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研究成果の概要（和文）：正常と mdx のマウス後肢筋を壊死再生させ、そこへ実験群(AQP1）、対
照群(Lac Z)のベクターを注入し、3 日後に同部位を採取した。両群とも抗 AQP1 抗体染色陽性
の血管は多数存在したが明らかな増加とは思われなかった。採取組織片の AQP1 mRNAレベルは
正常マウスでは両群で有意差なし(P>0.1)。mdx マウスでも実験群でやや多い傾向がみられたが
有意差なし(0.2<P<0.3)。更に AQP1過剰発現 Tgマウスの発現系(LNL-AQP1)を作りこの DNA 断片
を C57BL/6マウスの受精卵の前核に計 13回 188匹のマウスに注入し、トランスジーンの入った
1 匹の雄マウスを得た。 
 
研究成果の概要（英文）：Adenovirus vector with AQP1 (experimental group: EG) or that with 
Lac Z (control group: CG) was injected into the skeletal muscle necrotic tissue of normal 
or mdx mouse hind limb, respectively.  The necrotic and regenerative skeletal muscle 
tissues after 3 days of injection showed that numerous blood vessels with anti-AQP1 
antibody immunopositive staining were present, although their numbers appeared not to 
be different between EG and CG.  The AQP1 mRNA levels of muscle regenerative tissues after 
3 days of injection were not statistically different between two groups both in normal 
and mdx mice.  Furthermore, AQP1 overexpressing transgenic mouse is now under generation 
by using LNL-AQP1 expression system.  The DNA fragments were injected into the ova of 
188 mice and finally we obtained one male mouse with transgene. 
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１．研究開始当初の背景 
Duchenne muscular dystrophy (DMD)の原因
遺伝子は Kunkelグループの Hoffmanら 1)によ
り 1987年クローニングされ、その 427kDa の
遺伝子産物 dystrophin が発見され、Koenig

ら 2)により dystrophin 遺伝子の全塩基配列
が決定された。DMD の生検骨格筋について、
筆者ら 3), 4)は以前、骨格筋再生のための筋芽
細胞とされている myosatellite cell（筋衛
星細胞）が正常対照筋と比べ増加しているこ
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とを報告した。また筆者ら 5)は、ヒト正常骨
格筋を thymus がなく免疫寛容性のあるヌー
ドマウスの皮下に異種移植し、移植されたヒ
ト正常骨格筋が再生することを報告した。こ
の際、移植されたヒト正常骨格筋の移植片は、
線維性の被膜に覆われたすぐ内側の毛細血
管の豊富に分布する移植片周辺部には筋再
生も著明で、そのさらに内部の移植片中心部
分には毛細血管も乏しく、最初に移植したヒ
ト骨格筋の変性像を主体とした所見しかみ
られず、筋再生はほとんど認められなかった。
従って、骨格筋の再生には毛細血管の増殖が
必要であることが推測された。さらに、筆者
ら 6)は DMD 生検筋をヌードマウスの皮下へ異
種移植したところ、筋再生はみられるものの、
正常筋の移植片にみられる筋再生との間に
差異を認めることは困難であった。2005 年、
Saadoun ら 7)は AQP18)-null mice を使い、皮
下や頭蓋内へ腫瘍を移植すると毛細血管新
生が低下し腫瘍増殖が抑えられることを報
告した。このように、組織を栄養する毛細血
管の多寡は組織の生長増殖を制御する。また
上述の我々の研究からも、骨格筋の再生には
再生骨格筋内の毛細血管内皮の増殖が重要
であることが伺える。 
 
２．研究の目的 
最近、AQP1 が血管内皮細胞の増殖を促進し、
組織の再生、修復、腫瘍の増殖などに促進的
に作用すると Saadoun ら 7)により報告された。
従って、本研究では AQP1 を筋内血管内皮に
過剰発現させ、DMD をはじめとする筋萎縮性
疾患の骨格筋再生を促進させ、治療に応用し
うる可能性を検討する目的で実施した。 

