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研究成果の概要（和文）：脳梗塞後、脳浮腫及び脳アクアポリン４（AQP4）発現が増大した。AQP4発現は脳梗塞
後５日目までは脳梗塞辺縁部の方が中心部よりも相対的に増大したが、７日目では中心部の方が増大した。初代
培養アストロサイトに虚血負荷を行うと、AQP4発現が増大した。エタノールを負荷すると、エタノールの中程度
濃度負荷でAQP4発現増大がピークとなったものの、虚血負荷を合わせると消失した。虚血負荷によるAQP4発現に
及ぼす影響に対しエタノールが関わることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：After cerebral infarction, brain edema was augmented by the increase of 
aquaporin 4 (AQP4) expression. As for AQP4 expression, cerebral infarction marginal region was more 
remarkable after the cerebral infarction than a center until the fifth day, however, a center became
 higher on the seventh day. AQP4 expression increased under ischemic stress in the primary astrocyte
 culture. On the other hand, although the increase of AQP4 expression showed peak under mild doze of
 ethanol exposure, together with ischemic and ethanol exposure, the peak was passed away. Ethanol 
was shown to be concerned for influence to give to AQP4 expression by the ischemic stress.

研究分野： 法医学

キーワード： 脳浮腫　アクアポリン４　脳卒中　アストロサイト

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳梗塞後脳浮腫において、アクアポリン４（AQP4）発現は、虚血後の経過時間により、また梗塞巣内でも中心部
か辺縁部かで異なることが明らかとなった。したがって、脳浮腫軽減を目的としたAQP4に対する治療としては、
病巣部位を考慮する必要がある。酩酊状態で脳梗塞を発症すると、AQP4発現に及ぼす影響がアルコールによって
変化し、脳浮腫軽減を目的とした治療が困難になる可能性が示唆された。  

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
法医実務において、脳卒中は交通事故、転落などの外因への関与にもつながり、また原死因、直
接死因ともに関わることから、発症機序及び病態の把握は重要である。脳卒中の内、最も頻度が
高い脳梗塞においては、高齢者の増加に伴って、脳卒中関連死者も増加してきている。研究代表
者らは以前、飲酒者の頭部外傷重症化に着目し、エタノールが脳挫傷後脳浮腫を増大させ、予後
を悪化させることを動物実験により明らかにした。しかしながら、頭部外傷よりも罹患率が多い
脳卒中において、エタノールがどのように影響するのかは明らかではない。厚生労働省によると、
1 日 1 合以上飲酒する飲酒習慣者は、40 歳代以上で 20 から 30%を占める。脳梗塞においては、
40 歳程度から発症が認められる点を踏まえると、脳梗塞の発症にアルコールが関与している可
能性が高い。飲酒時に脳梗塞を発症しやすいと経験的に知られている一方で、実験的には、脳梗
塞発症後におけるエタノール投与が脳梗塞治療に有効であるとの報告もある。エタノールは炎
症関連因子、神経保護関連因子、水チャンネル等、脳卒中あるいは脳挫傷の予後に関わる因子に
影響することが知られている。日本国民に最も馴染みのある薬物であるアルコールが脳卒中、特
に脳梗塞の病態にどのように関与するのか明らかでない。 
 
２．研究の目的 
日本国民にとって最も身近な薬物であるアルコールは虚血性脳疾患、主に脳梗塞にどのように
影響するかを検討するのが目的である。現在の高齢社会において、脳梗塞の罹患率は増加するこ
とが確実視され、また国民性の影響からか飲酒率は変化しないことが予想される。従って、飲酒
による脳梗塞の影響を検討することは、飲酒をした、あるいは長年飲酒していることによって、
不幸にして発症もしくは死亡してしまった方に対する治療または予防の一助になる可能性があ
る。以前、研究代表者はエタノールが脳挫傷の予後を悪化させ、その機序にアクアポリン 4(AQP4)
が関与することを報告した。エタノールの脳梗塞に及ぼす影響についてはほとんど知られてい
ないのが現状であり、飲酒が脳梗塞に及ぼす影響の程度、機序を明らかにすることにより、発症
予防、より有効な治療方法の発見が期待できる。 
アルコールの投与は脳梗塞にどのように影響を与えるのか、影響するのであればその機序は

何かを明らかにする。研究代表者らはこれまで、エタノールが転写制御因子である NF-kappaB 活
性を増大させ、炎症性サイトカインを上昇させることを初代培養肝細胞を用いて明らかにして
きた。またエタノールの慢性投与は大腿骨頭壊死を発症させ、その機序に炎症性サイトカインが
関与することも明らかにしてきた。そして脳挫傷後脳浮腫の増大に水チャンネルの１つである
AQP4 がエタノールにより増大することも明らかにしてきた。従って、脳梗塞に対してもエタノ
ールはこれらの因子が関与する可能性が高い。まずはエタノールが脳梗塞に対してどのように
影響するのか、動物実験により検討を行う。エタノールは脳浮腫を増大させることから、脳梗塞
に対して予後を悪化させる可能性が高い。脳梗塞部位にはマイクログリア（マクロファージ等）
が集積し、神経細胞の損傷に関与したり、回復を促進する働きがあることが知られている。そこ
で、脳梗塞病巣部分のマイクログリア及びアストロサイトを用いた細胞実験により、エタノール
がこれらの細胞へ及ぼす影響を検討した。 
 
