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要 旨

脳 における水の代謝と移動 は, その 機能の 恒常性を維持する ため に必須な事項で あると考え

られて い る . ア ク ア ポリ ン ( A Q P) は, 哨乳動物にお い て様々 な部位で発現 して い るが, 神経系

の 主要な分子は A Q P 4 で ある . 本研究 で は ア ス ト ロ サイ トの A Q P 4 に着目 し, こ の 細胞 で特異

的に A Q P 4 を欠失さ せ , 脳機能 と水チ ャ ネ ル と の 関連を解析する こと を計画 した . そ の ため に

c r e/1 o x P シ ス テ ム に より, 部位 ･ 時期特異的に A Q P 4 を欠失でき る マ ウス A Q P 4 - fl o x 系統を

樹立した. そ して この マ ウ ス と全身で C r e リ コ ン ビネ - スを発現する マ ウ ス とを交配する こと

により A Q P 4 が C r e 活性依存的に欠失する ことを確認 した . 本研究 で樹立 し た A Q P 4 1 fl 0 Ⅹ マ

ウ ス は, C 5 7 B L/ 6 系統の 遺伝子背景をもつ た め, 脳高次機能に お ける A Q P 4 の役割を解析する

上で有用なツ ー

ル と なると考え られる.

キ
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は じ め に

脳 に お ける水の 代謝と移動 は , その 機能の恒常

性を維持する ため に必須な事項で あ ると考え られ

て い る . しか し, 脳浮腫 に関連する研 究以外に脳

機能における水の役割 に つ い ての 研究は ほとん ど

無い の が現状で ある . 細胞膜 は脂質二重層なの で

ほ とん ど水は透過 し か ､ が , 実際に は赤血球膜の

よう に水の透過性の 大き い膜 もあれば, 透過性の

低い 膿もあ る . こ の 差違が水の み を選択的 に通過

R e p ri n t r e q u e s t s t o : C h i aki S u G A I

D e p ar t m e n t of C ellu l ar N e u r o bi ol o g y

B r ai n R e s e a ch l n s ti 山t e N iig at a U niv e r sit y

1 - 75 7 A s ab i m a cb ト d o ri ,

N ii g at a 9 5 1 - 8 5 85 J ap a n

別刷請求先 : 〒9 51 - 85 8 5 新潟市旭町通り 1 - 7 5 7

新潟大学脳研究所細胞神経生物学分野

菅 井 智 明



6 64 新潟医学会雑誌 第 1 1 9 巻 第 11 号 平成1 7 年 (2 0 0 5) 11 月

さ せ る チ ャ ネ ル タ ン パ ク , つ まり ア ク ア ポ リ ン

( A Q P) の存在の 有無 によ る こ と が近年明 らか に

なり, 神経系 を含む多くの 組織に お ける水輸送 の

分子 的基盤 が 与えら れた 1) 2) . 哨乳動物に おい て

A Q P は 1 1 の サ ブタイ プが報 告 されて い る . A Q P

は腰 を 6 回貫通する比較 的簡単な構造 をした膜 タ

ン パ クで あり, おおよそ 3 0 k D a の 単量体で , ホ モ

4 量体を形成する .
こ の フ ァ ミ リ

ー

でよく保存さ

れ て い る ア ス パ ラ ギ ン ー プ ロ リ ン ー ア ラ ニ ン

( N I
}
A b o x) は膜 の 両 サイ ドか らか らみ合 っ て 砂

時計 の よう な構造物を作り, そ の 中心 に水の 通り

穴 ( ポア) を形成する . ポア は水分子を 1 つ しか

通さな い si n gl e 五1e の 構造で あ る た め に , 大量 の

水分子を選択的 に通すこ とが で きる 3) .

脳 と脊髄で は少なく と も, A Q P l , 4 , 9 の 3 種類

の 発現 が我 告さ れて い る が , 主要な分子 は A Q P 4

で あり, 脳 と脊髄の ア ス トロ サ イ ト, 脳室や蛸牛

の 上 衣細胞 , 網膜 の ミ ュ ラ
ー 細胞 で 発現 して い

る 4 卜 6) .
一

方, A Q P 4 は 腎臓 の集合管側膜に も多

く発現 して お り, 腎機能 へ の 関与も考 えられて い

る
7) 8)

本研究で は脳 , ア ス トロ サ イ トの A Q P 4 に着目

し
,
こ の 細胞 で特異的 に A Q P 4 を欠失 さ せ , 脳機

能と水チ ャ ネ ル と の 関連を解析する こ と を計画 し

た . そ の た め, 遺伝子 ノ ッ ク ア ウ トが誘導可能 な

c r e /1 o x P シ ス テ ム 9) によ る コ ン ディ シ ョ ナ ル タ

ー ゲテ ィ ン グ法を用 い て , マ ウス を作成する こ と

に した .

