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研究成果の概要（和文）：脳のアストロサイトは、神経の活性化により増加する細胞外の K+を

取込み、血管の方向へ放出する K+緩衝を担う。また、浸透圧勾配に従い、共に水も運搬される。

この K+・水輸送は、K+チャネル Kir4.1 と水チャネル AQP4 により行われ、両者は同じ膜上で共

存する。本研究により、Kir4.1 と AQP4 は、各々、異なる脂質に基づいた微小膜プラットフォ

ームに局在して機能することが判明した。また、これらのプラットフォームは近接しており、

これが K+と水の共役輸送に関わると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：Brain astroglial cells uptake excess extracellular K+, which 
is induced by neural activity, and excrete it to blood vessels.  This unidirectional 
K+-transport is called “K+-buffering” and accompanied with water movement.  These 
two transports are respectively mediated by a K+ channel, Kir4.1, and a water channel, 
AQP4, both of which occur together on the same membrane domain of the astroglial cells.  
In this study, we have found that Kir4.1 and AQP4 are expressed and functioned at 
the different micro-platforms containing distinct types of lipids.  Furthermore, 
certain population of these two platforms is localized at the close vicinity, which 
would be involved in the coupling between K+ and water transports across the 
astroglial cells. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００５年度 4,800,000 0 4,800,000 

２００６年度 14,400,000 0 14,400,000 

２００７年度 9,600,000 0 9,600,000 

２００８年度 9,600,000 0 9,600,000 

２００９年度 9,600,000 0 9,600,000 

総 計 48,000,000 0 48,000,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・薬理学一般 
キーワード：アストロサイト・K+チャネル・水チャネル・輸送体・微小ドメイン 
 
１．研究開始当初の背景 
組織や細胞を介したイオン・水の適切な運搬

は、正常な臓器機能を保つために不可欠であ
る。脳では、シグナル伝達を担う神経細胞を
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グリア細胞が強固に取り囲んでいる。その一
種であるアストロサイトは、多くの突起によ
り神経細胞のシナプスに接し、それを包囲す
ると共に、一方で“終足:endfeet”と呼ばれ
る突起を血管周囲や脳軟膜直下に延ばして
いる。アストロサイトは、それら突起を介し
て、神経細胞の興奮時に細胞外へ放出される
K+を迅速に取込み、血管や脳室方向へ放出す
る機能を持つ。 この K+の一方向性輸送は、“K+

緩衝作用”と呼ばれ、神経の正常な活動に必
須である。また、陽イオンである K+が輸送さ
れると、電荷を打ち消すため陰イオンである
Cl-が共に移動する。その結果、細胞膜を介し
た浸透圧勾配が生じ、それに従って水が移動
する。よって、アストロサイトを介して、水
分子は K+と共にシナプス側から血管・脳室側
へと運搬される。この水輸送は、正常な神経
細胞機能の維持のみならず、脳容量や脳血
流・脳脊髄液循環のホメオスタシスにも深く
関わっている。 
   イオンや水分子が一方向性運搬され
るには、それら小分子を選択的に輸送するチ
ャネルやトランスポーター等の“輸送装置”
が、決まった場所に局在し、機能的に共役し
なければならない。申請者らの研究室などに
より、現在までに、脳アストロサイトの K+緩
衝作用と水輸送を担う責任分子は、内向き整
流性 K+チャネル Kir4.1・Kir5.1 と水チャネ
ル AQP4 であり、それらはシナプス周囲の突
起や血管周囲・脳軟膜直下の終足に配置され、
そこで共存していることが明らかになった。
これら「特定の膜ドメイン」へのチャネルの
局在決定には、ある種の足場蛋白質が関わる
可能性も見出された。しかし、アストロサイ
トにおいて、これらのイオン・水輸送を可能
にする分子基盤や、K+・水の共役輸送を支え
るメカニズムは、十分に明らかとなっていな
かった。 
 
２．研究の目的 
これらの疑問に答えるため、本課題では、ア
ストロサイトのK+緩衝の中心的チャネルであ
る Kir4.1 と、水輸送の責任分子 AQP4 に焦点
を当てて、解析を進めた。アストロサイトの
各々の突起はマイクロメーターサイズであ
るが、K+・水輸送の共役関係を考慮すると、
その膜上で多彩な輸送装置が漫然と分布し
ている構図は否定的である。我々は、細胞膜
上に更に小さい単位 - 恐らく“ナノスケー
ル” — の特殊な“場”があり、そこでチャ
ネルやトランスポーター等の“機能分子”が
ある法則に従い集積している「機能的 微小 
膜プラットフォーム」があるとの仮説を立て、
共役輸送が立脚する輸送装置の空間配置と
その分子基盤を同定することを目的とした。
そのために、脂質を含有し、神経・上皮細胞
で特定のシグナル分子を集積させている微
小膜プラットフォーム「Detergent Resistant 
Microdomain of cell membrane (以下 DRM)」

