総 計 14,500,000 4,350,000 18,850,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・生理学一般 
キーワード：アクアポリン・蛋白複合体・構造機能相関・水分子・脳浮腫 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 AQP１の発見以来、体内水分調節、分泌･吸
収の多くが、分子レベルで理解できるように

なってきた。現在までに哺乳類では 13 種類
の AQP の 存 在 が 確 認 さ れ て い る

(AQP0-AQP12)。AQPは、ほぼ全身にわたっ
て分布しているが、各々ユニークな組織分布

を示しており、それぞれに特有の生理的意義

が示唆されている。哺乳類の脳では、主に

AQP4が発現している。AQP4は、神経細胞
にはその発現を認めず、グリア細胞、特にア

ストロサイトに発現している。アストロサイ

トは、神経細胞が形成するシナプスを取り囲

んでいる以外に毛細血管の周囲を取り囲ん

でいることが知られている。AQP4は、この
毛細血管周囲のアストロサイトの足突起に

特に限局して発現している。その他、脳室周

囲の上衣細胞や脳表面の軟膜直下のアスト

ロサイトの突起にもその発現を認める。これ

らの発現パターンから AQP4は、脳脊髄液の
循環、とくにその吸収に関与していると考え

られている。AQP4独自の特徴として、（1）
ジストロフィン複合体の一部として、nNOS
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等と共存している、（2）4量体が更に重合し、
碁盤の目のようなアレイ構造を形成する、な

どが挙げられる。蛋白複合体に関しては、C
末の PDZ 認識サイトが重要な働きをしてい
る可能性が高い。一方、アレイ構造の生物学

的意義に関してはまだ謎が多い。アレイ形成に

は、M1,M23という２つのアイソフォームの発現
パターンが重要ということが、藤吉らの構造解析

で明らかになってきた。臨床的にも AQP4に対
する認識は高まってきている。AQP4は多く
の脳疾患に伴って現れる脳浮腫の病態生理

に深く関与しているのみならず、カリウムの

クリアランスや痙攣の病態生理にも関与し

ている可能性が考えられている。大変興味深

いことに、躁うつ病などの感情障害と AQP4
の関連を示唆する報告も出てきている。更に、

自己免疫疾患として特徴づけられる多発性

硬化症亜系患者（NMO）の自己抗体に対す
る抗原として AQP4 が同定されたことは注
目に値する。AQP4の高次機能を理解するた
めには、どうしても in vivo による解析が必
須となる。我々は、AQP4の特徴であるアレ
イ構造に着目し、単に AQP4完全ノックアウ
トマウスを作成・解析するのみならず、アレ

イ構造に影響を与える可能性が高い AQP4 
M1 アイソフォーム特異的ノックアウトも作
成することで、AQP4の生理的役割をより深
く理解できると考えた。 
 
２．研究の目的 
AQP4のアレイ構造と蛋白複合体に着目して、
AQP4の高次脳機能を理解するため、以下の
３つの項目を期間内に明らかにしていく予

定である。 
(1) AQP4完全ノックアウトマウスに加え、

AQP4M1アイソフォーム特異的ノックアウト

マウスを作成する。 

 これまでの in vitro の解析から、M1ノック
アウトはより大きなアレイを形成すること

が予測される。その場合、AQP4タンパク複
合体の変化やアストロサイトにおける局在

に影響を及ぼすか検討する。また、このマウ

スは、AQP4 のプロモーター下で GFP ある
いはβガラクトシダーゼを発現するような

しくみになっているので、特に胎児期の脳の

発生過程や再生過程における AQP4 の発現
パターンを詳細に解析していく。最初は脳浮

腫をおこすモデルから解析していく。 
 
(2)脳浮腫をおこすモデルを作成し、上記マ

ウスの表現系の解析も行う 

 AQPM1 特異的ノックアウトと完全ノック
アウトを比較検討することで、様々な病態に

おける AQP4 の制御機構とその役割を明ら
かにしていきたいと考えている。 
 
（3）Blue Native PAGE等を用いて、アレイ

構造と蛋白複合体の関係を生化学的に解析

する 

 我々は、すでに Blue Native PAGE を用い
ることで、AQP4が 4量体以上の高次構造が
解析できることを見出している。上記マウス

に様々なストレスを与え、AQP4を発現して
いる各臓器別に解析していくことで、AQP4
のアレイ構造と複合体の組織特異性や病態

時における変化等を調べていく。また、二次

元電気泳動を組み合わせていくことで複合

体に含まれる未知のタンパク質の分離･同定

も試みる。 
 
３．研究の方法 
（1）AQP4 M1アイソフォーム特異的ノックア

ウト 

AQP4遺伝子は、M1が exon 0から、M23
が exon 1から別々のプロモーターによって
転写され、また、exon 0はスプライシングに
より exon 1と連結するため、M23の発現量