材料 と方法

ア クアポリン 4 遺伝子のク ロ ー ニ ン グ

C 5 7 B L/ 6 マ ウス c D N A ライブラリ ー をテ ンプ レ

ー ト と して P C R を行 い , プ ラ イ マ ー A Q 2 ( 5
'

-

C C A G C T G T G A T C C A A A C G A - 3
'

) , A Q 4 ( 5
'

-

G G A A A G C C A A T A C A C T A G T T - 3
'

) を 用 い て

71 0 b p , A Q l - 1 ( 5
'

- A A G G C A T G A G T G A C G G A

G C T - 3
'

) , A Q 3 ( 5
'

- A G C G C C C A T G A m G G T C C

A A - 3
'

) を用 い て 73 0 b p の D N A 断 片を増 幅 し

た .

こ れ ら の P C R 産 物 を p B lu e s c rip t Ⅱ K S ( - )

の E c o R V サ イ トに サ ブク ロ ー ニ ン グ し
, それぞ

れ p A Q P 4#3 , p A Q P 4#2 を得た . p A Q P #3 より 710

b p の E c o R I - Ⅲi n d Ⅲ フ ラ グ メ ン トを作成 し, プ

ロ ー ブA と し た . p A Q P #2 より 7 30 b p の E c o R I -

S p e I フ ラ グ メ ン トを作成 し, プ ロ
ー ブ B と した .

C 57 B L / 6 マ ウ ス ゲ ノ ム ライ ブラ リ
ー をプ ロ ー ブ

A , B を用 い た プラ ー ク ハ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ン

解析によりス ク リ ー ニ ン グ し
, 得 ら れた ク ロ

ー ン

( A 14 - 1 , 人 411 - 1) を p B lu e s c ri pt I K S ( - )

の S al I サイ ト に サ ブク ロ ー ニ ン グ し, ク ロ
ー ン

(p 1 4 - 1 , p 411 - 1) を得た .

タ ー ゲ テ ィ ングベ クタ ー の 作成

p 14 - 1 より 1 k b p , P st I (平滑化) - Ⅹh o I フ

ラ グ メ ン トを作成 し た .
こ の フ ラ グ メ ン ト を ,

F R T 配列で挟ん だ p g k - n e o - p A カ セ ッ トの 両端

に1 o x P 配列 を挿入 した配列を持 つ p Bl u e s c rip t を

ベ ー ス に した ベ ク タ
ー

p N e o - M C /1 o x # 5 の S m a

I - X h o I フ ラグ メ ン ト5 kb p とライ グ
ー シ ョ ン し,

p A 4 N e o - 1 o x と した . 次 に p 14 1 1 を テ ン プ レ
ー

トと して K p n I リ ン カ
ー を つ けた プライ マ ー N h e

l p ri m e r (5
'

- C G G G G T A C C T r G G G G G A T C C A C A

G C T A G C - 3
'

) と P st I p ri m e r (5
'

- C G G G G T A C C C

T G C A G A A A A A G C C A T G G T r A A C - 3
'

) を用 い た

P C R ( p fu Ult r a Hi gh - Fid elity D N A P oly m e r a s e ,

S t r at a g e n e) を行 い , P C R 産物を K p n I で消化 し

て
,
4

.5 k b p の フ ラ グメ ン トを作成 した .
こ の フ ラ

グ メ ン ト と p A 4 N e o 1 1 o x の K p n I フ ラ グ メ ン ト

の 6 k b p をライ グ
ー シ ョ ン して, p A 4 5

'

- N e o - l o x

と した .

また
, p 4 11 - 1 をテ ン プ レ

ー

トと して Hi n d Ⅲリ

ン カ ー を つ け た プ ラ イ マ ー

D T l p ri 皿 e r ( 5
'

-

C C C A A G m G C A G A G G C C T G A T G C A A A A G - 3
'

)

と D T 2 p ri m e r ( 5
'

- C C C A A G C m C A G C G C C -

C A T G m G G T C C - 3
'

) を 用 い た P C R を行 い ,

P C R 産物を Hi n d Ⅲで消化して , 3 .8 k b p の フ ラグ

メ ン ト を 作 成 し た . こ の フ ラ グ メ ン ト と

p M C I D T A p A
IO) の N ot I - Hi n d Ⅲ ( 平滑化) に

マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サイ ト を挿入 した ベ ク タ ー

P D T - M C #3 の Hi n d Ⅲ フ ラ グ メ ン ト 4 .5 kb p をラ

イ ゲ - シ ョ ン して , p A 4 - 3
'

D T と した . p A 4 5
'

-
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N e o - 1 o x の S al I - A s ° I フ ラ グ メ ン ト 7 .3 kb p

と p A 4 3
'

- D T の S al I - A s ° I フ ラ グ メ ン ト 8 .3

k b p を ライ ゲ
- シ ョ ン して , t v A Q P 4 - fl o x 1 を作

成 した .

