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研究成果の概要（和文）：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。AQP4 の Knockdown は vector を完成させたものの、transfection 効率

が十分よい条件を得るにはいたっていない。その解決策として、レンチウイルスを用いる方法

を現在模索中である。 

 
研究成果の概要（英文）：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.  We 
constructed vector of knockdown for AQP4, however, we could not obtain efficacy of 
knockdown for AQP4 using our constructed vectors.  We tried a new method using lentiviral 
vectors 
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１．研究開始当初の背景 

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、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。脳浮腫の発生機構については、
多くの研究がなされているが、いまだ十分

に解明されたとは言えない。申請者らは水
チャンネルであるアクアポリン(AQP)と脳
浮腫との関連について注目し研究を進め
てきた。中枢神経系においてアストロサイ
トに主に存在している AQP が、脳浮腫の発
生あるいは治癒に関与するとした報告は、
申請者らの研究も含め数報あるものの、脳
低温による脳浮腫軽減効果の機序をAQP機
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能に求めた報告は申請者らの論文のみで
ある。 
 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。 
 また我々は循環不全時に認められる乳
酸アシドーシスの条件下で AQP4 の蛋白発
現が増加しそれが AQP4 分解過程の異常で
ある可能性を見出している(Morishima et 
al. Nurosci. Res.61:18-26,2008)。 
 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、その細胞に AQP の遺伝子の一
部を変化させた mutant 遺伝子を導入した
時に 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やび乳酸
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。これらの結果を
総合し、アストロサイトに発現する AQP の
発現変化、機能変化が、脳浮腫の発生およ
び治療にどのように関わっているかを明
らかにし、AQP 発現機能調節を主眼におい
た脳浮腫発生、治療機構の解明を目指す。
その効果機序の点より、それに相乗効果の
ある薬剤を見出し、併用の効果の可能性を
模索する。 

 
 
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 
 RNAi を用いて、アストロサイトに強く発
現し脳浮腫との関係が強く示唆されてい
る AQP4 knockdown の cell line を確立す
る。我々はすでに、transient に導入した
double-stranded RNA (dsRNA)による AQP4
の knockdown には成功したが、効率をさら
に高めるためレンチウイルスを用いた
transfecction に取り組んでいる。 
 
(2)AQP knockdown に 対 す る rescue 
experiments による AQP 蛋白の機能の確認 

  Rescue experimentsとして二つの方法を 

計画している。一つは、knockdownした cell 
line に正常の AQP cDNA を遺伝子導入するこ
とで、knockdown の phenotype（下記（3）で
観察）が wild-type に戻ることを確認する。
もう一つは、いろいろな mutation を導入し
た AQP4 の cDNA を遺伝子導入し、細胞の
phenotype や AQP の機能、局在を観察する。
Mutation の違いで、AQP の機能、局在に差が
出れば、AQP の分子内での部位別の機能解析
にもつながる。 

 
(3)低酸素負荷による AQP knockdown、
overexpression 細胞株の phenotype の確認 
申請者らは、これまでに低酸素負荷時にお

ける wild-type アストロサイトの形態変化、
培養液中の pH、PO2、PCO2、base excess（BE）、
lactate、glucose の変化を調べ報告した。本
実 験 で は 、 AQP knockdown お よ び
overexpression の cell line に同様の低酸素
負荷を行った場合、細胞形態や培養液中の指
標がどのように変化するかを観察し、AQP の
細胞機能における役割を調べる。 
 

 
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  

RNAiを用いて、アストロサイトに発現し、
脳浮腫との関係が強く示唆されているAQP4を
knockdownした、アストロサイトのcell line
を確立する。  
 
(2)AQP overexpression 細胞株の確立  

上記(1)で作製するAQP knockdown細胞株と
は逆に、AQP4をoverexpressionしたアストロ
サイトのcell lineを確立する。遺伝子発現に
は、CAG promoterを用い、IRES配列を挟んで
ピューロマイシン耐性遺伝子を発現する 
pCAG-IPベクターを用いる予定である。  
  
(3)AQP knockdown に 対 す る rescue 
experimentsを利用したAQP蛋白の役割の確認  
AQPをknockdownしたアストロサイトに、正

常のAQP4 cDNAの遺伝子導入することで、
knockdownによって生じた細胞のphenotypeが
wild-typeに戻ることを確認する。これは、
knockdownした目的の蛋白以外の蛋白に、
knockdownの影響がないことの確認にもなる。
但し、ラットのcDNAと全く同じ配列のcDNAを
含んだベクターを導入すると、このcDNAから
転写されたmRNAもRNAiにより阻害される可能
性が高く、アミノ酸配列に影響が出ない範囲
で塩基配列を変化させることによってRNAiに
よる影響を回避することを予定している。う
まくいかない場合は、同じAQPでも塩基配列の
一部異なるcDNAを用いて発現ベクターを構築
し、同様に実験を行う予定である。  



 

 

 
 
４．研究成果 
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。また、hAPQ4-M23 に関し
ては、permanent cell line を完成させた。
AQP4 の Knockdown は vector を完成させたも
のの、transfection 効率が十分よい条件を得
るにはいたっていない。レンチウイルスを用
いる方法を現在模索中である。 

RNA interference による knockdown が確認
されている配列をもとに、shRNA を発現する
construct を作成したうえ、vector に導入し
た。アストロサイトに trasnfection する方
法として、リポフェクション(Trans-IT 
Neural)を使用した。Transfection 効率を視
覚的に確認できる GFP つきの vector の挿入
で、視覚的に約 20％程度の transfection 効
率であることを確認した。ただ RNAi 効果を
得る効率は、まだ 10％程度にとどまった。試
行錯誤の結果、現段階ではこれ以上効率をあ
げることは難しいと考えられた。その解決策
として、transfection 効率を上げるためレン
チウイルスを使用した vector の作製を進め
ている。 
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
ット星状膠細胞である C6 の作成を試みた。
可 視 化 の た め Venus を 挿 入 し た
pCAGIPuro-hAQP4-Venus vector を M1 および
M23 それぞれ作成し、ラット星状膠細胞であ
る C6 に、Lipofectamine2000 を用いて形質導
入した。蛍光顕微鏡で蛋白発現を確認し、ウ
エスタンブロッティングでも発現を確認し
た。また、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。現在、hAPQ4-M1 の
permanent cell line の作成に取り組んでい
る。 

また、現在作成してある GFP つき vector
で、実際の低温における脳浮腫効果の解明を
始めている。さらに、AQP4 を発現する適当な
cell line を探し、現在作成されている
construct の入った vector を使用して、AQP4
を knockdown できている cell line の確立を
試みている。Cell line が確立できれば低温
などの条件を付加して、低酸素に対する予防
を行う予定である。  
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