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研究成果の概要（和文）：脳浮腫の発症の機序は複雑であり、いまだ明確な回答はない。水チャネルであるアクアポリ
ン（AQP）のうちAQP4は、発症あるいは回復における重要性が示唆されている。一方、AQP9は脳内には軟膜、海馬、白
質などに存在し、詳細な検討によりアストロサイトに比較的発現していることがわかった。培養アストロサイトにおけ
る発現は、P38PAMKとPKAを介して発現上昇、PKCを介して低下した。低酸素により、AQP9は低下し、再酸素しても発現
は低下した。ラット中大脳動脈結紮モデルにおいて脳のAQP9の発現は増加傾向であった。AQP9の発現調節機構が明らか
となったため、脳浮腫の治療標的になりうる。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of the development of brain edema is complex and it is not yet 
clear. AQP4, one of a water channel aquaporin (AQP), has been suggested the importance in the development 
or recovery. On the other hand, AQP9 exists in the brain; pia, hippocampus, white matter. It was found to 
be relatively expressed in astrocytes by detailed study. In cultured astrocytes, AQP9 expression was 
increased through the P38PAMK and PKA, was reduced through the PKC. Hypoxia, AQP9 decreases, expressed 
and re-oxygen decreased. Expression of AQP9 in the cerebral artery ligation model in rats was increased. 
Since the regulation mechanisms of AQP9 expression were revealed, it can be a therapeutic target in the 
brain edema.

研究分野：麻酔蘇生学
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１．研究開始当初の背景 
麻酔・集中治療領域において、脳障害にと

もなう脳浮腫はしばしば遭遇する病態であ

る。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、現存の治

療では調節ができず致命的となることも少

なくない。その病態は、アストロサイトの膨

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。しかし、その発

生機序は完全には解明されていないのが研

究開始当初および現在の状況である。近年の

報告や申請者グループの研究により、水チャ

ネルであるアクアポリン（AQP）が脳浮腫に

深く関与している可能性が示唆されている 

(Arima and Sobue et al., J Biol Chem, 2003、

Yamamoto and Sobue et al.: Mol Brain Res, 

2001)。 

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。現在までに、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

はこれまでに、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ており、脳において水

の移動に関与していることを報告してきた。

（Sobue et al.: Biochim Biophys Acta, 2000、

Yamamoto and Sobue et al.: Mol Brain Res, 

2001）。 

発現量が豊富な AQP4 は比較的研究が進ん

でおり、AQP4 ノックアウトマウス（AQP4-/-）

を用いた研究によると、AQP4-/-マウスでは

脳損傷後の脳浮腫の程度がより軽度である

ことが示されている（Manley et al.: Nature 

Med, 2000）。つまり、AQP4 は脳（特にアスト

ロサイト）への異常な水の流入を引き起こし、

脳浮腫の進行に関与することが明らかとな

っている。しかしながら、AQP4-/-マウスで

は脳損傷を与えない限り脳に大きな異常は

なく、他の AQP が機能を補完している可能性

が高い。この点から、脳浮腫の発症機序を説

明するためには、AQP4 だけでなく他の水チャ

ネルの関与も検討する必要がある。AQP4 に次

いで発現量が多いのは AQP9 であるが、研究

開始当初はその機能は十分には解明されて

いなかった。 

 
 
２．研究の目的 
本申請研究では、AQP9 の脳における発現や

機能を詳細に検討し、さらに脳損傷時の AQP9

の機能変化や脳浮腫発症への関与を検討す

ることを目的とした。これにより、脳浮腫発

症機序の完全なる解明と新規脳浮腫治療法

の開発へのヒントを得ることを目指した。 

当該研究の申告期間内の目標は、次の 4点

とした。 

①脳における AQP9 の発現分布の確認 

②脳における AQP9 の発現調節機構の解明 

③脳における AQP9 の機能解析 

④脳障害・脳浮腫発生時の AQP9 の機能解析 

 
 
３．研究の方法 
 
(1)脳における AQP9 の発現分布の確認 
脳におけるAQP9の詳細な発現分布を明

らかにすることを目的に行った。申請者の

研究室で作成した抗AQP9抗体を用いた組

織染色をラットの脳に対して行った。 

また、脳内に存在する神経細胞、アスト

ロサイト、ミクログリア、オリゴデンドロ

サイトを別々に培養し、AQP9についてRT-P

CRを定量的に施行した。 

 

(2)AQP9 の発現調節機構の解明 

AQP9 の発現調節機構を解明し、人為的発

現調節を今後可能とすることを目的に検

討を行った。代表的な細胞内情報伝達系

(PKC、PKA、p38 MAPK、ERK、JNK 等)や転写

因子（NF-κB）の阻害薬を使用し、AQP 発



現調節に中心的な役割を果たす細胞内情

報伝達系あるいは転写因子を見いだすこ

ととした。AQP9 の発現量は real time 

RT-PCR により、AQP9 蛋白質の発現量はウ

エスタンブロット法により検討した。 

 

(3)培養アストロサイトにおけるAQP9発現抑

制系の作成 

AQP9 の機能解析を後の実験で行うため

に、培養アストロサイトに AQP9 mRNA を阻

害する siRNA を遺伝子導入し、AQP9 の発現

を低下（AQP9 発現抑制系）させた培養細胞

株の構築を試みた。遺伝子導入する際の

RNAi（正確には short hairpin RNA: shRNA）

の設計は、siRNA(short interfering RNA)