タ - ゲテ ィ ン グベ クタ ー の 改変

t v A Q P 4 一皿o x 1 の 3
'

相同組換え領域を延長する

た め に以下 の 構築を行 っ た . p 41 卜 1 を E c o R V -

Ⅹb a I ( 平滑化) し, セ ル フ ライ ダ
ー

シ ョ ン して

p 411 - ⅤⅩ と した . p 411 - ⅤⅩ の B a m H I - N o t I

フ ラ グ メ ン ト 5 k b p と p A 4 3
'

- D T の Ⅲi n d Ⅲ-

B a m Ⅲ Ⅰ フ ラ グ メ ン ト 1 k b p , P D T - M C #3 の

Hin d Ⅲ- N ot I フ ラ グ メ ン ト 4 .5 k b p をラ イ ゲ
-

シ ョ ン して , p A 43
'

- D T 2 と した . p A 45
'

- N e o - l o x

の S al I - A s c I フ ラ グ メ ン ト 7 .3 k b p と p A 43
'

-

D T 2 の S al I - A s ° I フ ラ グ メ ン ト 1 0 .5 k b p を ラ

イグ ー

シ ョ ン して, t v A Q P 4 - fl o x 2 を作成 した .

C 57 B L / 6 E S 細胞の培養

遺伝子組換え マ ウス は C 5 7 B L/ 6 マ ウ ス 由来斉田

胞株 R E N K A 細胞 (崎村ら が樹立) を用 い て作出

した . なお
,
E S 細胞培養の 詳細に つ い て は, 北山

らの報告に従 っ た 1 1)

S al I によ っ て直線化 した 2 .5 p m ol の t v A Q P 4 -

fl o x あ る い は t v A Q P 4 1 fl 0 Ⅹ2 を , 2 50 V , 9 60 FL F ,

R - - の 条件 で エ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ ン に よ り

1 × 10 7 個の E S 細胞 に導入 した . ト ラ ン ス フ ェ

ク シ ョ ン後 38 か ら 48 時間後に G 41 8 (1 75 m g /

m l) 選別 を開始 し, 7 日後に耐性コ ロ ニ
ー を ピ ッ

ク ア ッ プ した . こ れ ら コ ロ ニ ー か ら D N A を抽出

し, サ ザ ン プロ ッ ト解析により標的遺伝子組換え

を起 こ し た E S 細胞 ク ロ
ー ン を同定 した .

こ れ ら

の E S 細胞 ク ロ ー ン を 8 細胞期 の IC R マ ウス 腫 に

マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し, 胞肱期まで培養 し

た 後, 偽妊娠 した IC R マ ウ ス の 子 宮に移植 した .

得 られた キメ ラ マ ウ ス を C 57 B L / 6 マ ウス と交配

して遺伝子組換え マ ウス 系統を樹立 した .

サザンプロ ッ ト解析

ネ オ マ イ シ ン耐性 を持 つ E S 細川包ク ロ
ー ン の ゲ

ノ ム D N A , も しく は マ ウ ス 尾 より抽出 し た ゲ ノ

ム D N A を S a c I あ る い は E c o R I で 消化 し ,

o .6 % ア ガ ロ - ス ゲ ル で 電気泳動を行 っ た . こ れ

をナイ ロ ン メ ン プレ ン に転写し, 5
'

, 3
'

, N e o を用

い て ハ イ プリ ダイズ した 12)

ク ロ
ー ン p 14 - 1 をテ ン プ レ

ー ト と して
,
プラ

イ マ ー A Q l - 1 (5
'

- A A G G C A T G A G T G A C T G A

G C T - 3
'

) と p r o b e 5
'

- 2 ( 5
'

- G G T G A G A A A

G G G T G C T G G A G - 3
'

) を用 い た P C R を行 い , 得

られ た P C R 産物を N h e I で消化 し, 5 80 b p の フ

ラ グ メ ン ト を 精 製 し て 5
'

プ ロ ー ブ と し た .

c 57 B L/ 6 の ゲ ノ ム D N A を テ ン プ レ
ー

ト と して ,

プ ラ イ マ ー

p r o b e 3
'

- 1 - 1 ( 5
'

- C C A G T G A C A

G C A T T C A G T A T - 3
'

) と p r o b e 3
'

- 2 - 1 ( 5
'

- T G

A A G T G C A T A G T G C C G T T C - 3
'

) を用 い た P C R

を行 い , 55 0 b p の フ ラグ メ ン トを精製して 3
'

プ ロ

ー ブと した . p EJ 2 ( Ⅹ ＋) より P st I フ ラ グ メ ン

ト 58 0b p フ ラグ メ ン トを精製 し, N e o プ ロ
ー ブと

した それぞれの プロ ー ブの位置を図 2 A に示 した.

s a c I で 消化 した ゲノ ム で は 5
'

プ ロ ー ブにより,

野生 型 13 .2 k b p , N e o 型 1 5 k b p , K O 型 12 .7 k b p

を検出した ( 図 2 B , 3 A , 4 A) . s a c I で消化した

N e o 型 の ゲノ ム にお い て は N e o プ ロ ー ブに より

5
'

プ ロ ー ブと 同様の 15 k b p を検出 した ( 図 2 B) .

