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研究成果の概要（和文）：水中毒は水の過剰な貯留により脳浮腫などの致命的な合併症の原因となる。本研究の
目的は水中毒におけるサイトカイン・ケモカインを指標とする分子法医診断基準の確立である。今回IFN-γと
CX3CR1を介したシグナルが脳浮腫に対して保護的に機能することが明らかになったが、その分子機構については
明らかに出来なかった。しかしながら水中毒においてaquaporin1、4の脈絡叢での遺伝子発現が著明変化するこ
とを見出し、aquaporin1/4比が水中毒による死亡の新しい指標となる可能性が示された。両遺伝子欠損マウスの
フェノタイプは明確であるので、今後も継続して両分子の脳浮腫保護の機構を探っていく予定である。

研究成果の概要（英文）：Water intoxication causes excessive intracellular water retention and 
develops crucial complication such as brain edema. The aim of the present study is to establish the 
diagnostic criteria related to cytokines and chemokines for water intoxication in molecular forensic
 medicine. In this study, it was clarified that the signal mediated by IFN-γ and CX3CR1 functions 
protectively against cerebral edema, but its molecular mechanism has not been clarified. However, we
 found that gene expression in the choroid plexus of aquaporin 1 and 4, water channels, was 
significantly altered in water intoxication, which suggests that the aquaporin 1/4 ratio may be a 
new indicator of water intoxication death. Since the phenotypes of both gene-deficient mice are 
clear, we plan to continue exploring the molecular mechanism of protection of cerebral edema by both
 molecules.

研究分野： neurosurgery
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
水中毒に関連する分子レベルでの法医診断基準の確立は急務であると考えられている。水中毒による脳浮腫に対
してIFN-γ、CX3CR1を介したシグナルが保護的に機能し水チャネルの遺伝子発現の変化が死亡率に影響を及ぼす
ことを解明した本研究は、法医学実務に応用が効く知見を提供したと考えられる。脳内での水チャネルを制御す
る機構は解明されていない点が多く、脳浮腫制御に関連するサイトカインを同定できた学術的意義は少なくな
い。また、脳浮腫の発生機序に関連するサイトカイン、ケモカインの病態生理学的役割を解明することは、脳浮
腫の分子標的治療にも応用できる可能性を秘めており臨床医学分野への貢献も期待できるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景 
水中毒は細胞内に水分の異常な貯留を引き起こし脳浮腫などの致命的な合併

症の原因となる。本疾患は法医解剖においてもしばしば遭遇するものであり、そ

の診断の根拠となりうる客観的な指標を確立することは重要な課題であると考

えられる。そこで本研究では、まず水中毒モデルを各種 Knock-out マウスで作成

することにより、水中毒による脳浮腫の発生に密接に関連するサイトカイン・ケ

モカインを同定、解明することを目指した。動物実験の結果をもとに脳浮腫の発

生機序に関与するサイトカイン・ケモカインを同定、解明し、法医学実務への応

用を目指すことを本研究の最終目的とした。 

従来から脳浮腫は2つの古典的な分類、すなわち脳血管壁の透過性亢進のため、

細胞外組織間隙へ血清蛋白を含む血清成分の透過を認める vasogenic type と細

胞障害のため細胞膜の浸透圧調整機構の homeostasis が崩壊し、細胞内に水分

の異常な貯留が起こる cytotoxic type の 2 つの分類が提唱されてきた。本研究

はサイトカイン・ケモカインに注目することにより分子レベルで脳浮腫制御シ

ステムを解明しようと試みたものである。Geoffrey T et al.(Nature Medicine 

159-163,2000)にて提唱された水中毒モデルマウスを参考に腫瘍壊死因子（TNF-

α）のレセプターである TNF-Rp55 KO マウスで作成し、予備的検討を行った。そ

の結果より、TNF-Rp55 KO マウスでは野生型マウスに比べて死亡率が有意に高い

ことから、脳内における TNF-α/TNF-Rp55 のシグナルが脳浮腫に対して保護的

役割を有している可能性を見出した。本実験結果を発展させて脳浮腫の発生機

序に関連するサイトカイン・ケモカインの病態生理学的役割の解明を研究テー

マとした。 

 

２．研究の目的 

水中毒のモデルマウスを作成することで、脳浮腫の発生機序を分子レベルで理

解することを目的とした。本研究はさらに各種 KO マウスを使うことにより脳浮

腫の発生に関与する各種サイトカイン・ケモカインを具体的に解明するもので

ある。脳浮腫の病態において、KO マウスを網羅的に用いて系統的に研究を推し

進めることによって、Key Player となるサイトカイン・ケモカインを見つけ出

すことで、脳浮腫におけるサイトカイン・ケモカインの発現様式を分子病態生理

学的に特徴付けることを試みた。さらに Key Player となるサイトカイン・ケモ

カインの遺伝子およびタンパク質の網羅的解析をすることにより、水中毒、脳浮

腫に関する診断のための新規分子指標が見い出されることが期待され、新たな

分子法医診断学の確立を目的とした。 

 