 
３．研究の方法 
(1)材料 
①アデノウイルスベクターによる血管内皮
AQP1 発現促進実験：正常マウス(C57BL/6)14
匹、Mdxマウス(C57BL/10-mdx)17 匹 
②AQP1 過剰発現 Tg マウス作製実験：正常マ
ウス(C57BL/6)188匹 
 
(2)方法 
平成 20 年度は、骨格筋組織内の毛細血管内
皮細胞膜へ AQP1 を過剰発現させるために
AQP1 のアデノウイルス発現ベクターを構築
した。その作製は Invitrogen 社へ業務委託
し、Gateway システムに基づいて構築した。
正常マウス骨格筋のブビバカイン壊死再生
モデルを作製し、AQP1（実験群）、Lac Z（対
照群）をそれぞれ組み込んだアデノウイルス
を投与し比較検討した。平成 21 年度以降に
は、平成 20年度に作製した AQP1過剰発現筋
組織片と対照組織片を引き続き蛋白・RNA レ
ベルで検討した。また dystrophin 欠損 mdx
マウス骨格筋の塩酸ブビバカインによる壊

死再生モデルで同様実験をし、更に AQP1 過
剰発現変異マウスの作製を試みた。 
 
①アデノウイルスベクターによる血管内皮
AQP1発現促進実験 
アデノウイルスベクターの構築 
A. 目的遺伝子のPCRによる増幅 
1. 購入したマウスAQP1 cDNAをテンプレー
トとして用いる。 
2. 末端にattB配列（5’用プライマーには
attB1、3’用プライマーにはattB2）を付加
したプライマーを用いてPCRを行う。 
attB1: ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctt 
attB2: ggggaccactttgtacaagaaagctgggtc 
3. PCR反応は変異を避けるために正確性の
高い耐熱性酵素(Pfx50)を使用し、上記のテ
ンプレートからPCR産物を増幅する。 
4. PCR産物をアガロース電気泳動にてサイ
ズ、収量および単一バンドであるかどうか
を確認する。 

B. エントリークローン作製（BP反応） 
1. クローニングベクター(pDONR221)を使
用する。 
2. 上記AのPCR産物をGatewayの方法でベク
ターにクローニングする。 
3. PCRあるいは制限酵素処理によりインサ
ートの長さを確認する。 
4. インサートの長さを確認した最大8つの
組換え体クローンについて、ベクター側か
らインサートの方向へ1反応ずつのシーク
エンス反応を行いインサート全長のDNA配
列を確認する。 
5. 目的インサートの翻訳後アミノ酸配列
がデータベース情報と一致しなかった場合、
GeneTailorによる部位特異的変異導入を実
施する。 

C. アデノウイルス発現ベクター作製（LR反
応） 
1. 上記で作製したエントリークローンを
用いる。 
2. エントリークローンをGateway LR反応
により、pAd/CMV/V5-DESTベクターにクロー
ニングし、発現クローンを作製する。 
3. PCRあるいは制限酵素処理によりインサ
ートの長さを8クローンについて確認する。 
4. 4つの組換え体クローンを拾い、ベクタ
ー側からインサート側へ1反応ずつシーク
エンス反応を行いインサートの3’および
5’末端のDNA配列を確認し、正しく組換え
られたクローンを選別する。 
5. この時点でインサートの3’および5’
末端のDNA配列に変異が存在した場合、さら
に4つの組換え体クローンを拾い、末端DNA
配列を確認する。 

D. プラスミド精製 
1. 上記で得られた Gateway発現クローンを
用いる。 



 

 