E c o R I で消化した ゲノ ム で は 3
'

プ ロ ー ブに より,

野生型 12 .8 kb p , N e o 型 1 0 .8 k b p を検出 した .

p c R 解析

ネオ マ イ シ ン耐性を持つ E S 細胞 ク ロ
ー ン の ゲ

ノ ム D N A , も しく は マ ウス 尾 よ り抽出 した ゲ ノ

ム D N A をテ ン プ レ ー トと して
,
プライ マ ー

1 o x -

5
'

( 5
'

- T A T A C C C T G C C m C G G A G G - 3
'

) と

l o x - 3
'

( 5
'

- A C C C A T G A G A A G T C T G C T G T A - 3
'

)

を用 い て K O D D a sh ( T O Y O B O) によ る P C R を

行 っ た . 2
0/o ア ガ ロ - ス ゲル を用 い た電気泳動 に

よ り , 野 生 型 2 60 b p , N e o 型 3 20 b p を検出 し た

( 図 2 C , 3 B) . ま た , プライ マ
ー A 41 o x F (5

'

- A G

m G G T A G A A G A C T C A A G - 3
'

) と 1o x - 3
'

( 5
'

- A

c c c A T G A G A A G T C T G C T G T A - 3
'

) を用 い て

p c R を行い , 野生型 10 00 b p , K O 型 26 0 b p を検

出 した ( 図 4 B) .
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図 1 ア ク ア ポリ ン 4 遺伝子の ク ロ ー ニ ン グ

上より
,
ゲ ノ ム ク ロ

ー

ン
,
ア ク ア ポ リ ン 4 遺伝子 の構造, m R N A の 構造, c D N A ク ロ

-

ン
,
c D N A ク ロ ー ニ ン グ に用 い た プライ マ ー (矢印) を示 して い る .

エ ク ソ ン は黒 い

長方形で表示 した.
EI

,
E c o R I; E V , E c o R V ; S I , S a c I; M l - M 6 , 推定膜貫通領域.

結 果

ア クアポ リン 4 遺伝子のク ロ ー ニ ン グと

タ - ゲティ ングベ クタ ー の 構築

本研究で は, ア ス ト ロ サイ ト特異的なア ク ア ポ

リ ン ( A Q P) 4 遺伝子 の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 作成

を目的と して , C r e /1 o x P シ ス テ ム を用 い た A Q P 4

遺伝子 fl o x マ ウ ス を作成 した . まず, c 5 7 B L/ 6 マ

ウ ス c D N A ライ ブ ラ リ ー より, R T
-

P C R を用 い

て エ ク ソ ン 0 か ら 3 を含む 7 10 b p (p A Q P #2) と,
エ ク ソ ン 2 か ら 4 の

一

部を含む 73 0 b p ( p A Q P #3)

を ク ロ ー ニ ン グ した . p A Q P #2 の E c o R I - H i n d

III フ ラグ メ ン トをプ ロ ー ブと して C 57 B L/ 6 マ ウ

ス ゲ ノ ム ライ ブラ リ ー をス ク リ ー ニ ン グ し, 18 .1

k b p の イ ン サ
ー

ト を持 つ 2 個 の 陽性 ク ロ ー ン

(p 1 4 - 1 , p 1 2 - 1) を得 た ( 図 1) . こ れらは, エ ク

ソ ン 3 か ら 5
'

一非 転写領域を含ん で い た が , エ ク

ソ ン 3 の 下 流 を 持 っ て い な か っ た . そ こ で ,

p A Q P # 3 の E c o R I - S p e I フ ラ グ メ ン ト を プ ロ

ー ブと して ス ク リ ー ニ ン グを行 い , 1 5 .6 k b p の イ

ン サ
ー

トを持 つ 陽性ク ロ
ー ン ( p 41 卜 1) を得 た

( 図 l) . こ の ク ロ ー ン は エ ク ソ ン 2 か ら 3
'

- 非転

写領域まで を含んで い た .

