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研究成果の概要（和文）：選択的水チャンネルであるaquaporin (AQP)-1は良性脳腫瘍では腫瘍細胞には発現せずに血
管に強く発現していました。腫瘍の中心に壊死を生じる悪性脳腫瘍とは逆の関係で、悪性脳腫瘍では血管内皮細胞が解
糖系による細胞性浮腫を緩和できないため血管新生が妨げられていると考えられました。良性脳腫瘍の培養細胞にAQP-
1を過剰発現させると細胞の増殖が著しく促進されました。しかし血管内皮細胞にはAQP-1が豊富に存在して細胞性浮腫
を緩和して血管新生を促進していると考えられました。AQP-1が薬物により抑制できれば、難治性の良性脳腫瘍に対す
る新たな治療となると考えられます。

研究成果の概要（英文）：A selective water channel, aquaporin (AQP), does not exist on tumor cells of 
benign brain tumors, but it is abundantly expressed on endothelial cells of vasculature of the tumors. 
This is the opposite relationship compared to malignant brain tumors, in which AQP-1 exist on tumor cells 
not on endothelial cells of vasculature. Malignant brain tumors have extensive necrosis in the core, 
which is attributed to the inhibition of angiogenesis due to glycolysis-induced cytotoxic edema. AQP-1 
over expressed cultured benign brain tumor cells facilitate cell growth aggressively. On the other hand, 
AQP-1 in endothelial cells relieve the glycolysis-induced cytotoxic edema effectively, leading to the 
angiogenesis. Consequently, if AQP-1 in the endothelial cells can be inhibited by some drugs, it would be 
novel treatment for intractable benign brain tumors.

研究分野： 脳神経外科
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１．研究開始当初の背景 
（ 1）細胞膜に存在する水チャンネル
（aquaporin; AQP）は細胞内の水分量を調節
するのみならず細胞の機能維持に作用する。
脳腫瘍、特に悪性脳腫瘍では筆者らの以前の
研究結果では、エネルギー源として細胞内に
取り込まれたグルコースによる解糖系の活
性化のために細胞内で二次的に産生された
水が AQP family 内での type 1（AQP-1）を介
して細胞外に排出される。 
 
（２）細胞外に排出された水は細胞膜外側に
存在する carbonic anhydraseIX, XII による
加水分解で酸性化され、さらに cathepsin B
の活性化を介して血管新生に寄与すること
が分かっている。悪性脳腫瘍における AQP-1
は血管新生を介することで腫瘍の浸潤に寄
与している（Hayashi Y, Neoplasia 2007）。 
 
（３）しかしながら悪性脳腫瘍においては、
腫瘍細胞に存在するAQP-1が腫瘍血管には存
在しない。それで血管内皮細胞が解糖系の亢
進により細胞性浮腫を生じるために、内皮細
胞が膨化して機能を徐々に失い、腫瘍細胞へ
のグルコースや酸素の供給能を喪失して腫
瘍の中心では広範な壊死を生じる。 
 
２．研究の目的 
（１）脳腫瘍の中でも間脳下垂体領域の腫瘍
は良性ではあるが、時に再発を生じたり、周
囲組織内に浸潤したりすることで難治性と
なる。ところがこれらの腫瘍の周囲は視神経、
下垂体–視床下部、内頚動脈など重要構造で
占めており摘出時に障害を生じると術後の
生活レベルに重篤な支障を起こしうる。 
 
（２）これらの良性腫瘍に関する免疫組織染
色による予備的な調査では、悪性脳腫瘍と異
なり腫瘍細胞自体にはAQPは存在しないが腫
瘍血管の内皮細胞自体にはAQPが豊富に存在
することが示唆されている。つまり、AQP の
存在という点においては、悪性脳腫瘍と良性
脳腫瘍は全く逆の関係にある。 
 
（３）Saadoun は AQP-1 null mice の脳内に
移植した腫瘍細胞内に進入した血管の新生
能が著しく障害され、移植された腫瘍にも内
部に広範な壊死巣を認めたと報告している。 
 
（４）良性脳腫瘍における腫瘍血管は AQP を
発現していることで解糖系によって生じる
細胞性浮腫を緩和することができるため、長
期的に安定した血流を腫瘍細胞に供給する
ことが可能である。従って、この腫瘍血管の
AQP を抑制することができれば血管が豊富と
なっている難治性腫瘍における血管新生の
抑制から細胞の増殖を抑制することができ
る可能性がある。正常脳血管には AQP は存在
しないため、その抑制は周囲脳組織の機能に
は影響を及ぼさないと考えられる。 