を変化させることなくM1のみをノックアウ
トするには AQP4遺伝子の構造を可能な限
り維持しつつ遺伝子改変を行う必要がある。

まず、exon 0上にあるM1アイソフォームの
開始コドンに変異を導入することでここか

ら翻訳が起こらないようにした。M1アイソ
フォームの 23番目のメチオニンは、M23ア
イソフォームの開始コドンであり、周辺の構

造が Kozakのコンセンサス配列に良くマッ
チしているため、M1アイソフォームの
mRNAからもM23アイソフォームが産生さ
れる可能性がある。実際に我々はM1アイソ
フォームの cDNAからM23アイソフォーム
も産生されることを、培養細胞を用いた一過

性発現系で確認している。従って、M1アイ
ソフォームのmRNAが開始コドンの変異以
外は極力野生型と同様になるように塩基の

欠損は行わず、exon 0内の開始コドンの 5'
側にカセットを挿入し、カセットのほぼすべ

てが後にCreリコンビナーゼを発現させるこ
とで除去できるように２つの loxP配列では
さんだ。また、このカセットの薬剤耐性マー

カー（PGK-neo）の 5’側にはβガラクトシダ
ーゼ cDNA（LacZ）が挿入されている。薬剤
耐性マーカーは２つの FRT配列で挟まれて
いるため、Flpリコンビナーゼを発現させる
ことで除去でき、この結果内在性プロモータ

ーの制御下にβガラクトシダーゼを発現さ

せることができるため、M1アイソフォーム
の発現する組織を標識することが可能であ

る。ES細胞は TT2細胞を用い、PCRによる
スクリーニングの後サザンブロット解析に

より相同組換えが確認できたクローンを

ICRマウスの胚にインジェクションする。
我々は既に相同組換えクローンを複数有し

ており、直ちにキメラマウス作製に入れる状

況である。キメラマウスが誕生したら

C57BL/6の雌と交配し F1マウスを得る。サ

ザンブロット解析により F1マウスにヘテロ
個体が存在することを確認した上で、Creリ
コンビナーゼ、Flpリコンビナーゼを全身で
発現するトランスジェニックマウスとそれ

ぞれ交配し、M1アイソフォーム特異的ノッ
クアウトアリルを有するマウス、βガラクト

シダーゼを AQP4 M1プロモーター制御下に
発現するアリルを有するマウスを作製し、数

代のもどし交配の後、については最終的にホ

モ個体とし、解析に供する。 
 
（2）AQP4 完全ノックアウト 

AQP4の全てのアイソフォームはexon 1を含
んでおり、またM23アイソフォームの開始コ
ドンがexon 1にあることから、M23の開始コ
ドンを含む約250塩基をexon 1から欠失させ、
そこにカセットを挿入した。カセットには上

述のように２つのFRT配列により挟まれた薬
剤耐性マーカーの5’側にEGFPを挿入するこ
とでAQP4発現細胞を生かしたまま同定可能
となるようにした。これは従来のAQP4ノッ
クアウトマウスには無かった新たな点である。

完全ノックアウトはこのアリルのホモ個体を

作製することで達成できるが、もし蛍光タン

パク質の発現が不要な場合はこれも除去でき

るようにEGFPのcDNAを２つのloxP配列で
挟んだ。しかし、Creリコンビナーゼ発現によ
るEGFP cDNA除去後もポリA配列は残るよ
うに設計してあるため、いかなる転写産物も

exon 1で終結する。既に相同組換えクローン
を複数得ており、キメラマウスの作製及び繁

殖はM1特異的ノックアウトマウスに準じて
行う。 
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