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研究成果の概要（和文）：  

アクアポリン４（AQP4）によるアレイ構造形成の生体内における意義を明らかにする目的で、
AQP4 M1アイソフォーム特異的ノックアウトマウス（アレイ構造が通常より大きくなるマウ
ス）、及び AQP4 完全ノックアウトマウスを作製した。網羅的表現型解析の結果、アレイ構造
の大きさが適切でないと、網膜の光に対する応答に異常が生じることが明らかになった。また、

AQP4完全ノックアウトマウスを用いて、脳穿刺損傷モデルを作製したところ、AQP4は脳内
の免疫機能に重要な役割を果たしていることが明らかになった。これら２種類の AQP4ノック
アウトマウスは理研 BRCに寄託され、今後他の研究者が自由に使用することができる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To investigate physiological roles of square array formation of aquaporin-4 (AQP4) in vivo, 
we established two kinds of AQP4 knockout mice: M1 isoform-specific KO, which is expected 
to possess much larger arrays than wild type, and null mice. As a result of comprehensive 
phenotype analysis, we found that appropriate size of the square arrays is essential for the 
retinal response to light stimulation. In addition, we demonstrated that AQP4 plays an 
important role for immunological function in the central nervous system by making 
stub-wounded model using AQP4-null mice. Both types of knockout mice have been 
deposited at RIKEN BRC so as to be used freely by other researchers.  
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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
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 

 AQP4M1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。 
 
４．研究成果 
（1）AQP4 M1アイソフォーム特異的ノック
アウトマウスの作製 
 

理化学研究所発生・再生科学総合研究センタ

ーとの共同研究によりキメラマウスを作製

し、３系統を得た。得られたキメラマウスは

C57BL/6J と交配し、３系統中２系統におい
て F1 マウスを得た。戻し交配を継続すると
ともに、F1 どうしの交配によりホモ個体を
作製し、AQP4の発現をノーザンブロット及
びウェスタンブロットにより解析を行った。

その結果、リポーター遺伝子及び薬剤耐性遺

伝子が存在する状況では RNA レベル、タン
パク質レベルいずれにおいても null であっ
た。Creリコンビナーゼトランスジェニック
マウスと交配することで挿入したカセット