に注目して研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 生化学的解析 
DRM は、その名の通り、界面活性剤に不溶性
の成分として生化学的に分離できる。我々は、
界面活性剤である Triton-X で処理したマウ
スの脳を、超遠心法で 12 のフラクションに
分離し、以前の報告に従って、その中で比重
の比較的軽い 3番目を DRM 分画、比重の重い
8-12 番目を non-DRM 分画として単離した。更
に、その分画における Kir4.1・AQP4 の発現
を、それぞれに対する特異抗体を用いてウエ
スタンブロッティグ法で検討した。また、両
チャネルを、培養細胞である HEK 細胞に強制
発現し、同様の実験を行った。 
 
(2) 機能解析 
微小膜プラットフォームへのチャネルの局
在とその機能との関係を検討するため、
Kir4.1 のチャネル活性と AQP4 の水輸送能を
検討する実験を行った。 

一般に K+チャネルが機能すると、細
胞外が低いK+濃度の条件下において細胞は過
分極し、高い K+濃度を含む溶液に暴露される
と逆に脱分極する。この性質を用いて、
Kir4.1 に関しては、細胞の膜電位をモニター
することでその活性を評価した。細胞は
Kir4.1 を強制発現させた HEK 細胞を用い、膜
電位は膜電位感受性色素 DiBACを用いて測定
した。この色素は、細胞が脱分極すると蛍光
を増強させる特徴がある。 

AQP4 の水輸送能は、蛍光色素
calcein を用いて、光学的に測定した。この
色素は、一端、細胞内に入ると、その分子数
が増減しない。よって、細胞が膨張すれば蛍
光は減弱する。細胞を低浸透圧溶液に暴露す
ると、細胞内に水が流入し、そのスピードは、
AQP4 の活性に依存する。蛍光減弱のスピード
を観察することで、AQP4 の水運搬活性を評価
した。 

以上の光学的実験は、共焦点顕微鏡
を用いて行った。 
 
(3) 組織学的解析 
チャネルの微小局在を検討するため、免疫組
織学的手法を用いた。Kir4.1 または AQP4 を
強制発現させたラットの培養アストロサイ
トを、それぞれの特異抗体で処理し、蛍光ラ
ベルされた 2次抗体で可視化した。同様の実
験を、マウスの脳標本でも行った。観察は、
共焦点顕微鏡を用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1) DRM における Kir4.1・AQP4 の発現 
Triton-Xで処理した脳の標本から、DRM分画、
non-DRM 分画を抽出し、ウエスタンブロティ



 

 

ング法にて、Kir4.1 と AQP4 の発現パターン
を検討した（図 1）。 
 Kir4.1 は、DRM 分画、non-DRM 分画
の両者に強い発現が認められた。一方で、
AQP4 の分布は、DRM 分画に限局しており、
non-DRM には殆ど発現が認められなかった。
加えて、アストロサイトの Cl-輸送に深く関
わる ClC-2 Cl-チャネルは、Kir4.1 と同様に
両分画に強い発現が観察された。以上より、
脳の DRM には、アストロサイトの K+緩衝や水
輸送を担う輸送装置である Kir4.1 と AQP4、
ClC-2 が共発現していることが判明した。 
 Kir4.1 と AQP4 をそれぞれ HEK 細胞
に強制発現した場合も、脳と同じ分布パター
ンが認められた。更に、コレステロール枯渇
剤である MβCD で HEK 細胞を処理すると、
Kir4.1 の DRM 局在は損なわれたが、一方で
AQP4 は全くその分布パターンを変化させな
かった。よって、Kir4.1 と AQP4 は微小膜プ
ラットフォームである DRM に分布するが、前
者は MβCD 感受性 DRM、後者は MβCD 非感受性
DRM という異なった分画に局在することが明
らかとなった。 
 

(2) DRM 局在の生理的意義 
次に、チャネルの DRM 局在の生理的意義につ
いて検討を行った。 
 Kir4.1 を発現した HEK 細胞を低 K+

濃度の細胞外液に浸すと、細胞が過分極して
いるため DiBAC の蛍光は僅かであり、そこに
高 K+濃度の溶液を還流すると、細胞は脱分極
して蛍光は大きく増加した。細胞を MβCD で
処理すると、その蛍光の大きな変化は、ほぼ
完全に失われた。 
 AQP4 の水輸送に関しては、AQP4 を
HEK 細胞に導入すると、低浸透圧依存性の
calcein の蛍光減少が、通常の細胞の場合と
比較して、劇的に加速することを確認した。
この AQP4 を介した水輸送能は、MβCD によっ