2. クローンを培養し、トランスフェクショ
ングレードの精製法により最低 50ug精製す
る。 
3. 上記クローンのグリセロールストック
を作製する。 

E. アデノウイルス作製 
1. E1 遺伝子配列を持つ 293A 細胞に D にて
抽出したプラスミドをトランスフェクショ
ンする。 
2. 数日後、細胞を回収しクルードウイルス
ライセートを作製する。 
3. 再度、クルードウイルスライセートを
293A 細胞に感染させ、アデノウイルスを増
幅する。 
4. 増幅したアデノウイルスストックのタ
イターを確認する。(予定タイター108～109 

pfu/ml)  
F. 正常マウス骨格筋の壊死再生モデルの作
製と AQP1過剰発現実験 
1. 正常マウスをネンブタールで麻酔し、塩
酸ブビバカインを両側大腿四頭筋に注入し、
壊死させる。 
2. 1 の処置に続き、ほぼ同時に E で作製し
た AQP1遺伝子を組み込んだアデノウイルス
を 1 側の大腿四頭筋に、そして対照として
対側の大腿四頭筋に、AQP1 遺伝子を組み込
んでいないアデノウイルスをそれぞれの大
腿四頭筋の骨格筋壊死部位に注入する。 
3. 骨格筋は壊死に続き速やかに再生が始
まり、数日後には myotube（筋管）が形成さ
れ、それらが筋線維にまで分化する。また
毛細血管も速やかに増殖する。さらにこの
部に AQP1遺伝子を組み込んだアデノウイル
スを感染させると、1日後には細胞膜に AQP1
蛋白が発現すると予想される。従って 1、2
の処置後 3 日目に、操作部位を含む骨格筋
を対照群も含め切除した。 
4. RNAレベルでの検討 
対象となる筋組織片の total RNA を抽出し、
AQP1 mRNA と house keeping gene として
G3PDH mRNAの real time RT-PCRを行い、AQP1
過剰発現筋組織群と対照筋組織群の AQP1 
mRNAのコピー数を比較検討した。 
5. 蛋白レベル（組織学的）検討 
アデノウイルスに組み込んだ AQP1遺伝子で
は C 端に組み込まれた V5tag 遺伝子の蛋白
が発現するが、本来組織細胞にある AQP1分
子では発現していないので、この V5tag 蛋
白に対する抗 V5tag 抗体で染色すると、ア
デノウイルスに組み込んだ AQP1遺伝子の蛋
白産物が発現しているかどうかが明らかと
なる。従って、AQP1 過剰発現が予想される
部位の組織切片を抗 V5tag抗体で染色した。
アデノウイルスに組み込んだ AQP1の過剰発
現部位のマウス大腿四頭筋を組織学的に詳
細に検討し、対照処置群のものと比較検討
した。 

G. Dystrophin の欠損する mdx マウスでも正
常マウスと同様に筋の壊死再生組織を作り、
AQP1 遺伝子を組み込んだアデノウイルスと
AQP1 遺伝子を持たないアデノウイルスを感
染させ、AQP1 過剰発現筋組織片と対照筋組織
片をアデノウイルス感染後 3 日目に上記 F1、
2 と同様に作製する。そしてこれら筋組織片
について、正常マウスのものと同じく F3、4、
5 の操作を加えて検討した。 
 
②AQP1 過剰発現 Tg マウス作製実験 
AQP1 の機能解析のため、組織時期特異的に
AQP1 を発現させるトランスジェニックマウ
スの作製を試みた。CAG プロモターの下流に
loxP-neor-loxP (LNL) の ス ト ッ パ ー 、
AQP1cDNA、ポリ A シグナル配列を繋げた AQP1
の発現系(LNL-AQP1)を作製した。この DNA 断
片をC57BL/6マウスの受精卵の前核に注入し
て申請者ら 9)の方法で Tg マウスの作製を行
った。 

 
 

４．研究成果 
(1)アデノウイルスベクターによる血管内皮
AQP1発現促進実験 
 
①RNA レベルの結果 
マウス後肢ブピバカイン壊死再生部位に
AQP1 cDNA を組み込んだアデノウイルスベク
ターと空のベクターをそれぞれ注入した組
織片の AQP1 mRNAの検討結果は以下のようで
あった。 
 