を除去したところ、ホモ個体において AQP4 

M23 アイソフォームの発現が見られるよう
になったが、mRNAレベル、タンパク質レベ
ルいずれにおいてもその発現量が野生型マ

ウスと比較して減少していた。しかしながら、

小脳アストロサイトの足突起の凍結割断電

顕像を観察すると、数は少ないものの、野生

型より遥かに巨大なアレイ構造が形成され

ていた。このようにして作製された AQP4 
M1 アイソフォーム特異的ノックアウトマウ
スは肉眼的には野生型マウスとの差異は認

められなかったが、理化学研究所バイオリソ

ースセンターのマウスクリニックにおいて

網羅的表現型解析を行い、網膜の光に対する

応答に異常があることが明らかとなった。現

在詳細な解析を進めているところである。本

結果は論文発表後にマウスクリニックのホ

ームページ上で広く公開される予定となっ

ている。 
なお、本マウスは理化学研究所バイオリソー

スセンターに寄託する手続きが既に終了し

ており、論文発表後、他の研究者が自由に学

術研究に使用することができる。 
 

（2）AQP4 完全ノックアウトマウスの作製 
M1 特異的ノックアウトマウスと同様に理化
学研究所発生・再生科学総合研究センターと

共同でキメラマウスを作製し、２系統を得た。

得られたキメラマウスはC57BL/6Jと交配し
２系統とも F1 マウスを得た。FLPe リコン
ビナーゼトランスジェニックマウスと交配

することにより薬剤耐性遺伝子を除去した

後、戻し交配を継続するとともに、ホモ個体

を作製し、ウェスタンブロッティングにより、

AQP4タンパク質がノックアウトされている
ことを確認した。このマウスについても、理

化学研究所バイオリソースセンターのマウ

スクリニックにおいて網羅的表現型解析を

行い、従来他のグループによって報告された



AQP4 nullマウスと同様の表現型を有してい
ることが確認された。 
また、東京大学先端科学技術研究センター分

子生物医学の浜窪隆雄教授のグループと共

同で、このマウスにバキュロウィルスディス

プレイ法を組み合わせ、AQP4の細胞外ドメ
インを認識するモノクローナル抗体の開発

を行い、交差反応性の異なる複数の高親和性

抗 AQP4 細胞外ドメイン抗体を得た（文献
１）。これらの抗体は AQP4 の水チャネルと
しての機能は阻害しなかったが、NMO 発症
機構解明・新規治療法の開発のための有用な

ツールとして期待される。 

本マウスも理化学研究所バイオリソースセ

ンターに寄託する手続きが既に終了してお

り、既に論文も発表済みであるため、近日中

には他の研究者が自由に学術研究に使用す

ることができる。 
 
（3）脳穿刺損傷モデル 

マウスの大脳皮質へ吻側尾側軸で針による

穿刺損傷を施し，損傷後 1，3，7，日後に
損傷部位周囲より mRNA を抽出してマイ
クロアレイ解析を，また灌流固定後の組織

切片の免疫染色による解析を行った．対照

群として，穿刺損傷を行わない脳で損傷部

位と同じ領域の組織を用いて解析を行った．     

WT マウスでは損傷部位周囲における増殖
細胞が非常に多数認められたが，

AQP4/KO マウスではその四分の一程度に
減少していた．その中でも増殖性ミクログ

リアの数はWTマウスの五分の一程度であ
った．さらに AQP4の発現は，活性化アス
トロサイトのみならず一部の活性化ミクロ

グリアでも認められた． 
 脳損傷部位周囲の組織で発現する遺伝子

のプロファイルを作成するために，WT お
よび AQP4/KOマウスの穿刺損傷部位およ

びその周囲の組織から mRNA を調整し，
マイクロアレイによる比較解析を行った．

その結果WTマウスでは，主に炎症や免疫
反応に関わる因子が多数活性化されていた．

特に，炎症性サイトカインの誘導因子の一

つオステオポンチン（OPN）が，非常に強
いレベルで活性化ミクログリアおよび活性

化アストロサイトに発現が認められた．そ

の一方で，AQP4/KO マウスでは OPN を
含む炎症や免疫反応に関わる因子の発現は

認められたものの低レベルであった．さら

に OPN の受容体であるインテグリンα9
およびβ1 さらに炎症性サイトカイン
（IL-1 , TNF- , IL-6, IL-6受容体）の発現
レベルもWTマウスでは OPNの発現に呼
応するように上がっていたが，AQP4/KO
マウスではいずれも低値であった．この事

から脳損傷によって引き起こされる OPN
の強い発現には，AQP4が関与している事
が示唆された． 
 脳穿刺損傷のモデルマウスでは，損傷部

位周囲で損傷後三日目をピークとして炎症

および免疫関連因子が強く発現しており，

特に炎症性サイトカインの誘導因子の一つ

OPN が活性化アストロサイトおよび活性

化ミクログリアにおいて非常に強いレベル

で発現が認められた．AQP4/KO マウスを
用いた本研究結果より，損傷部位周囲のア

ストロサイトやミクログリアの活性化には

OPN を介して AQP4 が重要な役割を果た
している事が明らかとなった． 
 

（4）AQP4プロモーター解析 
２種類のノックアウトマウスを作製する過

程で得た AQP4遺伝子断片の解析から、M1ア
イソフォームの転写開始点より約 2kb 上流
に、少なくともアストロサイトにおいて

AQP4の発現を誘導するために機能するエン



ハンサーの存在が明らかになった（文献３）。

このことから、このエンハンサーを連結した

プロモーターの下流にAQP4のRNAiを挿入
したウィルスベクターにより、アストロサイ

トにおける AQP4の発現が in vivoで制御で
きるようになると考えられ、脳浮腫の新たな

治療法開発の可能性が広がった。 
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