取得 した ク ロ ー ンを用い て , タ
- ゲテ ィ ン グ ベ

ク タ
ー を作製 した . 膜貫通領域とポア構成領域を

コ ー ド し た エ ク ソ ン 2
,
3 を含 む 1 k b p P st I -

Ⅹh o I フ ラ グ メ ン トをク ロ ー ン p 14 - 1 より作成 ,

2 つ の 1 o x P 配列 の 間に挿入 し, 欠失させ る標的領

域 と した . また , P C R を用 い て p 1 4 - 1 か ら エ ク

ソ ン 1 を含む 4 k b p の 5
'

相 同組 み 換え領域を取

得 し , 5
'

側の 1o x P 配列 の 上 流 に 挿入 し た . 3 .8

k b p の 3
'

相同組 み換え領域は ク ロ ー ン p 411 - 1 か

ら P C R を用 い て取得 し, 3
'

側 1 o x P 配列 の 下流 ヘ

挿入 して タ - ゲテ ィ ン グ ベ ク タ ー

t v A Q P 4 - fl o x 1

と した ( 図 2 A ) .

直線化 した タ - ゲテ ィ ン グ ベ クタ ー を C 57 B L/

6 E S 細胞 ヘ エ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ ン した . ネオ マ

イ シ ン 耐性を持 つ 82 0 ク ロ
ー ン を S a c I で 消化

し
, 5

'

プ ロ ー ブを用 い て サザ ン ハ イ プリ ダイゼ -

シ ョ ン を行 っ た が, 陽性ク ロ
ー ン は得られなか っ

た . そ こ で
, p 411 - 1 ク ロ

ー ン を用 い て 3
'

相同組

換 え領 域 を 2 .2 k b p 下 流 ヘ 延 長 し た ベ ク タ
ー
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図 2 A Q P 4 - 丑o x マ ウ ス の 作製

A . ア ク ア ポリ ン (A Q P) 4 遺伝子 ,
タ

-

ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ
ー (t v A Q P 4 - fl o x 1 , t v A Q P 4 - fl o x 2) , タ

-

ゲ

テ ィ ン グ後の 遺伝子 (A Q P 41 o x; n e o) , F R T 配列間の 組換えによりネオ マイ シ ン耐性遺伝子を除い た

遺伝子 ( A Q P 4l o x; -) , 1o x P 配列間の組み換えにより エ ク ソ ン 2 , 3 を欠失した遺伝子 ( A Q P 4‾) の構

造を示 した. タ - ゲ テ ィ ン グ後の 遺伝子 の 下 に ,
サザ ン プ ロ ッ ト に用 い たプ ロ

ー ブを黒色 の長方形

で
,
P C R に 用 い たプ ライ マ

ー を矢印で 示 した . 黒 い 長方 形,

エ ク ソ ン; E I, E c o R I; E V , E c o R V ; SI ,

s a c I; 黒 い 三 角形,
1 o x P 配 列; 半円,F R T 配列; D T , ジ フ テ リ ア毒素 A 断片遺伝子 カ セ ッ ト; n e o ,

p g k - n e o - p A カ セ ッ ト .

B . サ ザ ン プ ロ ッ ト によ る遺伝子型解析 . 陽性ク ロ ー ン ( A Q P 4 ＋/l o x) および野生型 ( W t) を用 い , 5
'

,

n e o
,
3
'

プ ロ ー ブ で解析 した結果 を示 した .

c . p c R に よる遺伝子型解析 . 陽性ク ロ ー

ン ( A Q P 4 ＋/l o x) および野生 型 ( W t) の E S 細胞 ゲ ノ ム の

1 o x 5
'

. 1 o x 3
'

プ ライ マ ー を用 い た P C R の 結果 を示 した.
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図 3 A Q P 4 一皿o x マ ウ ス系統の樹立

A . A Q P 4 一皿o x マ ウ ス の サザ ン プ ロ ッ ト に よ る遺伝子 型 解析 . キ メ ラ
,
キ メ ラ と

C 5 7 BIノ6 の 仔 ( F l) および野生型 ( w t) マ ウ ス の 尾より抽出したゲノ ム D N A を

S a c I で消化 し
,
5
'

プ ロ ー ブで ハ イプリダイゼ - シ ョ ン を行 っ た結果を示 した .