３．研究の方法 

8 週齢雄性、野生型(Balb/c, C57/BL/6)マウスと IFN-γKO(BALB/c)および

CX3CR1KO(C57BL/6)に対して、体重の１９％の DDAVP(0.4 ug/kg)を含む水を腹腔

内に投与して水中毒を誘起した。水投与後死亡率の測定および経時的に脳を採

取し脳浮腫率を算出した。またサンプル採取した脳を用いて分子生物学的免疫



学的解析として real time PCR 法、western blotting 法、免疫組織化学染色を

行い遺伝子発現、タンパク発現を解析し、水中毒の病態形成に関わる分子を検索

した。 

 

４．研究成果 

CX3CR1 ノックアウトマウスと IFN-γノックアウトマウスはいずれも野生型マ

ウスに比べて、2 時間後の死亡率は CX3CR1 ノックアウトマウス（p<0.0005）、

IFN-γノックアウトマウス（p<0.05）と有意に高いという結果を示し（図 1及び

図２）、IFN-γと CX3CR1 を介したシグナルが脳浮腫に対して保護的に機能する

ことが明らかであった。 

 

 

 

 

図１．C57/BL6 (野生型)および

CXCR1KO マウスの水投与 2時間後

までの生存曲線 

 

 

 

 

 

 

図２．Balb/c (野生型)およびIFN-

KO マウスの水投与 2 時間後まで

の生存曲線 

 

 

死亡の原因となる脳浮腫率（脳組織水分含有率）は CX3CR1 ノックアウトマウス

と IFN-γノックアウトマウスの両系統マウスで水投与後有意に上昇し、強い脳

浮腫を呈し、野生型とノックアウトマウスの両方で、強い昏睡を示した。しかし、 

 

 

 

 

 

 

 

図３．C57/BL6 (野生型)および CXCR1KO マウスの

無処理と水投与 40 分後のマウス脳の水含有率 
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図４．Balb/c (野生型)および IFN- KO マウスの

無処理と水投与 40 分後のマウス脳の水含有率 

 

両系統マウスにおいて野生型とノックアウトマウスの間に脳浮腫率の有意な差

を示さなかった（図３および図４）。従って、CX3CR1 ノックアウトマウスと IFN-

γノックアウトマウス両系統での野生型マウスとの著明な死亡率の差を脳浮腫

率では説明出来なかった。よって CX3CR1 および IFN-γの保護的機能は脳浮腫の

形成抑制を介してではなく、脳浮腫により誘起される二次的病因を抑制するも

のと考えられた。脳浮腫の形成に直接関与する分子として aquaporin 1(Aqp1)と

aquaporin 4(Aqp4)の遺伝子発現に対する水中毒の影響を CX3CR1 ノックアウト

マウスと野生型マウスの全脳を試料として解析すると、図５に示す様に脳組織

への水の浸透を抑制するためにコントロール群に比較して有意に発現が低下し

た。しかし、CX3CR1 ノックアウトマウスと野生型マウスの間で発現の有意な差

を認めたのはコントロールにおける Aqp1 の遺伝子発現のみであった。 

図 5．C57/BL6 (野生型)および CXCR1KO マウスの脳における Aqp1 と Aqp4 の遺伝子発現

に対する腹腔内水投与の影響 *, p<0.05; **, p<0.01 

 

一方、脈絡叢における Aqp1 および Aqp4 の発現は水中毒モデルではコントロー

ル群と比べて Aqp1 の遺伝子発現が水投与後 30 分で一過性に上昇し、60 分後に

はコントロールのレベルまで低下した。しかし、Aqp4 は水投与後コントロール

と比較して 30 分および 60 分後ともに有意に発現が低下していた（図６）。これ

らのことは水中毒において、脈絡叢の Aqp 遺伝子の発現を変化させて髄液量を

調整し脳浮腫の軽減を行っている可能性を示唆するものと思われる。しかし、こ

れらの変化は野生型マウスと CX3CR1 ノックアウトマウスでともに認められ、両

系統で有意な差を認めなかったことから、脈絡叢における Aqp1 および Aqp4 の

発現変化はCX3CR1ノックアウトマウスの高い死亡率と直接結びつかないものと

考えられた。 

本研究の法医実務への応用として、水中毒の新しい診断指標の候補として水中

毒モデルにおける脈絡叢での Aqp1 と Aqp4 の遺伝子発現量の比を解析した。 
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図６．C57/BL6 (野生型)および CXCR1KO マウスの脈絡叢における Aqp1 と Aqp4 の遺伝子

発現に対する腹腔内水投与の影響 *, p<0.05; **, p<0.01 

 

図７に示す様に Aqp1/Aqp4 ratio は水投与 30 分後でコントロール群、６０分群

に比較して有意に高く、少なくとも Aqp1/Aqp4 ratio が 20 より高い値を示すも

のは水中毒による死亡を強く示唆するものと思われた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７．水中毒モデルマウス(C57/BL6)の脈絡叢における Aqp1/Aqp4 ratio 

 

当初の目的である IFN-γおよび CX3CR1 の水中毒病態形成における意義の解明

には至っていないが、CX3CR1 ノックアウトマウスと IFN-γノックアウトマウス

は何れもそれぞれの野生型マウスとフェノタイプの相違は著明であることから、

今後も継続して死亡率の差を説明できる分子機構を探っていく予定である。 
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