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研究成果の概要（和文）：AQP11と脳梗塞の関与を検討した。マウス総頸動脈結紮脳梗塞モデルを作成し、結紮
15分と1時間を比較検討した。結紮15分後に再還流したマウスの脳はAQP11の発現が30分後に増加するが、1日後
には20%減少した。結紮1時間後に再還流した場合は、いずれもAQP11の発現は減少した。結紮15分以外ではAQP11
の発現は減少し、AQP4の発現も増加した。これに伴い、ミクログリア、アストログリア、リソソーム膜マーカー
が増加した。血管内皮モデル細胞でも浸透圧の変化によりAQP11の発現を検討した。脳梗塞同様、浸透圧が高い
とAQP11の発現は増加し、一過性の脳梗塞時にAQP11が関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of our study is to clarify the relation between brain infarction
 and AQP11.We generated brain infarction model mice which was ligated common carotid artery. 
Comparative analysis was performed for ligation time and reperfusion time. We investigated AQP11 
expression for these models. AQP11 was increased that the combination model which was ligated for 
15min and sacrificed after 30min. But, when it was sacrificed after 1 day later, AQP11 was decreased
 20%. In the model which was ligated 1hr, AQP11 was decreased regardless of reperfusion time. This 
model was showed that AQP4 was increased as AQP11 was decreased. The expression of the microglia, 
astroglia and lysosomal-associated membrane marker gene were increased. Furthermore, our study was 
investigated the AQP11 expression of blood vessel endothelium model. We clarified that AQP11 was 
increased under hypertonic condition. For these results, it was suggested that AQP11 was 
participated in the transient cerebral ischemia.

研究分野：病態生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで脳梗塞とAQP11の関与は不明であったが、今回の研究から脳梗塞モデルマウスでは、脳梗塞の症状が明
確に現れる成体のみならず、幼若マウスでもAQP11は同様に発現が変化することを判明した。梗塞時間の長さに
より再還流後のAQP11の発現が増加することを示すことができたが、これは梗塞時間と再還流時間の組み合わせ
の１例である。さらにAQP11の発現が減少した今回のモデルでは常にAQP4、ミクログリア、アストログリア、リ
ソソーム膜のマーカーが増加していたことより、これらのマーカーがの増減とAQP11の発現を制御することで脳
梗塞の治療から予後の予測、延命への対応に寄与するものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 脳は頭蓋骨に囲まれており、脳梗塞、脳出血、脳浮腫をはじめとする脳疾患は、その急速な初
期治療が重要である。本研究で着目する水チャネル Aquaporin(AQP)ファミリーは 13種が報告
されている。その多くは細胞膜に発現し、水、グリセロール、小分子のいずれかを通すものがほ
とんどである。なかでも AQP11 は腎臓で多く発現し、AQP11 欠損マウスは生後１ヶ月以内に
嚢胞腎の症状を示して死亡する (Morishita Y. et al.2005)。申請者は、AQP11を欠損させたバ
ックグラウンドを持つ GFP-LC3トランスジェニックマウスを作成することにより、AQP11欠
損マウスに生じる嚢胞腎は、近位尿細管でオートファジーが亢進されることを明らかにした。さ
らにアポトーシスおよび酸化ストレスに関与する各遺伝子（Casp ファミリー遺伝子、Apaf-1、
Keap1/Nrf2）の発現は、嚢胞形成が進行するにつれて増加することを明らかにした（Tanaka Y.et 
al. 2016）。これまでは、欠損させた表現型が明らかな腎臓での機能解明が優先され、脳での
AQP11の機能に関しては詳細に調べられていない。 
 
２．研究の目的 
 申請者が注目した AQP11 の欠損マウスは多発性嚢胞腎による腎不全で死亡する。さらに
AQP11 は腎臓以外に血液脳関門の血管内皮細胞と脈絡叢上皮細胞に発現することを報告した
（Koike S. et al. 2016）。これまでに AQP4が脳浮腫に重要であることが報告されているが、同
じ部位に発現する AQP11 も脳浮腫の症状に関与している可能性がある。AQP11 が脳ではどの
ような役割を担っているのかを脳梗塞モデルを作成して解明するのが本研究の目的である。
AQP11 欠損マウスに脳梗塞モデルを作成することにより、血液脳関門での AQP11 の脳浮腫や
脳脊髄液代謝の制御への関与を解明して、脳梗塞、脳出血、脳浮腫の新たな治療戦略を提案でき
るようにする。 
 
３．研究の方法 
 脳梗塞モデルマウスの作成および脳血管内皮細胞モデル培養細胞を用いて検討した。 
（１）脳梗塞モデルマウス作成 

AQP11欠損マウスおよび野生型を用いて脳梗塞モデルマウスを作成した。用いたマウスは 15
週齢以降の C57BL/6J野生型マウスおよび AQP11欠損マウス（ヘテロタイプ）であり、脳梗塞
作成方法は、両側総頚動脈結紮術を行った。一定時間の結紮の後、再灌流をし、30分、1時間、
1日、2日後の脳を取り出した。 
（２）脳組織からの RNA抽出および AQP11を含む各マーカー遺伝子発現変化の検討 
 一定時間の結紮および再還流後、脳組織を取り出した。Bregma - Lambda領域を切り出した
後、RNAを抽出した。さらに RT-qPCR法にて AQP11およびその他 AQPs、ミクログリア、ア
ストログリア、オートファジーに関与するリソソーム膜のマーカー、アポトーシス調節因子の発
現量を比較検討した。 
（３）脳血管内皮細胞モデル培養細胞での AQP11の発現有無の検討 
  モデル培養細胞はマウス条件的不死化脳毛細血管内
皮細胞（TM-BBB）を用いた。TM-BBB に AQP11 が
発現しているか RT-PCR法、RT-qPCR法、ウエスタン
ブロット法、免疫染色で検討した。 
（４）脳血管内皮細胞モデル培養細胞を用いた浸透圧変
化による AQP11の発現変化 
 条件的不死化脳毛細血管内皮細胞（TM-BBB）に
sucroseを添加して培養することで浸透圧を変化させ、
AQP11の発現の変化を免疫染色法にて比較検討した。 
 