B
.
A Q P 4 - fl o x マ ウ ス の P C R による遺伝子型解析. キ メ ラ

,
F l および野生型 ( W t) マ

ウ ス の より抽出したゲノ ム D N A を用 い
,
1o x 5

'

,
1 o x 3

'

プ ライ マ
ー

で P C R を行 っ た

結果を示 した .

t v A Q P 4 - fl o x 2 ( 図 2 A ) を作 製 し, E S 細 胞 へ の

エ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ ン を行 っ た . ネオ マ イ シ ン

耐性を持つ 65 1 ク ロ
ー

ン をサ ザン プロ ッ ト解析に

よ り ス ク リ ー ニ ン グ した 結果 , 5 個 の ク ロ
ー ン

( N o 122 - 10 4 , 12 5
-

2 , 1 28 - 7 1 , 129 - 13 , 12 9 -

1 36) で 野生型 の 13 .2 k b p と変異型 の 15 k b p の 2

本の バ ン ドを検出した . こ れらの ク ロ ー ン に対 し

て 3 ユ側 の 1o x P 配列 を検出す る P C R を行 っ た と

ころ, N o 12 5 - 2 , 1 28 - 7 1 の ク ロ
ー ンで は野生型

の 260 b p の み が検出さ れ, 変異型 の 3 20 b p が検

出され なか っ た . P C R 解析で 陽性 であ っ た 3 ク ロ

ー ン N o 12 2 - 1 04 , 1 29 - 13 , 12 9 - 13 6 は さら に 3
'

プ ロ ー ブと N e o プ ロ ー ブを用 い て サザ ン解析を

行い , 相同組換えが正 しく起 こ っ て い る こ とを確

認 した .
これ ら の ク ロ ー ン の サ ザ ン解析, P C R 解

析の 結果を図 2 B , C にそれぞれ示 した .

A Q P 4 - fl o x マ ウス 系統 の樹立

相同組換えを確認 した E S 細胞ク ロ
ー ンをマ ウ

ス 初期月杢に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ンする こ と に

より, キメ ラ マ ウ ス を作製 した . E S の 寄与が大き

い キメ ラ マ ウス を選択し, C 57 B L/ 6 と交配する こ

と により Fl 個体を得 た .
これら F l マ ウス の尾 の

ゲ ノ ム を抽出 し, S a c I で消 化後, 5
'

プ ロ ー ブで

ハ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ン を行 っ た と こ ろ, 約半数

の 個体 で 野 生 型 1 3 .2 k b p と A Q P 4
1 o x
; n e o 型 15

k b p が検出さ れた ( 図 3 A) .
こ の 結果か ら , キメ

ラ マ ウス より タ
- ゲ テ ィ ン グ した変異 ア レ ル が ,

生殖系列伝達する こ と を確認 で き た . 得 られ た

F l マ ウス を C 5 7 B L/ 6 と交配さ せ , A Q P 4 1 fl 0 Ⅹ マ

ウ ス系統 を樹立 した . 系統維持 に お ける遺伝子型

判定に は P C R 解析を用 い た . プライ マ ー

1 o x 5
'

-

1 o x 3
'

間を増幅す る P C R を行 う と野 生 型 で 26 0

b p , A Q P 4
1o x
; n e o 型 あ る い は A Q P 4

l o x
; - 型 で 32 0

b p が検 出され る ( 図 3 B) .

A Q P 4 n u ll k n o ck o u t マ ウス 系統の樹立

A Q P 4 n u ll k n o ck o u t ( K O) マ ウ ス を作成 する

た め に
,
全身 で C r e リ コ ン ビネ - ス を発現 す る

T L C N - C r e マ ウ ス 1 3) と樹立 し た A Q P 4 - fl o x マ

ウ ス を交配 し た . 得 られた仔の 尾 の ゲ ノ ム を用 い

て サザ ン プロ ッ ト, P C R を行い , 遺伝子型を解析

した . D N A を S a c I で消化し, 5
'

プ ロ ー ブで ハ イ

プ リ ダイ ゼ - シ ョ ン を行 っ た と こ ろ, Fl の マ ウ

ス に お い て野生型 13 . 2 k b p と A Q P 4 ‾型 1 2 .7 k b p

が検出 された ( 図 4 A ) . p C R 解析 に お い て もプ ラ
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図 4 A Q P 4 1 n u ll K O マ ウ ス系統の樹立

A A Q P 4 - K O マ ウ ス のサ ザ ン プ ロ ッ ト による遺伝子型解析.

ヘ テ ロ K O ( ＋/ - )
,
野生

型 ( W t) マ ウ ス の 尾より抽出した ゲノ ム D N A を S a c I で消化 し, 5
'

プ ロ ー ブ で ハ

イプリダイゼ - シ ョ ン を行っ た結果を示 した.

B . A Q P 4 - K O マ ウ ス の P C R による遺伝子型解析.

ヘ テ ロ K O ( ＋/ - ) , 野生型 ( W t)

マ ウ ス の 尾より抽出した ゲノ ム D N A を用 い ,
A 41 o x F

,
1 o x 3

'

プ ライ マ
ー で P C R を

行 っ た結果を示 した .