正常マウス 

AQP1(-)群 AQP1(+)群 

0.385761 0.223593 

0.256443 0.237117 

0.2182 0.425815 

0.474966 0.290796 

0.582188 0.195321 

0.219089 0.226888 

 
0.295623 

 
0.510277 

 
t 検定 0.4 
 
AQP1(+)群 n=8 
平均値 0.30 
標準偏差 0.11 
SE 0.04 
 
AQP1(-)群 n=6 
平均値 0.36 
標準偏差 0.15 



 

 

SE 0.06 
 
mdxマウス 

AQP1(-)群 AQP1(+)群 

0.135238 0.212406 

0.130219 0.113048 

0.194419 0.180263 

0.235065 0.094934 

0.079389 0.08007 

0.122852 0.225451 

0.106089 0.231864 

0.157882 0.34884 

 
0.190268 

 

t 検定 0.2 
 
AQP1(+)群 n=9 
平均値 0.19 
標準偏差 0.08 
SE 0.03 
 
AQP1(-)群 n=8 
平均値 0.15 
標準偏差 0.05 
SE 0.02 
 
以上より、採取組織片から total RNAを抽出
し、real-time RT-PCR法にて AQP1 mRNAレベ
ルを測定した結果は、正常マウスでは(1) 
AQP1 cDNA を組み込んだベクターを投与した
群 8 匹と(2)空のベクターを投与した群 6 匹
で mean±SE がそれぞれ 0.30±0.04、0.36±
0.06 で有意差なし(P>0.1)。mdx マウスでは
(1)、(2)のベクターを投与した群がそれぞれ
9匹、8匹で mean±SEがそれぞれ 0.19±0.03、
0.15±0.02 で、AQP1 遺伝子を組み込んだベ
クターを投与した方が AQP1 mRNA はやや多い
傾向がみられたが統計的に有意ではなかっ
た(0.2<P<0.3)。 
 
②蛋白レベル（免疫組織化学）の結果 
正常マウス骨格筋・mdx マウス骨格筋とも壊
死 3 日後の AQP1 アデノウイルスベクターを
注入した再生筋組織には V5tag陽性血管内皮
の増殖は明らかではなかった。 

 

図上・下とも正常対照マウス大腿四頭筋への
ブピバカイン注射時に AQP1cDNA を組み込ん
だアデノウイルスを注射し 3日後の摘出筋組
織である。図上・下はそれぞれ抗 AQP1 抗体
抗 V5tag抗体での間接蛍光抗体法による染色
標本である。図上の中央部分に AQP1 を発現
した再生骨格筋線維群がみられ、その近辺の
結合組織には抗 AQP１抗体染色陽性の血管内
皮と考えられる構造物は少ない。図下の中央
部分は再生筋組織の間質と思われるが、この
部分には抗 V5tag抗体陽性と考えられる血管
内皮細胞と思われる構造物は少ない。この写
真の左半側には非特異的に V5tagに染まった
変性筋線維が数本存在する。（図上・下とも
×400） 
 

(2)AQP1過剰発現 Tgマウス作製実験 
この Tg マウスはなかなか得ることができな
かった。計 13 回のインジェクションを行い
188 匹のマウスを得たが、そのうち 1 匹の雄
マウスにトランスジーンが入っていること
が分かった。このマウスを C57BL/6 野生型マ
ウスと交配した結果、トランスジーンを持っ
た子孫が得られることが分かった。現在、Cre
マウスと交配することで遺伝子の組換えに
より AQP1 が発現できるかについて検討して
いる。従ってこの Tg マウスを用いての筋壊
死再生実験は、平成 22 年度には Tg マウスの
作製に時間がかかり実施する時間が得られ
なかった。 
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