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研究成果の概要（和文）：エタノールによる脳挫傷後脳浮腫の悪化は、アクアポリン４(AQP4)の発現増大が主な原因で
ある。AQP4はNaチャンネルと共役、調整されることが知られている。本研究では、ラット初代培養アストロサイトを使
用し、低Na及び高Naあるいはエタノール負荷下において、Na及びエタノールのAQP4発現に及ぼす影響を検討し、脳浮腫
の機序解明を目指した。低NaはアストロサイトにおけるAQP4発現を増大させるが、NKCC1をノックダウンさせると増大
が抑えられた。このことから、Na異常による脳浮腫の形成につながるAQP4発現変化はAQP4とNaチャンネルとの関連性が
関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is well known that ethanol has the bad effect on traumatic brain injury, which 
is due to the increase of aquaporin-4 (AQP4) expression. AQP4 has the interaction between ion channel 
(sodium channel). In this study, to elucidate the effect of sodium ion and ethanol on brain edema, rat 
primary astrocytes were incubated in hypo- or hyper-sodium and ethanol condition. Hypo-sodium increased 
AQP4 expression, however, siNKCC1 inhibited that AQP4 increasing. From these findings, AQP4 expression, 
which is related to sodium ion-induced brain edema, may be related to changing between AQP4 and sodium 
channel.

研究分野：法医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 法医実務において，頭部外傷を受傷した事
例の約 50%に中等度から高等度のアルコール
摂取が認められている．また、血中のエタノ
ール濃度が高ければ高いほど重症化するこ
とが知られている。その原因としては、酩酊
による重症化，凝固系の変化による止血困難，
アルコールそのものによる脳挫傷の重症化
などが考えられているが、一定の結論は得ら
れていない。脳挫傷後に生じる脳浮腫は重大
な合併症であり、神経学的な予後不良因子で
あり 2)、これらが関与している可能性がある。
私たちは、ラット脳挫傷モデルにより、エタ
ノールを前投与し、脳挫傷後に生じてくる脳
浮腫が増大することにより死亡率が増加す
る こ と を 示 し た （ Katada et al. J. 
Neurotrauma, 2009）。その脳浮腫の形成にお
い て 、 水 チ ャ ン ネ ル の 一 つ で あ る
aquaporin-4 (AQP4)が関与することが知られ
ており、われわれのこれまでの研究により、
AQP4 の発現が、エタノール投与における脳挫
傷後 24 時間で有意に上昇していた（Katada 
et al. Am J Pathol, 2012）。AQP4 は電解質
異常、特にナトリウム(Na)濃度が低下した際、
AQP4 の発現が上昇するという報告があり、血
中における Na 濃度は、エタノール投与にお
ける脳挫傷後24時間で有意に低下していた。
さらに私たちは、法医実務において、淡水溺
水（著明な低 Na 血症を来す）事例において、
脳 AQP4 の発現が上昇することを見出した
(Katada et al. Forensic Sci Int, revised)。
脳浮腫をはじめとした浮腫には、種々のイオ
ンチャンネルが関与していることが知られ
ている。AQP4 はイオンチャンネル等と共役し
ていることがわかっており、Na-K ATPase、
metabotropic glutamate receptor 5 
(mGluR5) 、 Na+-K+-2Cl- cotransporter-1 
(NKCC1) 、 inward rectifier K+-channel 
(Kir4.1)、Ca イオンの細胞内取り込みに関与
す る transient receptor potential 
vanilloid 4 (TRPV4) 、 P2 purinergic 
receptor などが報告されている。また AQP4
と NKCC1 の共通のアンカー蛋白として
alpha-syntrophin が知られている。これらの
ことから、エタノール投与における脳挫傷後
脳浮腫の増悪に AQP4 が関与し、その発現上
昇を来す機序として血中の Na 濃度をはじめ
とした電解質異常およびイオンチャンネル
が関与する可能性が示唆される。また溺水事
例では Na 濃度異常をはじめとした電解質異
常を生じ脳浮腫を来す。そこで本研究では、
AQP4 発現・細胞膨化に及ぼすエタノール・Na
の AQP4 に及ぼす影響を細胞実験により検討
し、脳浮腫形成の機序に迫る。 
 
２．研究の目的 
エタノール存在下で脳挫傷を受傷すると、
細胞膜に発現しているイオンチャンネルが
活性化・AQP4 発現の上昇を来し、細胞性脳浮
腫を来す。また、脳浮腫を来す脳症について
も同様もしくはそれに近い機序が働くと予

想されるため、以下の点に関し細胞実験での
検討を行った。 
(1). 正常培地での初代培養アストロサイ
トにおける AQP4、Na チャンネルタン
パク発現程度。 

