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研究成果の概要（和文）：骨格筋線維は速筋線維と遅筋線維のタイプに分類でき，収縮特性，ミトコンドリア容
量，エネルギー機構など幾つかの異なった構造・機能をもっている。その中の一つとしAQP4発現の差がある。本
研究では、骨格筋QSIにおける拡散計測用傾斜磁場を多段階的に可変応用し、拡散変異分布を正規ガウス分布か
ら非ガウス分布へと変化させ、分布の変化速度より細胞膜内外間における水分子交換量を計測する機能法の開発
を行った。結果、仮説である水分子の細胞膜透過を加味した膜透過量計測の3情報を追加した6次元拡散MRI計測
をマウス骨格筋を対象として行い成功した。本開発技術にて骨格筋細胞の構造とその機能の可視化が可能となっ
た。

研究成果の概要（英文）：The skeletal muscle fibers can be classified into fast and slow types, and 
have several different structures and functions, including contractile properties, mitochondrial 
capacity, and energy mechanisms. There is the difference in AQP4 expression, too. In the present 
study, we applied the gradient magnetic field for measurement of diffusion in skeletal muscle QSI in
 multiple steps, and developed a method to change the distribution of diffusion mutations from 
normal Gaussian to non-Gaussian, and to measure the amount of water exchange between inside and 
outside the cell membrane based on the rate of change of the distribution. As a result, 
six-dimensional diffusion MRI measurements were successfully performed on mouse skeletal muscle with
 the addition of three information on membrane permeation measurement including the hypothesis that 
water molecules permeate the cell membrane. This technology enabled us to visualize the structure 
and function of skeletal muscle cells.

研究分野：磁気共鳴医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞の構造と水分子の細胞膜透過機能を区別し可視化することができた。この開発と発見は非常に興味深く、当
初の計画以上に価値のある結果を生み出し、骨格筋機能解析による、筋萎縮、運動タイプ、トレーニング効果、
筋肉疾患評価など、体積だけではなく遅筋や速筋の分布などの機能的な計測することが可能となる。また、骨格
筋のみならず生体における疾患解明や機能解析に貢献することができる新規技術開発である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
アクアポリン(Aquapolin:AQP)は細胞膜に存在するタンパク質であり、水分子を特異的に透過さ
せる役割を果たしている(P. Agre, et al., Science, 1992)。細胞膜の水分子通過路がみつかったこ
とは生命科学の歴史上で非常に大きな功績であり、2003年にノーベル化学賞を受賞した。生体
の構成要素のうち約７割近くが水分子(H2O)で占められており、生命現象において水分子の重要
性は言うまでもない。哺乳類では 13 種類の AQPサブファミリーが発見されており、このうち
AQP4が発現している。骨格筋の筋線維は形態学的、機能学的な観点から数種類のタイプに分類
される。主に遅筋線維(slow twitch: SW, type1線維)と速筋線維(fast twitch: FT, type2線維)と
に大別される。これらは、収縮特性、エネルギー特性、疲労耐性などの特性が大きく異なる。
AQP4 は線維タイプの中でも、解糖系速筋線維と酸化-解凍系速筋線維の線維膜にて強力に発現
し、細胞内への水分子流入を促進している(S. Schiaffino, et al., Phys. Rev., 2011)。しかしなが
ら、骨格筋の機能や構造、疾患と AQP4 の関連性に関してわずかな報告はあるものの研究報告
はとても乏しい現状である。これには計測の困難さが挙げられており、AQP4と骨格筋の関連性
を深く理解するためにも水分子挙動の可視化、AQP4 機能動態のダイナミック計測法といった
機能計測、解析法の開発が望まれている。このような骨格筋の機能に重要な AQPの動態を生体
で解析するためには、新たな磁気共鳴画像（Magnetic Resonance Imaging: MRI）の測定法を
開発することが必須である。 
 MRI法を用いた水分子拡散計測法は、1965年に提案され(E.O.Stejskal、 et al, J Phys Chem, 
1965)、この水分子拡散計測法を用いることにより、水分子の運動方向とその速度を計測するこ
とが可能となる。その方向性を追跡することで、白質線維の可視化を可能とする手法が提案され
(Mori S, et al, Ann Neurol, 1999),特定の神経線維構造およびそのネットワークの評価などに用
いられている。また、水分子の運動速度、移動距離を計測することで、制限構造サイズを推定す
る q-space imaging: QSIと呼ばれる手法が提案された(Callanghan PT. et al, Nature,1991)。当
初、QSIは NMR分野における多孔物質に対する研究目的で報告された。この QSIを生体に応
用することで組織の水分子制限拡散を解析でき、マイクロサイズの構造情報を計測することが
可能となる。やがて、生体応用への報告として、脳疾患のよる細胞の変形(King MD, et al. Magn. 
Reson. Med., 1994)や、赤血球の形状評価(Kuchel PW, et al. Magn. Reson. Med., 1997)などの
報告がなされ、q-space imagingは臨床応用へ大きな期待が寄せれれている。 
 