４．研究成果 
（１）野生型マウスおよび AQP11 欠損マウスの両側総
頸動脈における AQP11 の発現の評価 
 両側総頚動脈を 15 分あるいは 60 分結紮させたモデ
ルを作成した。15 分の結紮の後、再灌流させたモデル
では再還流後 30分までは AQP11 の発現増加がわずかに
見られた。１日後には AQP11 の発現は減少し、２日後も
未施術に比較すると AQP11 は減少しているが、わずか
に増加した。また、性差による違いは見られなかった
（図１）。60分の結紮では、再灌流後 30 分および１時
間後は雌雄で AQP11 の発現パターンでは雄は未施術よ
りも AQP11 の発現は増加したが、雌は減少した。再灌流後１日後は、雄雌ともに AQP11 の発現は
減少した。２日後は、再灌流後１日後より増加したが、未施術よりも減少した（図２）。 



 この際、AQP11 欠損マウス（ヘテロタイプ）では野生
型の結果と同様の結果となった。この結紮時間により
AQP11 の発現が増加することは他の結紮時間ではみられ
なかったため、脳梗塞を生じた時間により AQP11 の発現
制御が初期治療のひとつになると示唆された。 
（２）野生型マウスの両側総頸動脈における他の AQP の
発現の評価 
 マウス総頚動脈を 15 分あるいは 1 時間結紮させて再
灌流させた後、１日あるいは２日後の AQP の変化を検討
した。15分結紮（図 3左側）および１時間結紮（図 3右
側）後、再灌流１日あるいは２日後の AQP4 の発現を比
較した。各時間の結紮後、全ての条件で AQP4 の発現は
増加した（図 3のグラフ青は未施術、オレンジは施術）。 
さらに AQP1 に関しても 15分結紮（図 4左側）および１
時間結紮（図 4右側）後、再灌流１日あるいは２日後の
AQP1 の発現を比較した。各時間の結紮から再灌流後１日
では未施術に比べ、わずかに発現が増加する個体もい
た。再灌流後２日経過すると未施術と比べ、AQP1 の発現
は減少した（図4のグラフ青は未施術、オレンジは施術）。 
 以上の結果より AQP11 の発現減少に伴い主に AQP4 の
発現が増加することは、AQP4 は AQP11 の代償的に働い
ていると示唆され、脳梗塞初期に AQP11 の発現変化に伴
い AQP4 を増加するよう制御できれば初期および長期治
療へ発展できると示唆された。 
（３）野生型マウスの両側総頸動脈における各マーカー
遺伝子の発現変化 
マウス総頚動脈を 15 分結紮（図 5-8 左）および１時
間結紮（図 5-8 右）後、再灌流１日あるいは２日後の Iba1
（図 5）の発現を比較した。Iba1 はどちらの結紮時間も
再還流後 1日では 2倍、2日では 3-5 倍と時間の経過に
伴い発現が顕著に増加した。GFAP（図 6）は結紮時間 15
分（図 6左）と 1時間（図 6右）とも再還流後 5倍以上
発現が増加した。Lamp2（図 7）と Bax（図 8）は、結紮
時間1時間で再還流後1日経過したマウス群でもわずか
な発現の増加がみられた（図 7、図 8ともグラフ青は未
施術、オレンジは施術。各図の左側は結紮時間 15分、右
側は結紮時間 1時間の発現量を示す。） 
脳梗塞によりAQP11の発現の減少に伴い梗塞部位では
オートファジーやアポトーシスよりもマイクログリア、
アストログリアが盛んに脳の機能を維持していること
が結びついた。 
（４）脳血管内皮細胞モデル培養細胞（TM-BBB）での
AQP11の発現および浸透圧変化の評価 
 TM-BBBの RT-PCR、RT-qPCR、ウエスタンブロット法より TM-BBBには AQP11が発現し
ていることが確認できた。さらに、sucrose を添加して高浸透圧条件で培養することにより
AQP11 の発現増加を確認できた。浸透圧の変化で AQP11 の発現変化を検討したことは初めて
である。今後、モデル培養細胞として血管の内外の極性を定めてから、低酸素やその他の脳梗塞
の脳内の条件下で検討することで、AQP11が脳梗塞部位でどのような役割をするのか臨床応用
へと発展可能な基礎研究のモデルとなることが示唆された。 
 今回の結果を総合すると、AQP11 は一過性の脳梗塞での関与が示唆された。今後は脳梗塞モデ
ルの手法、梗塞時間および再還流時間を変えることで、AQP11 が最も変化のある条件があるか検
討する予定である。さらには、今回のモデルでも脳梗塞モデルの結紮および再還流により AQP11
の発現変化が見られたことから、脳血管内皮細胞モデル細胞で血管内外の極性を調節し、各条件
下で AQP11 の発現の変化や水以外に他の物質や因子の通過の検討を行い、臨床的な治療へ近づ
ける基礎研究への発展を継続中である。 
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