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研究成果の概要（和文）：　ラット視神経を挫滅すると、AQP4発現は1.8倍に増加した。また視神経アストロサイトに
一酸化窒素を暴露すると、AQP4発現亢進と細胞容積の増大が認められた。
　AQP4チャネルを TGN-020 (5.0 mg/kg)で阻害すると、網膜神経節細胞はより顕著に減少し、BAX/Bcl-2も神経傷害性
を示した。グルタミン酸は視神経挫滅により有意に増加したが、TGN-020はグルタミン酸代謝に関連するタンパク発現
を抑制した。またTGN-020はグルタミン酸によるAQP4発現亢進と、グルタミン酸代謝を抑制した。AQP4チャネルの阻害
はグルタミン酸代謝を障害し、神経障害を増強する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Crushing the optic nerve of rats caued 1.8 fold increae of aquaporin 4 (AQP4) 
expression in the optic nerve. Exposure of optic nerve astrocytes to nitric oxide increased AQP4 
expression and enlarged their volume.
Blocking the AQP4 channel by TGN-020 (5.0 mg/kg) caused more decrease of f retinal ganglion cells (RGCs). 
The ratio of BAX/Bcl-2 also supported the idea that blocking the AQP4 channel was neurodestructive. The 
glutamate level in the optic nerve was significantly increased after crushing the optic nerve, but 
TGN-020 depressed the expression of glutamate metabolism-related proteins. Exposure of cultured optic 
nerve astrocytes to glutamate increased the expression of AQP4 that was also depressed by TGN-020. In 
addition, glutamate uptake was inhibited by TGN-020. These results indicate that an inhibition of AQP4 
enhances neuronal damages after crushing the optic nerve. Inhibition of AQP4 impairs glutamate metabolism 
which may account for these neurodestructive events.

研究分野： 眼科
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１．研究開始当初の背景 
視神経は炎症や外傷、虚血など、様々な

病態で浮腫をきたす。視神経は視神経鞘で
覆われ、篩状板、視神経管で拘約されるた
め、浮腫は軸索をさらに圧迫し、しばしば
永続的な視機能障害をきたす。 
水チャネルである aquaporin (AQP）は

主にアストロサイトに発現し、脳浮腫の発
生および吸収の両過程に深く関与している。
AQP の発現は、アストロサイトの活性化、
増殖とも密接に関連し、その発現機構の解
明は、視神経疾患の新たな治療法につなが
ると考えられた。 
特に神経障害に深く関与するグルタミン

酸と、炎症反応を惹起する一酸化窒素と
AQP の関連は、AQP の視神経疾患への関
与を理解する上で、非常に重要であると考
えられた。 
 
２．研究の目的 
視神経挫滅モデルを用いて、視神経浮腫と

AQP4 の関連を明らかにし、AQP4 チャネル
阻害剤の神経保護作用を検討することを目
的とした。また視神経アストロサイトを用い、
AQP4 発現の分子機構の一端を解明すること
を目指した。特に AQP4 のグルタミン酸代謝
への関与、一酸化窒素の AQP4 発現への影
響を中心に研究計画を作成した。 
 
３．研究の方法 
ラット視神経を球後 2mm で挫滅し、day1, 

day2, day 4, day 7, day 14 で屠殺し視神経
を摘出し、AQP4, AQP9, GFAP の蛋白レベルの
発現変化を western blot で測定した。また
免疫組織学的に視神経バリアー機能の破綻
程度を検討し、視神経浮腫の程度を湿重量、
乾重量の差で定量した。 
次いで AQP4 チャネル阻害剤の神経保護

作用を検討するため、同チャネル阻害剤であ
る TGN-020 を腹腔内投与し、AQP4 チャネ
ル阻害剤が神経傷害的、神経保護的のいずれ
の方向に作用するかを免疫組織学的、生化学
的に検討した。また TGN-020 がグルタミン
酸代謝におよぼす影響を生化学的に検討し、
AQP4 がグルタミン酸代謝におよぼす影響に
つき検討した。 
さらにアストロサイトにおける AQP4 発

現亢進の分子機構の一端を明らかにするた
め、培養視神経アストロサイトを用い、一酸
化窒素(NO)が AQP4 発現におよぼす影響を
生化学的に検討した。 
 

４．研究成果 
AQP4 発現は、視神経挫滅翌日に 1.8 倍に増

加した。その後、day 7 を trough level とし
て減少し、day14 で基準値に回復した。視神
経浮腫はAQP4がtrough levelを示したday 7
で最も顕著となった。また AQP4 発現が減少
している部分に限局して、バリアーの破綻が
生じていることが組織学的に確認された。 
  AQP4 発現が、傷害直後に増加したのに対
し、TGN-020 を腹腔内投与したところ、
AQP4 チャネル阻害剤は網膜神経節細胞死を
増強し、BAX/Bcl2 比を増大させ、神経傷害
的に作用することが明らかになった。その機
序として、AQP4 チャネルはグルタミン酸代
謝に関与し、同チャネルを阻害すると、グル
タミン酸からグルタミンへの変換が障害さ
れ、その結果、細胞外グルタミン酸濃度が増
加し、毒性が増強される機序が明らかとなっ
た。 
 視神経アストロサイトに一酸化窒素（NO）
供与体である SNAP を投与したところ、
AQP4 発現は有意に亢進し、アストロサイト
の容積を増大させた。その分子機構として、
cGMP の増加を介した PKG の活性化が関与
していると考えられた。NO は炎症反応に深
く関与しており、視神経で炎症が生じると、
アストロサイトの腫脹を介し、視神経浮腫が
生じる機序が考えられた。 
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