 
３．研究の方法 
（１）まず良性悪性を問わず当科における実
際の症例にて手術において摘出された脳腫
瘍内の血管内皮細胞および腫瘍細胞におけ
る AQP-1そして他の AQP family(0-13)の抗体
を用いた免疫組織染色により発現および局
在の screening を進めて、どの AQP members
が腫瘍細胞や血管内皮細胞に発現して、血管
新生に関与しているかを明らかにする。血管
における発現の局在確認としては CD34 を用
いたAQP-1との蛍光二重染色を行うものとす
る。良性脳腫瘍としては、下垂体腺腫、頭蓋
咽頭腫、髄膜腫、脊索腫、悪性脳腫瘍として
は、悪性グリオーマを用いて調べる。 
 
（２）悪性脳腫瘍として神経膠芽腫（WHO 分
類 grade 4）の細胞株を、また良性腫瘍とし
ては下垂体腺腫（WHO 分類 grade 1）の細胞
株を各々種類用いた培養系を確立して in 
vitro の実験を行うものとする。まず AQP-1 
plasmid を作成して、それを神経膠芽腫と下
垂体腺腫の各々の細胞株の核内に transfect
する。subcloning の段階で AQP-1 発現レベル
の異なる細胞株においてウエスタンブロッ
テイングを用いて蛋白量を確認しながら作
成する。また血管内皮細胞株もヒト脳血管内
皮細胞とコントロールとしてヒト臍帯静脈
内皮細胞を用いて共存培養を行う。これらの
細胞株の培養条件に関しては筆者の以前の
実験系に依る（Hayashi Y, Glia 1997; 13-26）。 
 
（３）摘出標本および細胞株内における解糖
系の活性度を評価する。まずは各標本におい
て腫瘍細胞における解糖系の最終反応触媒
酵 素 で あ る 乳 酸 脱 水 素 酵 素 （ Lactate 
dehydrogenase, LDH）の抗体を用いた免疫組
織染色と上記の神経膠芽腫と下垂体腺腫の
各々の細胞株におけるLDHと解糖系の最終産
物である乳酸の測定を施行する。ここでは、
細胞株における腫瘍内乳酸と LDH が高値で、
摘出標本の免疫組織染色において血管周囲
の腫瘍細胞が LDH 陽性であれば、好気性解糖
系が活発であると判断する。 
 
（４）上記の AQP-1 を骨なる発現量にて過剰
発現させた神経膠芽腫と下垂体腺腫の各々
の細胞株を確立した後に、それらの細胞増殖
を培地液体内に glucose を過剰投与した、つ
まり細胞内の解糖系を活性化させて細胞内
浮腫を誘導した条件、または glucose を取り
除いた条件下にて行い wild type と比較を行
いAQP-1が実際に機能しているかを確認する。 
 
（５）siRNA の作成とその腫瘍細胞増殖抑制
効果の検証を行う。AQP-1 sequence より
siRNA を作成、上記の神経膠芽腫と下垂体腺
腫の各々の細胞株に siRNA を transfect して
mRNA および蛋白が十分に抑制されている場
合にその増殖が抑制されることを確認する。 
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（３）摘出標本および細胞株内の解糖系の活
性化の評価
 手術によって摘出された脳腫瘍の標本に
おいて
行した。
免疫組織染色では全症例において腫瘍血管
とその周囲の腫瘍細胞において
陽性所見が認められた。
る LDH
に一致していることが蛍光二重染色法によ
って確認された。同時に血管内皮細胞には
LDH のみの発現しか認められないことも、明
確に確認された。これにより
で示された腫瘍細胞内の解糖系の活性化に
より生じる細胞性浮腫の緩和のために
を多量に発現していることが分かった。
 また（１）で述べたように腫瘍血管におけ
る解糖系の活性化にも関わらず、
時に発現されていないことは細胞自体の機
能維持という観点からはこれらが内皮細胞
のみに存在していないことは解釈が難しい
が、血管内皮細胞は細胞性浮腫のみが増加し
て、その形状は膨化変形して
proliferation
挙げられるまでになっている。これによる血
管の機能障害は、悪性脳腫瘍、とくに
芽腫の内部における広範な壊死の原因と考
えられる。しかし、この
また抑制
新たな実験結果を待たねばならない。
 良性脳腫瘍の摘出標本における
組織染色も同様に
は腫瘍血管のみに認められた。しかし、その
陽性の程度は悪性脳腫瘍のものに比べると
やや弱いものであった。
腫瘍細胞には殆どその陽性所見は認められ
なかったが、再発後の手術によって摘出され
たもの、浸潤性に周囲組織に向かって進展し
ている腫瘍と正常組織との部位の腫瘍内で
は陽性に認められるものも存在していた。
 上述した細胞株内における
した。
蛋白値で除した値となるため相対値となる
が、神経
値は通常の培養条件内における値は多量で
はないものの、培地内のグルコース量を
倍にまで増加させて解糖系を活性化すると、
LDH 量も増加することが示された。またさら
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陽性の程度は悪性脳腫瘍のものに比べると
やや弱いものであった。また腫瘍血管周囲の
腫瘍細胞には殆どその陽性所見は認められ
なかったが、再発後の手術によって摘出され
たもの、浸潤性に周囲組織に向かって進展し
ている腫瘍と正常組織との部位の腫瘍内で
は陽性に認められるものも存在していた。
上述した細胞株内における

