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研究成果の概要（和文）：脳浮腫は肝性脳症や頭部外傷時にみられ、アストロサイトが膨潤することにより生じる。我
々はアストロサイト内への水の流入に関わるイオントランスポーターに着目し、その活性化阻害薬の効果について検討
した。浮腫誘発要因である細胞外高アンモニア時にはMAPキナーゼ活性が増加し、Na+-K+-2Cl-共輸送体1（NKCC1）活性
が上昇してアストロサイトが膨潤する。MAPキナーゼ阻害薬や抗酸化剤の同時添加はNKCC1活性化を阻害しアストロサイ
トの膨潤を抑制したことから、これら薬物が新規脳浮腫治療薬として有用であることを示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Cerebral edema is an important complication of hepatic encephalopathy and traumati
c brain injury and astrocyte swelling appears to be primarily responsible for the edema. We investigated t
he effects of inhibitors of Na+-K+-2Cl- cotransporter 1 (NKCC1), an ion transporter responsible for cell v
olume regulation, on astrocyte swelling. Ammonia induced MAP kinase activation and increased NKCC1 activit
y, which resulted in astrocyte swelling. Inhibition of this activity by MAP kinase inhibitors or anti-oxid
ant diminished ammonia-induced astrocyte swelling. Our results in the present study suggest that MAP kinas
e inhibitor and anti-oxidant may be effective therapeutic agents for brain edema. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)脳浮腫とは「脳内の水分含量の正味の増
加」を意味し、脳腫瘍、外傷、水頭症、感染
症、脳虚血など頭蓋内の病変により、また、
門脈大静脈シャントや肝機能障害など頭蓋
外の病変に起因する。ひとたび浮腫が生じる
と、頭蓋内圧が亢進し脳ヘルニアが形成され、
これにより嘔吐、痙攣、意識障害や麻痺など
様々な症状が引き起こされて最終的に生体
は死に至る。近年、人および動物の寿命が延
びるなか、その症例数は増加の一途をたどっ
ており、脳浮腫の発生を阻止または軽減させ
ることが治療にとって重要である。 
 
(2)現在まで行われている脳浮腫の薬物治療
にはもっぱらグリセロールやマンニトール
などの高浸透圧薬が使用されてきた。これら
の薬物は生体内で代謝されず細胞外液にの
み分布し、浸透圧により細胞内に貯留した水
を減少させる。その性質上、大量投与が必要
であり、またその浮腫抑制効果も十分とは言
えない。さらに高 Na 血漿、低 K血漿、溶血、
心不全などの副作用をおこす恐れがある。そ
のため末梢組織での体液バランスには影響
を与えないような新たな薬物の開発が望ま
れている。 
 
(3) 脳 浮 腫 は 細 胞 内 水 分 が 増 加 す る
cytotoxic edemaと血液—脳関門が物理的に破
綻し血管内から血漿成分等が流出すること
により起こる vasogenic edema に分類される。
浮腫の原因についての解明はこれまで充分
ではなかったが、近年、oxidative stress の
関与が注目されており、種々の浮腫モデルに
おいてフリーラジカル産生が増加すること
が報告されている。我々はアストロサイト膨
潤機構を解明する過程で、oxidative stress
を誘発する過酸化水素(H2O2)の影響を検討し
たところ、H2O2添加後の細胞膨潤に呼応して
細胞内への水の流入に関わるイオントラン
スポーターである Na+-K+-2Cl-共輸送体
(NKCC)活性が増加することを見いだした。こ
のことから、NKCC 阻害剤の浮腫治療薬として
の可能性が示唆された。 
 
(4)Zinc はグルタミン酸作動性神経のシナプ
ス小胞に存在する。浮腫などの中枢の病態時
にはグルタミン酸と共に放出された zinc が
細胞内に輸送され、oxidative stress 反応に
関与する可能性が示唆されている。 
 
２．研究の目的 
(1) 浮腫発生に関わる因子の阻害薬や抗酸
化剤は新しい脳浮腫治療薬となりうるのか
を、2 通りのアストロサイト膨潤モデル（細
胞外高アンモニアおよび fluid percussion
による頭部外傷性脳損傷（traumatic brain 
injury: TBI）を用いて検証することが目的
である。 
 

(2)浮腫などの中枢内の病態時に見られる細
胞外高 zinc がアストロサイトの機能変化に
与える影響を明らかにすることが目的であ
る。 
 
３．研究の方法 
(1)アストロサイトの初代培養細胞は胎齢 20
日齢の Wistar ラット胎仔から調製した。CO2
インキュベーター内で 3週間培養後、実験に
用いた。 
 
(2)細胞外高アンモニアモデルアストロサイ
トの作成は、上記(1)で調製したものに NH4Cl 
(5 mM)を処置することにより作成した。添加
後、種々の時間に細胞を回収し、NKCC 活性、
MAP kinase 発現の変化を測定した。さらに
種々の阻害剤や抗酸化剤の影響を検討した。 
 
