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研究成果の概要（和文）：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。hAPQ4-M23に関しては、permanent cell line を完成させた。再酸素化を行う際の至適酸
素濃度の決定のため、高濃度の酸素の影響を調べた。50％と80％の条件での培養で細胞傷害を確認した。アスト
ロサイトだけでなく、神経細胞であるSH-SY5Yの培養系でも同様の傷害を確認した。今後さらに脳低温療法の効
果の向上に寄与する方策を検討したい。

研究成果の概要（英文）：For making aquaporin (AQP) 4 knock down, we used Lentiviral RNAi system of 
Invitrogen corporation. Finally, we obtained AQP 4 knockdown model with pLenti4/BLOCK-IT/Expression 
Construct and plasmid of pLP1、pLP2、pLP/VSVG、and pENTER-gus. We confirmed that AQP4 knockdown that
 was stronger than our earlier experiment. 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.In hypoxic 
condition, we tried to decide apoptosis or necrosis with flow cytometry. For optimal oxygen 
concentration, we experimented cell culture of astrocyte and SH-SY5Y in hyperoxia. We confirmed cell
 damage of hyperoxia in this condition. We try to continue neuron protection of various condition 
and drugs using RNAi technique.

研究分野：麻酔科学
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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 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、AQP4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。我々は RNA interference 

(RNAi)を用いて AQP4 の遺伝子発現調節

に取り組んできた。AQPを knockdownす

ると、AQP の機能、局在等がどのように

変化するかは明らかになっていない。AQP

を knockdownしたアストロサイトやAQP

を overexpression 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も明らかではな

い。また AQP4 の遺伝子発現調節により、

脳保護効果の増強の可能性が in vivoの条

件であるかどうかも明らかでない。 
 
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 
 RNAi の手法を用いた AQP4 を knockdown

したアストロサイトのcell line はほぼ確

立している。さらに AQP4 overexpression

細胞株も作成する。AQP4 knockdown に正常

の AQP4 cDNA の遺伝子導入し、rescue 

experiments を行うことで、AQP4 蛋白の役

割を確認する。さらに、AQP4 knockdown ま

たは overexpression 株に低酸素負荷を行

い、AQP4 の増減が低酸素付加による脳浮腫

に与える影響を明らかにする。それらに加

えて、低酸素負荷に対する軽度低温による

保護効果を確認し、さらに薬物処置を行う

ことでの併用効果を検討し、AQP4 の発現機

能調節が脳浮腫の発生、治療への関わりを

明らかにする。これらの実験結果を踏まえ

て、in vivo での臨床応用を模索する。 

 

４．研究成果 

  神経系の細胞の RNAi は invitrogen 社製

の Lentiviral RNAi systemを利用した。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。 

 hAPQ4-M23 に関しては、permanent cell 

line を、蛍光顕微鏡の蛋白発現と、ウエス

タンブロッティングでの蛋白発現の確認を

終え、完成させた。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。 

 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。細胞傷害

がネクローシスかアポトーシスによるもの

かをフローサイトメトリーで検討している。 

 再酸素化を行う際の至適酸素濃度の決定

のため、高濃度の酸素の影響を調べた。50％

と 80％の条件での培養で細胞傷害を確認し

た。アストロサイトだけでなく、神経細胞で

あるSH-SY5Yの培養系でも同様の傷害を確認

した。高濃度の酸素傷害を低温が軽減できる

かを検討している。またエリスロポエチンが、

脳での免疫を司るマイクログリアのLPSで誘

導される炎症性サイトカインの誘導を抑制

することを見出した。今後さらに脳低温療法

の効果の向上に寄与する方策を検討したい。 
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