３． 研究の方法 
(1)動物実験 
生後約 8週齢のラットに対し、右中大脳動脈閉塞による脳梗塞モデルを作成した。具体的には、
頸部切開の後、頸動脈分岐部を露出、外頸動脈を結紮焼灼して総頚動脈及び内頸動脈をクリップ
にて一時遮断。内頸動脈を切断して切断面から先を丸めたナイロン糸を挿入。内頸動脈側のクリ
ップをはずしつつ、糸を 1 cm 挿入して右中大動脈まで進め、閉創する。脳梗塞作成後に脳を抽
出して weight/dry ratio 法（脳を乾燥させる前と後での重量比）により脳浮腫の評価を行った。
また TTC(2,3,5-Triphenyl tetrazolium chloride)染色を行い組織学的にも虚血病巣を確認し
た。 
(2)細胞実験 
既報に従って単離した初代培養アストロサイトを使用した解析を行った。初代培養アストロサ
イトは、安楽死させた新生仔ラットの脳を摘出し、髄膜等を除去した後、メッシュ破砕を行って、
遠心等の処置を施行して培地に播種した。その後、PLL コーティングプレート処置等によりアス
トロサイトを単離した。アストロサイトに対し、培地中にエタノールを 0から 100mM の濃度で反
応させ初代培養アストロサイトを抽出し、培地にエタノールを添加し、その 1時間後から虚血環
境として、oxygen-glucose deprivation (OGD)負荷を 6時間行った。通常培地に戻して 24時間
後に細胞を採取し、解析を行った。 
 上記動物実験により作成した梗塞脳を摘出し、梗塞巣に集積したマイクログリアを単離した。
具体的には、右中大脳動脈閉塞後７日目の大脳を摘出し、梗塞側の右脳を裁断、濾過、遠心等の
処置を行ってプレートに播種した。その後、初代培養アストロサイトとマイクログリアとの共培
養実験を行った。 



 
４．研究成果 
(1)脳梗塞後脳浮腫と AQP4 発現 
右中大脳動脈閉塞後、7日目まで経時的に脳を摘出し、梗塞側である右脳と非梗塞側である左脳
で weight/dry ratio 法等により評価したところ、時間依存的に脳浮腫が悪化した。また AQP4 の
mRNA 発現を検討したところ、脳浮腫の程度と同様に経時的に発現量が増大した。これは脳梗塞
後 5日目までは脳梗塞辺縁部の方が、中心部よりも顕著であったものの、7日目では中心部の方
が発現量が高かった。 
 脳梗塞後脳浮腫において、AQP4 発現は脳梗塞発症後の時間経過により、また梗塞巣内でも中
心部か辺縁部かで異なることが明らかとなった。したがって、AQP4 をターゲットとした脳浮腫
軽減を図るとすると、治療としては、病巣部位を考慮する必要がある。 
(2)アストロサイト、マイクログリアに及ぼす AQP4 への OGD・エタノールの影響 
初代培養アストロサイトの培地にエタノールを 0, 10, 25, 50, 100mM の濃度で添加して、
AQP4mRNA 発現を検討したところ、エタノールの比較的低濃度群では、コントロールに比べ、低
下し、高濃度では発現が増大した（図１）。初代培養アストロサイトとマイクログリアの共培養
実験で、同様にエタノールを負荷するも、特に変化は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

初代培養アストロサイトに OGD 負荷（6 時間）を行うと、負荷後 36 時間までは非負荷群と比べ
変化がなかったが、負荷後 48 時間になると、OGD 負荷により AQP4 発現が増大した。初代培養ア
ストロサイトとマイクログリアの共培養実験では、OGD 負荷により負荷後 24 時間及び 48時間で
AQP4 発現が低下した。このことから、OGD 負荷による AQP4 発現の増大がマイクログリアによっ
て抑制される可能性が示唆された。 
 
エタノールを単独で負荷すると、50mM をピークに AQP4 発現が増大した。OGD 負荷の 1時間前か
らエタノールを添加し、OGD を 6 時間負荷させた（飲酒者の脳梗塞発症を想定した）実験群では、
エタノール単独負荷で見られた中濃度域での増大ピークは、OGD 負荷を追加すると、差は認めら
れなくなった（図２）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
このことから、飲酒者の脳梗塞後に生じる脳浮腫については、AQP4 をターゲットにした場合、
飲酒の有無のみならず、血中エタノール濃度にも注意して、発現を抑制する等の効果のある薬剤
等を検討するのが、効果的である可能性が示唆された。 

 
図１ 

 
図２ 
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