(3)TBI モデルアストロサイトの作成は、上記
(1)で調製したものに 5 atom の打撃を細胞に
2 回加える液体打撃法（fluid percussion 
injury: FPI）により作成した。FPI 処置後、
種々の時間に細胞を回収し、NKCC 活性、MAP 
kinase 発現の変化を測定した。 
 
(4)肝性脳症モデルラットは雄Wistarラット
（adult）にチオアセトアミド（TAA）を 300 
mg/kg 体重、3 日間腹腔内投与し急性肝障害
を誘発することにより作出した。 
 
(5) 上記(1)で調製したアストロサイトに
LPS (0.1 ng-10 mg/ml)を添加し活性化させ
た。Zinc (125 μM)存在下での一酸化窒素
(NO)産生を定量し、炎症の指標とした。 
 
４．研究成果 
(1)細胞外高アンモニア(cytotoxic edema)モ
デルを用いた細胞膨潤時のボリューム調節
タンパクの活性および発現変化：アンモニア
添加によるアストロサイト膨潤時には NKCC1
活性が増加し、この変化にはタンパクの発現
増加が伴っていた。アンモニアにより生じた
oxidative/nitrosative stressによりタンパ
クが修飾を受け、活性化することが明らかと
なった。これらの変化は、MAP キナーゼの阻
害剤、抗酸化剤であるカタラーゼ、NO 合成阻
害剤である L-NAME やパーオキシナイトライ
ト除去剤である尿酸の処置により抑制され、
これらの薬物処置はアンモニアによる細胞
膨潤も抑制した。これらの結果から、
cytotoxic edema による細胞膨潤時には、ボ
リューム調節タンパクであるNKCC1が活性化
すること、さらに、このタンパクの活性化を
抑制すると細胞膨潤も抑制しうる可能性が
示唆された。 
 
(2) 肝性脳症モデルラットを用いた細胞膨
潤時のボリューム調節タンパクの活性およ
び発現変化：肝性脳症モデルラットを作成し、
生じる脳浮腫に対して各種阻害剤や抗酸化



剤が抑制効果をもつか検討した。作出したモ
デルである TAA ラットは高アンモニア血症
と神経症状を呈し、肝性脳症モデルとして広
く用いられている。TAA ラット脳の浮腫の程
度をgravity method を用いて調べたところ、
増大が認められ、このとき大脳皮質の NKCC1 
タンパク発現および活性は、どちらも増加し
ていた。これらの変化は、NKCC 阻害剤である
bumetanide の前投与により抑制され、この薬
物処置は TAA による脳浮腫も抑制した。これ
らの結果から、in vitro 実験から得られた
結果より想定される細胞膨潤の発生機序が
in vivo でも同様に当てはまることが明らか
となった。すなわち、in vivo 動物において
も細胞ボリューム調節タンパクの変化を是
正することにより、肝性脳症時に見られる脳
浮腫を抑制しうる可能性が示唆された。 
 
(3)TBI (vasogenic edema)モデルを用いた細
胞膨潤時のボリューム調節タンパクの活性
および発現変化：アストロサイトに TBI 刺激
を加えたところ、NKCC1 の発現および活性の
増加に伴って細胞の膨潤が認められた。この
とき細胞膨潤に至る情報伝達系の一つであ
る MAP kinas である p38-MAPK および JNK の
活性化も同時に認められた。これらの結果か
ら、vasogenic edema においても細胞ボリュ
ーム調節タンパクの変化を是正することに
より、脳浮腫を抑制しうる可能性が示唆され
た。 
 
(4)LPS 活性化アストロサイトに対する細胞
外 zinc の効果：Zinc の添加により LPS 誘導
性NO産生は有意に増加した（p<0.05, 図1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 LPS 誘導性 NO 産生に対する zinc の効果 
 
この条件下で MAP kinas 活性を測定したとこ
ろ Erk、JNK、p38 MAP kinase とも活性化が
認められた。各種 MAP kinase 阻害剤の同時
添加により NO 産生の増加は認められなくな
ったことから、アストロサイト活性化には
MAP kinaseシグナリングが関与している可能
性が示唆された。 
 
 

(5)研究成果の意義：2つの浮腫モデルを用い、
細胞ボリューム調節に関わる NKCC の変化と
その活性化阻害剤の影響を検討した今回の
実験から、どちらのモデルにおいてもボリュ
ーム調節タンパクの活性化を抑制すること
により、浮腫そのものを抑制しうることが明
らかとなった。すなわち cytotoxic edema、
vasogenic edema のどちらも浮腫発生につい
ては共通のシグナルカスケードを介してい
ると推察される。さらに、中枢の炎症時にお
けるアストロサイトの機能調節には zinc に
よる調節も考慮に入れる必要があると考え
られる。 
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