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研究成果の概要：水チャネルであるアクアポリン（AQP）は、赤血球において水を特異的に通過

させるチャネルである。脳には AQP4 が豊富に発現しており、AQP4 が脳浮腫に深く関与してい

る可能性が示唆されている。本研究により、アストロサイトにおいて RIL（reversion-induced 

LIM）が AQP4 と結合し、AQP4 の細胞内分布や機能を調節している可能性がある。新規脳浮腫治

療法への応用が期待できる。 
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１．研究開始当初の背景 

水チャネルであるアクアポリン（AQP）は、

赤血球において水を特異的に通過させるチ

ャネルとして1990年初期に発見された。ほ

乳類ではAQP0からAQP12の13種類が同定さ

れており、様々な臓器に発現し、水の移動

の調節、細胞容積の調節、ホルモンの分泌

などに関与している。申請者は、脳におい

て多種類のAQPが発現し、特にアストロサイ

ト（星状細胞：Ast）にはAQP3、AQP4、AQP5、

AQP8、AQP9が発現していることを報告し、

脳においてAQPは水の移動だけでなく、様々

な機能を持っている可能性を見出していた

（Yamamoto et al.: Mol Brain Res, 2001）。    

一方、脳浮腫は頭部外傷、脳血管障害、

脳腫瘍など様々な病態に随伴して発症し、

しばしば致命的となる。その病態は、Astの

膨化（水の移動による）とそれに伴う二次
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的神経細胞死と考えられている。しかし、

その発生機序は十分には解明されていなか

った。 

 当時、いくつかの報告や申請者の研究によ

り、AQP が脳浮腫に深く関与している可能性

が示唆されていた。浮腫発生初期には、AQP

の機能異常は脳浮腫の発生や進行に関与し

ていると考えられるが、AQP の機能異常を引

き起こす機序は不明であった。当初、申請者

はタンパク質−タンパク質結合を行う分子

RIL（reversion-induced LIM）が AQP4 と結

合し、AQP4 の細胞内分布や機能を調節してい

る可能性を発見しており、RIL が細胞内にお

ける AQP4 の位置決めや膜への固定に役立っ

ている可能性を見出していた。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、まず、脳における RIL の発現

を確認し、脳における分布を詳細に検討する。

次に、RIL と AQP4 とが特異的に結合すること

を明らかにする。また、AQP4 と RIL との結合

を詳細に検討し、AQP4 の機能調節に RIL が果

たす役割を明らかにする。さらに、AQP4 の発

現を調節することにより新しい脳浮腫治療

法の開発を目指す。 

 

 

３．研究の方法 

(1)ウエスタンブロッティング 
P1 ラット脳の培養アストロサイトと、メス

成体 Wistar ラット脳を組織サンプルとして

使用。一次抗体は、ウサギ抗 AQP4 抗体、ヤ

ギ抗 RIL 抗体、マウス抗 GFAP 抗体を使用。 

(2)免疫染色 

免疫染色に 4 週齢のオス Wistar ラットを

使用。3%PFA で灌流固定後に組織を摘出し、

OCT compound 包埋。凍結切片を作成して免疫

染色に使用。切片を洗浄後 2%BSA でブロッキ

ングし RIL 抗体を反応させる。4℃で一晩イ

ンキュベート後に二次抗体を反応させ、洗浄

後に続けて AQP4 または GFAP で多重染色を行

う。最後に DAPI で核染色し封入。蛍光顕微

鏡で観察。 

 

 

４．研究成果 

(1)脳、特にアストロサイトにおける RIL の

発現 

 ラット全脳と培養アストロサイトに対し

RIL 抗体を用いてウエスタンブロッティング

を行った結果、RIL 分子量である 37kDa のバ

ンドが得られた。この結果から、RIL 抗体の

特異性と、脳、特にアストロサイトでの RIL

タンパクの存在が示された。 

 アストロサイトにおける RILの発現の報告

はこれまでに存在しない。 

(2)脳における RIL の発現分布 

次にラット中枢神経系において、免疫染色

法で RIL タンパクの局在を検討した。大脳で

は上衣細胞とアストロサイトで RIL陽性であ

った。小脳ではプルキンエ細胞と顆粒層の細

胞で RIL 陽性であった。脳幹では、RIL は第

四脳室周囲の上衣細胞で強発現しており、血

管にも発現が認められた。一部の神経細胞で

RIL は強く発現していたが、この部位のアス

トロサイトにはほとんど発現がみられなか

った。脊髄では RIL は中心管周囲の上衣細胞

で強く発現していた。アストロサイトも RIL

陽性であった。 

ある種の神経細胞には RIL mRNA が存在す

ることが知られているが、その発現レベルは

細胞間で一定である。しかし本実験結果では、

個々のプルキンエ細胞間で RILタンパクの発

現レベルが異なっていた。これは mRNA レベ

ルとタンパクレベルでの発現制御メカニズ

ムが異なるためかもしれない。またこのよう

な神経細胞間の RIL タンパク発現の違いは、

神経細胞の機能ごとに異なる制御システム

が存在するためかもしれない。 

アストロサイトは RIL 陽性であったが、こ

の発現レベルはアストロサイトの存在部位

によって異なっていた。これについては今後

検討の余地がある。 

(3)AQP4 と RIL の共存 

AQP4 は血管周囲やグリア境界のアストロ

サイト終足に強く発現していた。RIL と AQP4

の共染色の結果、RIL は GFAP 陽性で AQP4 が

終足に強く発現しているタイプのアストロ

サイトの細胞質に存在していることが分か

った。視床では第三脳室周囲の上衣細胞で

RIL 陽性であった。AQP4 との共染色の結果、

RIL は第三脳室側壁周囲の血管に存在するが、

上方の壁周囲の血管にはほとんど存在しな

いことが分かった。 

RIL は PDZ domain を介した alpha-actinin

と結合することから、中枢神経系において細

胞骨格の調節に関与している可能性がある。

アストロサイトでは、AQP4 の発現がアクチン

によって制御されていることが知られてい

るため、RIL は AQP4 発現調節にも関与してい

る可能性がある。 

(4)今後の方向性 

RIL のノックアウトマウスは、現在作成準

備を進めているところであり、今後も継続し

ていく予定である。RIL の機能を破壊するこ



 

 

とにより、AQP4 の発現分布や機能がどのよう

に変化するかを検討する。 

RIL の発現を調節することにより、AQP4 の発

現と機能を調節できれば、新たな脳浮腫治療

方法の開発へのヒントになりうると考える。 
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