の一時的な遺伝子導入の結果を検討し、効

率よくノックダウンできる塩基配列を決

定。決定した RNAi 配列を piGENE/mU6 ベク

ター（Clontech 社）に組み込み、ピューロ

マイシン耐性遺伝子を発現する pPUR ベク

ター（Clontech 社）を同時に遺伝子導入し

た。培養液にピューロマイシンを添加し、

ピューロマイシン耐性細胞を選択した。選

出した細胞株におけるAQP9発現の低下は、

抗 AQP9 抗体を用いたウエスタンブロット

法により確認した。 

 

(4)培養アストロサイトにおけるAQP9過剰発

現系の作成 

AQP9 の機能解析を後の実験で行うため

に、(3)とは逆に AQP9 を過剰発現したアス

トロサイト（Ast）の培養細胞株の構築を試

みた。AQP9 遺伝子発現には、CAG プロモー

ターを用い、IRES 配列をはさんでピューロ

マイシン耐性遺伝子を発現する pCAG-IP ベ

クターを使用する予定とした。 

 

(5)培養アストロサイトに障害を与えた際の

AQP9 の発現・機能変化 

脳浮腫発症時に AQP9 がどのように関与

するかを明らかにすることを目的に行っ

た。すでに確立できている培養アストロサ

イト低酸素・再酸素化モデル(Yamamoto and 

Sobue et al.: Mol Brain Res, 2001)を用

いて検討した。培養 Ast を大気コントロー

ルチャンバー内で低酸素に暴露し、再度大

気中へ戻すことによりモデルを作成し、

AQP9 の mRNA と蛋白質量を real time 

RT-PCR あるいはウエスタンブロット法に

より検討した。同時に、細胞数計測による

Ast の障害度の評価を行った。 

さらに、液体窒素による脳凍結損傷モデ

ルを作成し、同様に検討を行った。 

 

(6)各種ラット脳障害モデルにおけるAQP9の

発現・機能変化 

動物実験モデルにおいても AQP9 の脳浮

腫発症への関与を検討した。モデルは、ラ

ット脳凍結損傷モデルとラット中大脳動

脈結紮モデル（脳虚血・再還流）を作成し、

AQP9 の発現変化について抗 AQP9 抗体を用

いた免疫染色により詳細に検討した。 

 
 
４．研究成果 
 
(1)脳における AQP9 の発現分布の確認 
AQP9は脳内には軟膜、海馬、白質などに

存在した。培養細胞による詳細な検討では、

アストロサイトに比較的発現しているこ

とがわかった（Table1）。 

Table 1 脳におけるアクアポリンの発現 

 

 

(2)AQP9 の発現調節機構の解明 

AQP9 の発現調節機構を解明し、人為的発

現調節を今後可能とすることを目的に検



討を行った。培養アストロサイトにおける

発現は、高い浸透圧（マニトール）により

P38PAMK を介して AQP9 の発現が遺伝子レ

ベルと蛋白質レベルで増強することが確

認できた。また、dbcAMP により PKA を介し

て発現が上昇することが明らかとなった。

一方、TPA により PKC を介して遺伝子レベ

ルと蛋白質レベルで発現が低下した(Fig. 

1)。 

 
Fig.1 TPA による培養アストロサイトにおけ

るアクアポリンファミリーの変化 

AQP4 と AQP9 は、TPA により PKC を介して発

現が増強した。 

 

(3)培養アストロサイトにおけるAQP9発現抑

制系の作成 

AQP9 の機能解析を後の実験で行うため

に、培養アストロサイトに AQP9 mRNA を阻

害する siRNA を遺伝子導入し、AQP9 の発現

を低下（AQP9 発現抑制系）させた培養細胞

株の構築を試みた。しかしながら、効率の

よい遺伝子配列と導入条件を検討するに

とどまった。 

 

(4)培養アストロサイトにおけるAQP9過剰発

現系の作成 

AQP9 の機能解析を後の実験で行うため

に、(3)とは逆に AQP9 を過剰発現したアス

トロサイト（Ast）の培養細胞株の構築を試

みた。しかしながら、効率のよい遺伝子配

列と導入条件を検討するにとどまった。 

 

(5)培養アストロサイトに障害を与えた際の

AQP9 の発現・機能変化 

脳浮腫発症時に AQP9 がどのように関与

するかを明らかにすることを目的に行っ

た。培養アストロサイトに低酸素・再酸素

化モデル(Yamamoto and Sobue et al.: Mol 

Brain Res, 2001)を行ったところ、低酸素

により AQP9 発現は低下し、再酸素しても

発現は低下し続けた。 

 

(6)各種ラット脳障害モデルにおけるAQP9の

発現・機能変化 

動物実験モデルにおいてもAQP9の脳浮腫

発症への関与を検討した。モデルは、ラッ

ト脳凍結損傷モデルとラット中大脳動脈結

紮モデル（脳虚血・再還流）を作成し、AQP9

の発現変化について抗AQP9抗体を用いた免

疫染色により詳細に検討した。 

ラット中大脳動脈結紮モデルにおいて脳

の AQP9 の発現は増加傾向であった。また、

ラット脳凍結損傷モデルでは、損傷直後に

発現は一時的に低下するが、その後長期的

に高発現が持続することが明らかとなった。 

 

 

Fig.2 脳凍結損傷モデルにおけるアクアポ

リン蛋白質の発現変化 

AQP9 蛋白質は損傷直後は発現が低下し、その

後長期間にわたって高発現が持続する。 



以上の結果から、AQP9 は脳浮腫の発現ある

いは治癒過程に重要な役割を果たしている

可能性が示唆された。今後、更なる機能解析

を行い、脳浮腫の治療の標的分子となるかど

うかを見極める必要がある。 
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