て細胞を処理しても、殆ど変化しなかった。 
 以上より、Kir4.1 と AQP4 の機能的
なポピュレーションは、それぞれ MβCD 依存
性・MβCD 非依存性の DRM に存在していること
が強く示唆された。 
 
(3) Kir4.1 と AQP4 の細胞膜上の分布 
更に、細胞膜上で Kir4.1 と AQP4 を発現する
微小膜プラットフォームが、どのような位置
関係にあるかを、免疫組織学的に検討した。 

まず、両チャネルを共発現させた培
養アストロサイトを用いた。Kir4.1 の免疫活
性は磨りガラス状のパターンを呈したが、
AQP4 の免疫活性は数百ナノメーターの島状
の集積体として認められた。両者のオーバー
ラップは、殆ど認めらなかった。次に機能的
な Kir4.1 のみを観察するため、細胞を MβCD
で処理し、同様の実験を行った。Kir4.1 の免
疫活性も AQP4 と似た集積体として観察され
たが、やはり両者の免疫活性は重なっていな
かった。 

更に、マウス脳のスライス標本にお
いて、Kir4.1 と AQP4 の分布パターンを、免
疫組織学的に解析した（図 2）。脳では、Kir4.1
も AQP4 も数百ナノメーターの集積体として
観察されたが、やはりそれらが重なる像は認
められなかった。しかし、両者の一部は、互
いに隣り合って非常に近い場所に配置され
ていることが明らかとなった（図 2B）。 

以上から、脳アストロサイトにおい
ては、機能的な Kir4.1 と AQP4 は MβCD 感受
性・MβCD 非感受性 DRM という異なった微小膜
プラットフォームに分布していることが示
された。また、この 2つのプラットフォーム
の近接が、K+と水の共役輸送の基盤となって
いる可能性が示唆された。 
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図 1 脳におけるチャネルの分布 

 
図 2 AQP4 と Kir4.1 を発現する DRM の
脳アストロサイトにおける局在 A, 
弱拡大 B, 強拡大 
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ストロサイトの K+・水輸送を担う微小膜ド
メインとその生理機能.  Symposium 第
81 回日本薬理学会年会 2008 年 3 月 17 日
（月）〜19 日（水） 発表 19 日（水） パ
シフィコ横浜 

9 日比野 浩, 大野 行弘, 稲野辺
厚, 倉智 嘉久. 中枢神経・聴覚障害に対
する新しい薬剤開発標的としての内向き整
流性 K+チャネル Kir4.1.  Symposium 第
127 回日本薬学会 2007 年 3 月 28 日（水）
〜30 日（金） 発表 29 日（木） 富山県
民会館 

10 日比野 浩, 倉智 嘉久. 脳ア
ストロサイトでは異なった界面活性剤不溶
性マイクロドメインが K+・水輸送を担う.  
Poster presentation 第 84 回日本生理学
会大会 2007 年 3 月 20 日（火）〜22 日（木） 
発表 22 日（木） 大阪国際交流センター 

11 大野 行弘, 稲野辺 厚, 日比野
浩, 倉智 嘉久. 選択的セロトニン再取
込み阻害薬 fluoxetine によるアストロサ
イト内向き整流性 Kir4.1 チャネルの抑制
効果.  Poster presentation 第84回日本
生理学会大会 2007 年 3 月 20 日（火）〜
22 日（木） 発表 22 日（木） 大阪国際
交流センター 

12 日比野 浩, 倉智 嘉久. 脳ア
ストロサイトにおいて K+・水輸送を担う微
小膜ドメインの同定と解析.  Poster 
presentation 第 80 回日本薬理学会年会 
2007 年 3 月 14 日（水）〜16 日（金） 発
表 15 日（木） 名古屋国際会議場 

13 日比野 浩, 倉智 嘉久. グリ
ア細胞の K+・水輸送を担うチャネルの局在
制御とその分子基盤. 特定領域研究 公
開シンポジウム「生体膜トランスポートソ
ームの分子構築と生理機能」 2006 年 3 月
25 日（土）東京大学薬学部講堂 

14 日比野 浩, 倉智 嘉久.  グリ
ア細胞の K+・水輸送を担うチャネルの局在
制御とその分子基盤.  Symposium 第 83
回日本生理学会大会 2006 年 3 月 28 日



 

 

（火）〜30 日（木） 発表 28 日（火） 群
馬県民会館 

15 日比野 浩, 都築 千鶴, 中尾 
寛美, 倉智 嘉久. 脳アストロサイトに
おける K+・水輸送を担う微小膜プラットフ
ォームの同定.  Poster presentation 第
79 回日本薬理学会年会 2006 年 3 月 8 日
（水）〜10 日（金） 発表 9日（木） パ
シフィコ横浜 
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