(2). 低 Na 培地および高 Na 培地、エタノー
ル暴露環境でのアストロサイトにお
けるAQP4およびNaチャンネルのタン
パク発現程度の変化。 

(3). AQP4およびNaチャンネルをターゲッ
トとした siRNA の設計および有効性
評価。 

 
３．研究の方法 
AQP4 は Na チャンネルと結合（共役）して
いる。われわれは、エタノール摂取により脳
挫傷後、脳 AQP4 発現の上昇、低 Na 血症を呈
し脳浮腫が増大する機序を明らかにするた
め、初代培養アストロサイトにおける AQP4
発現の程度、低 Na 環境での最適培地の検討
を行ってきた。初年度は、AQP4 の主要な発現
細胞であるアストロサイト使用した細胞実
験を行い、低 Na 環境およびエタノール環境
によるAQP4およびイオンチャンネル(NKCC1)
の発現の程度を以下の方法で検討した。 
既報に従って、幼若ラット(生後 2-4 日)か
らアスロトサイトを抽出し、牛血清を 10%含
んだ等張 MEM 培地（塩化ナトリウム: 680 mg
／dL）、低ナトリウム MEM 培地（塩化ナトリ
ウム: 410 mg／dL）および高ナトリウム MEM
培地（塩化ナトリウム: 950 mg／dL）を作成
してアストロサイトに対して負荷を行った。
エタノールは 25 mM の濃度で調整した。負荷
開始 30 分、3時間、6時間、24 時間後にアス
トロサイトを回収し、タンパクを抽出後、ウ
ェスタンブロッティングで検討した。
SDS-PAGE にて泳動後、ニトロセルロース膜に
転写．スキムミルクにて 6時間ブロッキング
した後、1 次抗体を 1 時間アプライ、2 次抗
体は HRP 標識 anti-rabbit IgG 抗体を 1時間
30 分アプライし、検出は Femto Maximum 
Sensitivity Substrate (Thermo Scientific, 
USA)、Versa Doc 5000 (BioRad)で行い、定
量は Quantity One (BioRad)で行った。さら
に、エタノール存在下でのナトリウムの影響
を検討するため、等張 MEM 培地にエタノール
を添加し 3時間負荷後、エタノール濃度はそ
のままにして、低ナトリウム MEM 培地あるい
は高ナトリウム MEM 培地に 3時間負荷し、そ
の後アストロサイトからタンパクを抽出後、
同様にウェスタンブロッティングで検討し
た。 
AQP4及びNKCC1のノックダウンに及ぼす浮
腫の影響を検討するため、それぞれに対する
siRNA (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC.)を
使用し、同様の検討を行った。 
 
４．研究成果 
エタノール3時間負荷におけるアストロサ
イト AQP4 発現の結果を図１に示す。低ナト
リウムはアストロサイトにおける AQP4 の発



現を増大させたが、エタノールと同時負荷に
よる有意な差は認められなかった。高ナトリ
ウムにおいて、エタノール(25 mM)の同時負
荷は AQP4 発現を有意に減少させた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このことから、エタノールは高ナトリウム
環境においてアストロサイトの AQP4 発現を
減少させる。エタノール(25 mM)を 3 時間負
荷させた後、エタノール濃度はそのままで低
ナトリウム、高ナトリウムに 3時間負荷した
結果を図２に示す。エタノールが負荷された
状態から高ナトリウムに変化するとアスト
ロサイト AQP4 発現が増大した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AQP4 は Na-K ATPase などのナトリウムイオ
ンに関するイオンチャンネルと関連がある
と言われている。また、エタノールも同様に
イオンチャンネルに影響することが知られ
ている。低ナトリウム環境においては AQP4
発現が増大するものの、エタノールは AQP4
発現に関与するイオンチャンネルには影響
を及ぼさず、高ナトリウム環境においては、
高ナトリウムとエタノールの同時負荷では
AQP4 発現が抑制されるが、エタノール存在下
で高ナトリウム環境へと変化させると発現
が増大した。このことから、高ナトリウムが
アストロサイト AQP4 発現に及ぼす機序にお
いて、エタノールが影響することが示された。   
 AQP4 を siRNA でノックダウンすると NKCC1
発現に対しては影響を及ぼさなかった。しか
しながら、NKCC1 の siRNA によるノックダウ
ンでは、低ナトリウム環境において発現が低

下した（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
エタノールは NKCC1 ノックダウンにおける
AQP4 発現に影響を及ぼさなかった。AQP4 と
NKCC1 の ア ン カ ー 蛋 白 で あ る
alpha-syntrophin については、siAQP4 で高
ナトリウム及びエタノール暴露環境で発現
が増大した。このことから、低ナトリウム環
境における AQP4 発現増大に対し、NKCC1 が関
与することが示された。しかしながらエタノ
ールどのように AQP4 発現に関する機序に影
響を及ぼすのかは今後の検討課題である。 
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