２．研究の目的 
 
 骨格筋線維は速筋線維と遅筋線維のタイプに分類でき，収縮特性，ミトコンドリア容量，エネ
ルギー機構など幾つかの異なった構造・機能をもっている。その中の一つとし AQP4 発現の差
がある。AQP4は水分子を選択的に輸送し、細胞膜内外での水分子交換の促進を担っている。申
請者がこれまで進めてきた研究から、骨格筋 QSI における拡散計測用傾斜磁場を多段階的に可
変させ応用することで、拡散変異分布は正規ガウス分布から非ガウス分布へと変化することが
分かった。この分布の変化速度より細胞膜内外間における水分子交換量を計測でき、骨格筋
AQP4 の機能動態計測が可能になるという着想に至った。この仮説を実証するため、MRI パル
スプログラム開発に加え、細孔ファントム、健常マウス、AQP4ノックアウトマウスにて水分子
の動態計測を行う。MRI計測後に、筋切片による ATPase染色法、AQP4抗体染色後に顕微鏡
画像との相関解析による妥当性評価を行うことで、QSI を応用した AQP4 動態計測法の確立を
試みることが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 
平成 29 年度の研究方法として、7 テスラ動物実験用 MRI 装置に対し多段階的に拡散時間を設定
可能とする QSI 法のパルスプログラミング、実験機への実装を行った。実装後、細孔ファントム
を用いて骨格筋 AQP4 動態を計測するためのパラメータ設定・調整を行った。実験には実験動物
中央研究所の MRI 装置（Bluker 社、Biospec 7.0T）を使用した。他に本研究では得られたデー
タから AQP4 動態の可視化をするための解析用プログラムの開発が必要となる。このため、実験
環境の構築と共に解析法の開発を進めた。次年度より進める骨格筋切片作成・染色画像の取得に
は高度な技能を必要とするため、技能の取得も進めた。手法としてはまず披験筋を切断採取し、
剪刃で断端を整え、その後に液体窒素にて冷却したイソペンタンで凍結ブロックを作成し、切片
作成、ATPase・AQP4 抗体染色を行った。平成 30 年度以降は完成した実験環境にてマウスの下腿
部骨格筋における AQP4 機能動態計測を開始した。また、同時に前年度に習得した筋切片による
ATPase・AQP4 抗体染色を行い、光学顕微鏡により観察、取得し画像解析ソフトウェアにて開発
した次世代型の QSI 法による計測データと比較し妥当性の評価を行った。健常マウス、AQP4 ノ
ックアウトマウスにより本手法の妥当性を確立した後、筋ジストロフィーモデルマウスに開発
手法を適用し生体下でのダイナミックな動態計測を試みることで、骨格筋 AQP4 動態を捉えられ
るかどうか、筋ジストロフィーの程度を分類できるかどうかを運動量解析、骨格筋 AQP4 発現量
等と比較評価し、前臨床研究として臨床展開への応用の可能性を模索する。 
 



 
４．研究成果 
 
骨格筋線維は速筋線維と遅筋線維のタイプに分類でき，収縮特性，ミトコンドリア容量，エネ
ルギー機構など幾つかの異なった構造・機能をもっている。その中 の一つとし AQP4 発現の差が
ある。本研究では、骨格筋 QSI における拡散計測用傾斜磁場を多段階的に可変させ応用すること
で、拡散変異分布は正規ガウス分布か ら非ガウス分布へと変化させ、分布の変化速度より細胞
膜内外間における水分子交換量を計測でき、骨格筋アクアポリン 4 の機能動態計測法は開発す
ることにある。 この目的を達成するために本年度は，生体組織のマイクロ構造情報を取得する
ことを可能とする多段階的に拡散時間を可変実行させることが可能なパルスプログラミングの
設計と 7 テスラ動物実験用 MRI 装置への実装を行った。主に誘発エコー法をベースとしたパル
スシーケンスシステムを設計した。また、開発シーケンス を用い細孔ファントムを用い、本手
法の計測試験を各種行った。本研究ではマウスを対象とし手法の確立を目的としている。このた
め，マウス下腿部に対し MRI 計測が可能となるような実験系、システムの構築をはかった。 MRI
計測の後に、切片画像等を用いて比較を行うためそれにともなう手技の確立も図った。また来年
度以降に生体応用する際にアクアポリン 4分布計測の目途を たてるためアクアポリン 4抗体染
色によるマウス下腿部骨格筋におけるアクアポリン 4 の分布を確認することができた。染色像
の結果、アクアポリン 4 はタイプ 1 系組織には発現せず、タイプ 2 系組織にのみ発現すること
を確認した。 
開発を行ったプログラムにて実験を行った結果、アクアポリン 4の影響だけでなく、細胞径の
影響も大きく受けることが判明した。この影響を取り除くためには拡散時間を可変とさせたデ
ータを追加し、これまでのデータセットよりさらに 1次元増やした解析が必要と判断した。この
ためのパルスプログラム、解析アルゴリズムの開発を追加で行った。結果、理論的にではあるが
細胞径に依存せず、アクアポリン 4 の機能動態を観測可能な実験パルスプログラムと解析アル
ゴリズムを構築した。 
 ここまでにて発見した知見を元に開発手法の修正を試み、動物実験を行なった。具体的に、従
来用いられている生体 3 次元拡散 MRI に拡散方向性を加味した多軸計測、拡散制限性を加味し
た制限計測、仮説である水分子の細胞膜透過を加味した膜透過量計測の 3 情報を追加した 6 次
元拡散 MRI 計測をマウス骨格筋を対象として行なった。これらを解析することで、骨格筋細胞の
構造とその機能の可視化を目指した。結果、前年度発見した知見とそれに基づく仮説通り、細胞
の制限構造とアクアポリン４などの水分子の細胞膜透過機能を区別し可視化することができた。
この開発と発見は非常に興味深く、当初の計画以上に価値のある結果を生み出し、骨格筋のみな
らず生体における疾患解明や機能解析に貢献することができる新規技術開発となった。 
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