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研究成果の概要（和文）：RNAiはinvitrogen社製を利用しshRNAを発現するベクターを作成した。293FTセルラインでsh
RNAiを発現するレンチウイルスの作成を完了した。AQP4発現量を、RT-PCRで確認した。以前のKnockdownの発現率に比
較して、強くKnockdownしていることが確認できた。
　AQP4のoverexpression細胞株の確立のため、hAQP4-M23およびhAQP4-M1を発現するラット星状膠細胞C6の作成し、蛋
白発現を確認した。また、hAPQ4-M23は、permanent cell line を完成させた。overexpressionできることを確認した
。

研究成果の概要（英文）：Using vector expressing shRNA, we constructed lentivirus expressing sh RNAiof 
aquaporin(AQP) 4. We confirmed AQP4 knockdown that was stronger than our earlier study. We constructed 
hAQP4-M23 and hAQP4-M1 vector and transfected into C6 cells. We confirmed the overexpression of hAQP4-M1 
and hAQP4-M23 in C6 cells. Moreover, we constructed permanent cell line of hAQP4-M23-overexpressed-cells 
of C6.

研究分野： 麻酔科学

キーワード： aquaporin　knockdown　hypothermia
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１．研究開始当初の背景 
脳浮腫の病態は、アストロサイト（星状膠

細胞）の膨化（水の移動による）とそれに

伴う二次的神経細胞死と考えられている。 

 我々は、低酸素負荷によりアストロサイ

トで特に発現が多い AQP4、5、9 の発現が

時間とともに低下することを（Yamamoto 

et al. Mol. Brain Res. 90:26-38, 2001）、さ

らに中等度低温（32℃）では、細胞障害が

抑制され、AQP4、5 では、一過性低下の

後むしろ正常以上に上昇することを示し

た （ Fujita et al. Neurosci. Res. 

47:437-44,2003）。これらの結果は、AQP

の発現が脳低温療法における脳浮腫抑制

の効果の機序の一端を担っている可能性

を示唆したが、低温負荷による AQP の発

現変化の機序は依然不明である。本研究で

は、比較的新しい手法である RNA 

interference (RNAi)を用いて、はじめに、

AQPを knockdownしたアストロサイトを

確立し、AQP の機能、局在等がどのよう

に変化するかを詳細に検討する。次に、

AQPを knockdownしたアストロサイトや

mutant AQP を発現したアストロサイト

における低酸素負荷時および軽度低温下

および乳酸アシドーシス条件下における

アストロサイトの機能変化を調べる。 
 
２．研究の目的 

(1).RNAi を用いたアクアポリン（AQP）

knockdown 細胞株の確立 

(2).AQP knockdown に 対 す る rescue 

experiments による AQP 蛋白の機能の確

認 

(3).低酸素負荷による AQP knockdown、

overexpression 細胞株の phenotype の確

認 

(4).軽度低温環境が、低酸素負荷もしくはア

シドーシス環境での AQP knockdown、

overexpression細胞株のphenotypeに与え

る影響 

(5).動物実験による AQP knockdown モデ

ルでの検証 

 
３．研究の方法 
(1).RNAi を用いたアクアポリン（AQP）

knockdown 細胞株の確立 

(2). AQP overexpression 細胞株の確立 

(3).AQP knockdown に 対 す る rescue 

experiments を利用した AQP 蛋白の役割の確

認 

(4).軽度低温環境が、低酸素負荷時の AQP 

knockdown 、 overexpression 細 胞 株 の

phenotype に与える影響 

(5).動物実験において AQP knockdown モデル

での検証 

 
４．研究成果 

 神経系の細胞のRNAiはinvitrogen社製の

Bock-it Inducible H1 Lentiviral RNAi 

systemを利用し、Knockdownが確認されている

2-3のconstructを作成したうえ、entry 

vectorであるpENTER/H1/TO Entry Constract

に導入した。目的遺伝子をもつpENTER/H1/TO 

Entry Constract とpLenti4/BLOCK-IT/DEST

をかけあわせることにより目的のshRNAを発

現する遺伝子をもった

pLenti4/BLOCK-IT/Expression Construct 

vectorを作成した。そのプラスミドを大腸菌

にtransformationして、大量培養し、Quiagen

社のキットを用いて、目的となるshRNAを発現

する遺伝子をもったconstructを含むプラス

ミドを大量に、無菌的に精製した。293FTセル

ラインでレンチウイルスを発現させるため、

作成したpLenti4/BLOCK-IT/Expression 

Constructに加え、レンチウイルスの作成能力

を高めるpLP1、pLP2、pLP/VSVG、pENTER-gus

のプラスミドをcotransfectさせた。以上によ

り目的となるAQP Knockdown のshRNAiを発

現するレンチウイルスの作成を完了した。ア

ストロサイトのAQP4発現量を、RT-PCRで確認



した。以前のKnockdownの発現率に比較して、

強くKnockdownしていることが確認できた。 

 AQP4のoverexpressionの実験のための、

hAQP4-M23およびhAQP4-M1を発現するC6を得

ることができた。これらの発現の増加を、蛍

光抗体で蛍光顕微鏡で確認し、ウエスタンブ

ロッティングでも発現増加を確認した。うえ

また、hAPQ4-M23に関しては、permanent cell 

line を完成させた。hAQP4-M1を発現するC6

について、permanent cell line をほほ完成

できている。AQPcDNAを遺伝子導入することで、

Knockdownのphenotypeがwild-type程度の発

現量に戻せることを確認するための、AQP4の

cDNAを作成した。Wild-typeのアストロサイト

に導入し、overexpressionできることを確認

した。今後、rescueできるかを検討中である。 

 低酸素負荷によりAQP knockdownと、

overexpression 細胞株のphenotypeの形態

学変化、培養液の変化を観察した。詳細を検

討中である。 
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