測定値は吸光度測定値を腫瘍細胞
蛋白値で除した値となるため相対値となる

細胞株においても、
通常の培養条件内における値は多量で

はないものの、培地内のグルコース量を
倍にまで増加させて解糖系を活性化すると、

量も増加することが示された。またさら

（３）摘出標本および細胞株内の解糖系の活

手術によって摘出された脳腫瘍の標本に
の抗体を用いた免疫組織染色を施

の手術摘出標本における
免疫組織染色では全症例において腫瘍血管
とその周囲の腫瘍細胞において非常に強い

この腫瘍細胞におけ
の陽性所見と完全

に一致していることが蛍光二重染色法によ
って確認された。同時に血管内皮細胞には

のみの発現しか認められないことも、明
確に確認された。これにより LDH の陽性所見
で示された腫瘍細胞内の解糖系の活性化に
より生じる細胞性浮腫の緩和のために AQP
を多量に発現していることが分かった。 
また（１）で述べたように腫瘍血管におけ

る解糖系の活性化にも関わらず、AQP-1 が同
時に発現されていないことは細胞自体の機
能維持という観点からはこれらが内皮細胞
のみに存在していないことは解釈が難しい
が、血管内皮細胞は細胞性浮腫のみが増加し
て、その形状は膨化変形して endothelial 

と呼ばれる特徴の１つとして
挙げられるまでになっている。これによる血
管の機能障害は、悪性脳腫瘍、とくに神経

の内部における広範な壊死の原因と考
が発現しない、
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上述した細胞株内におけるLDH測定を施行
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ることでさらに
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すると、その結果も同様であり、これらの負
荷が実際に解糖系を活性化していることが
示された。上記の結果
上述の下垂体腺腫細胞株における
施行したがこれは
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も通常条件に比べて十分な差異は検出でき
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（５）
 AQP
て、上記の
transfect
ている
施行である。腫瘍より抽出した蛋白によりウ
エスタンブロッテイング法を施行して
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も通常条件に比べて十分な差異は検出でき
なかった。これは上記の免疫組織染色の結果
に合致するものと考えられた。

（４）AQP-1 過剰発現細胞株におけるグルコ
ース負荷による細胞増殖
（２）で述べたように通常の培養条件下に

おいては神経膠芽腫
過剰発現させた細胞株は
てその増殖には明らかな差異を
た。また神経膠芽腫
培地内のグルコース
して過剰に解糖系を活性化させると
を増加させて細胞性
能を保とうとするもののその増殖はグルコ
ース濃度に依存してかなり抑制される。しか
しながらAQP-1
wild type と比較して細胞増殖の程度が有意
に軽度であることが示された。これは腫瘍細
胞内の細胞性浮腫がすでにある
て細胞外に排出されたため、かなり緩和され
たためであると考えられた。

下垂体腺腫細胞株においては通常の培養
条件下においては（２）で述べられたように
wild type と有意な差を持って多く増殖して
いることが示された。

wild type においても培地内のグルコース
濃度を2-5倍にまで増量して過剰に解糖系を
活性化させると
めか細胞の増殖はやはりグルコース濃度
依存してかなり抑制される。
を過剰発現させた細胞株では、
比較して細胞増殖の程度が有意によくせい
されていることが示された。しかし、その抑
制の程度は神経
度であった。これも
に腫瘍細胞内の細胞性浮腫がすでにある
AQP-1 を介して細胞外に排出されたため、か
なり緩和されたためであると考えられたが、
もともとの下垂体腺腫細胞株における解糖
系が神経膠芽腫
ルコース過剰投与による抑制の程度が軽度
に留まったものと考えられた。

（５）siRNA による腫瘍細胞増殖抑制
AQP-1 sequence
、上記の神経

transfect して
ていることを確認した。下垂体腺腫細胞は未
施行である。腫瘍より抽出した蛋白によりウ
エスタンブロッテイング法を施行して

にそこに低酸素も負荷して嫌気性代謝とす
ることでさらにLDH量が増加することが示さ
れた。これは細胞内や培地内の乳酸量を測定
すると、その結果も同様であり、これらの負
荷が実際に解糖系を活性化していることが
示された。上記の結果を比較の対象として、
上述の下垂体腺腫細胞株における
施行したがこれは神経膠芽腫
自体が非常に微量であり、グルコース負荷で
も通常条件に比べて十分な差異は検出でき
なかった。これは上記の免疫組織染色の結果
に合致するものと考えられた。