イ マ - A 41 o x F - 1 o x 3
'

間 を増幅する P C R を行 い ,

野 生型 100 0b p と A Q P 4 ‾型 26 0b p が検出され た

( 図 4 B) . 以上 の結果 か ら, 標的遺伝子配列を ヘ テ

ロ 欠損 した マ ウス が 同定され, こ れらの マ ウ ス を

用 い て A Q P 4 K O マ ウ ス 系統 を樹立 し た . ま た
,

こ の 結果か ら A Q P 4 - fl o x マ ウ ス に おい て C r e リ

コ ン ビネ - ス 依存的に標的遺伝子配列を欠損で き

る こ とが 明らか とな っ た .

考 察

本研 究 で は , C r e/1 o x P シ ス テ ム を 用 い て , 部

位 ･ 時期特異的 に A Q P 4 遺伝子を欠損する マ ウ ス

を作成する た めに C r e の 標的配列で あ る 1o x P 配

列で エ ク ソ ン 2 , 3 を挟ん だ A Q P 4 - fl o x マ ウ ス 系

統を樹立 した . A Q P 4 は膜貫通領域 ( M ) 2 - 3 間

の ル ー プ C と M 5 - 6 間 の ル
ー プ E に あ る ア ス パ

ラ ギ ン ー プロ リ ン ー ア ラ ニ ン ( N P A b o x) を膜 の

6 6 9

両 サイ ドか ら か らみ 合わせ , その 中JL ､ に水の 通り

冗 ( ポア) を形成する と考え られて い る . A Q P 4 -

fl o x マ ウ ス で は C r e 活性依存的 に エ ク ソ ン 2 , 3

を欠失させ る が, こ の 部分に は膜貫通領域 ( M )

4 - 5 及 び N P A b o x を含むル
ー プ E を含む た め に

A Q P 4 の 機能を ノ ッ ク アウ トで きる と考えられ る .

本研究 で作成 し た A Q P - fl o x マ ウ ス は C r e 発現

マ ウス を交配する こ と により, 且o x 領域が組換わ

り遺伝子欠損が起 こ る こ とが確認 され た . こ の こ

と は
,
ア ス ト ロ サイ ト特異的に C r e を発現する マ

ウス と の 交配に より, 部位特異的 に A Q P 4 を ノ ッ

クア ウ トで き る こ とを意味する .

本研究で は, 最初に作成 した タ
- ゲテ ィ ン グ ベ

クタ
ー

t v A Q P 4 - fl o x 1 におい て 820 ク ロ
ー ン の ネ

オ マ イ シ ン耐性ク ロ
ー ンを解析 した が, 相同組換

え体を得る こ とが で きなか っ た .

一

方, 3
'

側相同

組 み換え領域 を 3 .8 k b p か ら 6 k b p に 2 .2 k b p 延

長 した ベ クタ
ー t v rA Q P 4 - fl o x 2 で は 651 ク ロ

ー ン
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より 5 個の相同組換えク ロ ー ン を得る こ とがで き

た
.
こ の こ と は , 相同組換え の 効率が , ベ ク タ

ー

の 相同組換え領域の 長 さに強く依存する こ とを示

唆する . また
,
2 .2 k b p の 延長により, 組み 換え効

率が大きく変化 し た こ と は , E S 細胞 中で の 相同

組換えが起 こ るに はあ る種の 閥値が存在する の か

も しれない .

A Q P 4 の 遺伝子組み換え動物 と して は , C D - 1

系統の 遺伝子背景を持つ A Q P 4 n ull K O が すで に

報告されて い る 8) . こ の マ ウ ス を C 5 7 B L/ 6 マ ウ

ス に戻 し交配する と聴覚の 異常が認 め られた
1 4)

この こ と は
,
A Q P 4 は蛸牛に発現 して い る こ とか

ら説明されて い るが ,
一

方で遺伝子背景が重要で

あ る こ とも示 して い る . と りわけ, C 57 B L/ 6 マ ウ

ス に戻 し交配する こ と により A Q P 4 遺伝子 の担う

機能が より顕著に な っ た こ とか ら , C 57 B L/ 6 系統

は A Q P 4 遺伝子機能を解析する にあた っ て , 優れ

た遺伝子背景だと考えられる.
こ の た め, 脳高次

機能 にお ける A Q P 4 の 機能解析 を行 うた め に は ,

本研究で樹立 し た A Q P 4 - fl o x マ ウ ス 系統 が有用

な ツ
ー ル と なる .

こ の 系統を C 5 7 B L/ 6 系統 の 遺

伝子 背景を持つ ア ス ト ロ サイ ト特異的 C r e 発現

マ ウス と交配 して得られる コ ンディ シ ョ ナル ノ ッ

ク アウ トマ ウス の 解析は A Q P 4 の脳機能における

新た な知見を提供するだろう .
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e a r e x p r e s s a q u ap o ri n - 4 w at e r c h a n n el p r ot ei n .

E u r J N e u r o s ci 1 0: 3 5 8 4 - 3 5 9 5 , 1 9 9 8 .