過剰発現細胞株におけるグルコ
ース負荷による細胞増殖 
（２）で述べたように通常の培養条件下に

膠芽腫の細胞株では
過剰発現させた細胞株は wild type
てその増殖には明らかな差異を

膠芽腫細胞株の
培地内のグルコース濃度を
して過剰に解糖系を活性化させると
を増加させて細胞性浮腫を緩和させて増殖
能を保とうとするもののその増殖はグルコ

に依存してかなり抑制される。しか
1を過剰発現させた細胞株では、

と比較して細胞増殖の程度が有意
に軽度であることが示された。これは腫瘍細
胞内の細胞性浮腫がすでにある
て細胞外に排出されたため、かなり緩和され
たためであると考えられた。

下垂体腺腫細胞株においては通常の培養
条件下においては（２）で述べられたように

と有意な差を持って多く増殖して
いることが示された。この下垂体腺腫細胞株

においても培地内のグルコース
倍にまで増量して過剰に解糖系を

活性化させるとAQP-1の増加が十分でないた
めか細胞の増殖はやはりグルコース濃度
依存してかなり抑制される。
を過剰発現させた細胞株では、
比較して細胞増殖の程度が有意によくせい
されていることが示された。しかし、その抑

神経膠芽腫の細胞株に比べて軽
度であった。これも神経膠芽腫
に腫瘍細胞内の細胞性浮腫がすでにある

を介して細胞外に排出されたため、か
なり緩和されたためであると考えられたが、
もともとの下垂体腺腫細胞株における解糖

膠芽腫ほど活発ではないために、グ
ルコース過剰投与による抑制の程度が軽度
に留まったものと考えられた。

による腫瘍細胞増殖抑制
sequence より siRNA

神経膠芽腫の細胞株に
して AQP-1 蛋白が十分に抑制され

ことを確認した。下垂体腺腫細胞は未
施行である。腫瘍より抽出した蛋白によりウ
エスタンブロッテイング法を施行して

にそこに低酸素も負荷して嫌気性代謝とす
量が増加することが示さ

れた。これは細胞内や培地内の乳酸量を測定
すると、その結果も同様であり、これらの負
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膠芽腫に比べて測定
自体が非常に微量であり、グルコース負荷で
も通常条件に比べて十分な差異は検出でき
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に合致するものと考えられた。 
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て細胞外に排出されたため、かなり緩和され
たためであると考えられた。 
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膠芽腫の結果と同様

に腫瘍細胞内の細胞性浮腫がすでにある
を介して細胞外に排出されたため、か

なり緩和されたためであると考えられたが、
もともとの下垂体腺腫細胞株における解糖

ほど活発ではないために、グ
ルコース過剰投与による抑制の程度が軽度
に留まったものと考えられた。 

による腫瘍細胞増殖抑制の検証
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すると、その結果も同様であり、これらの負
荷が実際に解糖系を活性化していることが

を比較の対象として、
測定を

に比べて測定
自体が非常に微量であり、グルコース負荷で
も通常条件に比べて十分な差異は検出でき
なかった。これは上記の免疫組織染色の結果
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種類作成し
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蛋白が十分に抑制され
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の蛋白発現量が2種類のsiRNAにより83-88%
抑制されることを確認した。そのうえでまず
通常の培地内での培養においては、細胞の増
殖は wild type と AQP-1 抑制細胞株では有意
差は認められなかった。これは神経膠芽腫の
細胞株の増殖能がAQP-1抑制による機能抑制
を上回ったためとも考えられ、83-88%程度の
抑制効果では不十分であったのかもしれな
い。さらにこちらの系においても、培地内の
グルコース濃度を2-5倍にまで増加させて解
糖系を活性化させてみたところ、こちらでは
有意に細胞の増殖が抑制された。しかし、こ
の効果はsiRNAが作用している期間の一時的
なものであった。こちらでは細胞性浮腫が増
加して、AQP-1 を増加する必要が細胞機能維
持において必要となった際にAQP-1が抑制さ
れていただめ、その抑制効果が非常に強く発
揮されたものと考えられた。 
 上述したように下垂体腺腫株においては
このsiRNA抑制による細胞の増殖抑制効果の
検証は未施行である。しかしもともとこれら
の細胞株における腫瘍細胞では解糖系の活
性化が活発ではなく、AQP-1 の発現も認めら
れないために増殖の抑制効果は殆ど認めら
れない結果となることが推測される。 
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