6 ) N a g elh u s E A , V e r uki M ,
T o rp R , H a u g F M ,

1 . a ak e J H , N iel s e n S , A g r e P a n d O tt e r s e n O P :

A q u a p o ri n I 4 w at e r c h a n n el p r ot ei n i n th e r at

r eti n a a n d o pti c n e rv e: p ol a ri z e d e x p r e s si o n in

M ull e r c ell s a n d fi b r o u s a st r o cyt e s . J N e u r o s ci

1 8: 2 5 0 6 - 2 5 1 9
,
1 9 9 8 .

7 ) F ri g eri A , C r o p p e r M A , U m e ni s hi F , K a w a s hi m a

M
,
B r o w n D a n d V e rk m a n A S : I J O C ali z ati o n of

M I W C a n d C u p w at e r ch a n n el h o m ol o g s i n

n e u r o m u s c ul a r , e pith eli al a n d gl a n d ul a r ti s s u e s .∫

C ell S ci 1 0 8 ( n 9) : 2 9 9 3 - 3 002 , 1 99 5 .

8 ) M a T
,
Y a n g B , G ille s pi e A , C a rl s o n EJ , E p st ein CJ

a n d V e rk m a n A S : G e n e r ati o n a n d p h e n oty p e

of a t r a n sg e ni c k n o ck o u t m o u s e l a c ki n g t h e

m e r c u ri a トi n s e n siti v e w at e r c h a n n el a q u a p o ri n -

4 . J Cli n l n v e st 1 0 0: 95 7 - 9 6 2
,
1 9 9 7 .

9 ) s t e m b e r g N a n d Ⅲa m ilt o n D : B a ct e ri o p b a g e P I

sit e sp e ci五c r e c o m bi n ati o n . Ⅰ. R e c o m bin ati o n

b et w e e n l o x P S it e s . J M oI B i o1 1 5 0: 4 6 7 - 4 8 6 ,

1 9 8 1 .

1 0) Y a n a g a w a Y , K ob a y a shi T , O h ni shi M , K o b ay a s hi

T
,
T a m u r a S

,
T s u z u ki T

,
S a n b o M

,
Y a gi T ,

T a s hir o F a n d M iy a z aki ∫: E n ric h m e nt a n d

e ffi ci e n t s c r e e n ln g Of E S c ell s c o nt ai ni n g a

t a r g et e d m u t ati o n : T h e u s e of D T I A g e n e w ith

也e p oly a d e n yl ati o n sig n al a s a n e g ati v e s el e ctio n

m a rk e r . T r a n s g e ni c R e s 8 : 2 1 5 I 2 2 1 , 1 9 9 9 .

l l) K it a y a m a K , A b e M , K a kiz ald T , H o n m a D ,
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N at u m e R , F u k a y a M a n d S a ki m u r a K : P u rki nj e

C ell - S p e ci丘c a n d l n d u cibl e G e n e R e c o m bi n ati o n

S y st e m G e n e r at ed fr o m C 5 7 B L/ 6 M o u s e E S c ell .

B i o c h e m B i o p b y s R e s c o m m u n 2 8 1 : 1 1 3 4 - 1 1 4 0 ,

2 0 0 1 .

1 2) N a g a s a w a M ,
S aki m u r a K

,
M o ri K J , B e d ell M A ,

C o p el a n d N G ,J e n kin s N A a n d M is bin a M : G e n e

st r u ct u r e a n d cb r o m o s o m al l o c aliz ati o n of th e

m o u s e N M D A r e c e p t o r c h a n n el s u b u n it s . M oI

B r ai n R e s 3 6 : 1 1 1 1 , 1 9 9 6 .

1 3) N a k a m u r a K , M a n a b e T , W at a n a b e M , M a m iy a

T , I c hik a w a R , Ki y a m a Y , S a n b o M ,
T a gi T , I n o u e

Y , N a b e s bi m a T , M o ri H a n d M i sbi n a M :

E n h a n c e m e n t of hip p o c a m p al I J P , r ef e r e n c e

m e m o Ⅳ a n d s e n s o ri m ot o r g ati n g i n m u t a nt m i c e

l a cki n g a t el e n c e p h al o n - sp e ci丘c c ell a d h e si o n

m ol e c ul e . E u r J N e u r o s ci 1 3: 1 79 - 1 8 9 , 2 00 1 .

1 4) u ∫a n d V e 血 I a n A S : I m p air e d b e a ri n g i n m i c e

l a cki n g aq u ap o ri n e - 4 w at e r ch a n n el s . ∫ B i oI

C b e m 2 7 6: 3 1 2 3 3 - 3 1 2 3 7 , 2 0 0 1 .

( 平成 1 7 年 1 月 2 1 日受付)


