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研究成果の概要（和文）： 
中枢神経変性疾患の発症機序解明には神経細胞—グリア細胞間のシグナル異常のメカニズ
ムの理解が重要であり、研究の焦点は各細胞因子の時空間的変化およびその病態形成にお
ける役割の解明に絞られつつある。本研究ではこれら細胞種に発現するトリップ(TRP)チャ
ネルに焦点を当て精査した結果、アストロサイトの TRPC3 活性化が脳内出血の病態を増悪さ
せること、ミクログリアの TRPV4開口が異常活性化を抑制すること、ミクログリアの TRPM2
活性化が脳虚血傷害の病態を増悪させることが明らかになり、これらのトリップチャネルの治
療標的としての有用性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The importance of interactions between neurons and glia in the pathogenesis of CNS 
disorders is becoming revealed and understood; however the pathophysiological roles of 
TRP channels in neuron-glia signaling remain to be elucidated. This study focused on 
TRPC3 expressed in astrocyte and TRPV4 and TRPM2 expressed in microglia. In vitro and 
in vivo experiments demonstrate that 1) TRPC3 inhibitor Pyr3 improves outcomes and 
attenuates astrogliosis after intracerebral hemorrhage in mice, 2) the opening of TRPV4 
channel attenuates the driving force for extracellular Ca2+ and suppresses microglial 
activation, 3) TRPM2 could mediate the cerebral ischemic injury through NO release from 
macrophage/microglia. These results suggest that the above-mentioned TRP channels 
may constitute a new therapeutic target for CNS disorders. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 高齢化社会の進行に伴い中枢神経変性疾
患の症例数が増加しつつあり、その根本的な

新規治療法の開発が急務となっている。近年
の研究により、中枢神経疾患の病態発症時に
おいて神経細胞が変性する際には、異常活性
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化したアストロサイトやミクログリアなど
のグリア細胞や末梢から浸潤してくる免疫
細胞が病態の進行に影響を及ぼすことが明
らかとなりつつあることから、これらの脳細
胞の活性化状態の制御機構の解明や細胞間
クロストークの理解が重要である。 
	
 グリア細胞のうちで最も多数を占めるア
ストロサイトは、生理的条件下では神経細胞
の支持体としての役割を果たすが、中枢神経
変性疾患の病態時には、病理的変化を起こす
ことが知られている(Allaman et al., 2011)。
またグリア細胞の活性化に伴って惹起され
る生理的な神経—グリア連関の破綻もまた、
病態増悪に寄与していると想定される
(Allaman et al., 2011)。活性化したミクログ
リアは神経保護的(Streit, 2002)または神経
傷害的 (Block et al., 2007; Hanisch and 
Kettenmann, 2007)な側面を有することが知
られているが、中枢神経系疾患の病態時には
サイトカイン/ケモカイン、活性酸素、一酸化
窒素といった炎症性メディエーターを産生
し、病態を増悪するとされている(Graeber 
and Streit, 2010)（図 1）。 
 このように功罪両面有するグリア細胞にお
いて、細胞内 Ca2+動態の変動が主要な調節的
役割を担うことが従来から示されているが
(Nedergaard et al., 2010)、その変動を担う
メカニズムや Ca2+流入を担う分子実体につ
いては未解明な点が多く残されてきた。 
	
 Transient receptor potential（TRP）チャ
ネルは哺乳類においては少なくとも 28 の遺
伝子が同定され、TRPC、TRPM、 TRPV、
TRPA、TRPP、そして TRPML の 6 つのフ
ァミリーに分類されているが (Wu et al., 
2010)、グリア細胞における病態生理学的役
割に関しては、明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
	
 前記した背景を踏まえると、アストロサイ
トおよびミクログリアの病態生理学的な活
性化に重要なイオンチャネルを同定するこ
とは両グリア細胞の異常活性化が関与する
中枢神経系疾患の治療介入の発展に貢献す
ることが期待される。そこで、必要に応じて
各脳細胞の単体培養系を用い、神経—グリア
連関破綻の病態を模した刺激により活性化
された際の細胞機能変化について追求する
とともに、病態モデルにおいて標的 TRP チ
ャネル阻害がどのような影響を及ぼすかに
ついて検討することを目的とした。以下項目
ごとに目的および結果について概説する。 
 
 
 
 
 
 

３．研究の方法 
(1)脳内出血モデルの作製および評価 
	
 コラゲナーゼ注入による脳内出血モデル 
(collagenase induced ICH: cICH)を作製す
る際には、C57BL/6J 系雄性マウス  (8-12 
weeks、20-30 g) の線条体にコラゲナーゼ 
(0.025 U/0.5 µl) を注入した。 Pyr3 は
HCO-60に溶解し、ICH惹起 5分後にそれぞ
れ 1, 10, 20 nmol/5 µl で脳室内投与し、そ
の後 1日 2回 2, 20, 40 mg/kgにて腹腔内に
投与した。自家血注入による脳内出血モデル 
(autologous blood induced ICH: bICH)を作
製する際には、マウス尾静脈より採血を行っ
た後、5 分以内に cICH と同様の投与部位に
自家血 (15 µl) を注入した。神経症状の評価
には 28 段階の neurological deficit score 
(NDS)を算出することにより行った。運動機
能障害の評価には 3 分間の加速試験  (40 
rpm/min) を行うロータロッド試験を用い、
マウスが落下するまでの潜時を測定した。ロ
ープグリップ試験は運動機能障害を 6段階で
評価した。免疫組織化学を行う際には凍結切
片を作製し、抗 S100 抗体を用いてアストロ
サイトを可視化した。神経細胞の脱落は血腫
周辺の Nissl 陽性反応が低い領域の面積から
算出した。浮腫は bregmaの断面において出
血側の脳の半球面積を反対側と比較するこ
とで算出した。 
 
(2)培養ミクログリアを用いた in vitro実験 
	
 ラット初代培養ミクログリアは生後 1-2日
齢の Wistar 系ラット新生仔から大脳皮質を
摘出し、常法により調製した。免疫染色は蛍
光標識抗体を用いて行い、ウエスタンブロッ
ト、RT-PCR、定量的 RT-PCR、ELISAはキ
ット等を用いて常法により行った。細胞内
Ca2+濃度測定は蛍光 Ca2+指示薬である
fura-2 AMを負荷した細胞を用いた。ホール
セルパッチクランプ電流は HEKA 社の
EPC-9 もしくは 10 を用いて測定した。In 
vivo実験には 6-8週齢の ICRマウスを用いた。 
 
(3)一過性中大脳動脈閉塞 (tMCAO)モデルの
作製および評価 	
 	
  
C57BL/6J系雄性マウス (8-12 weeks、20-30 
g) の左総頸動脈よりシリコンコーティング
したナイロン栓子を挿入することにより中
大脳動脈起始部を閉塞した。局所脳血流量は
laser-Doppler flowmetry で測定し、MCAO
直前の血流を 100%とし、虚血中の血流量が
25%以下かつ再灌流 5分後に血流が 60%以上
に回復したものを実験に用いた。神経症状の
評価は再灌流後所定の時間に 6段階で行動学
的に評価した。梗塞巣体積の評価は、1 mm
厚の冠状切片を 2% TTCで染色し、非染色部
位である白色面積の積を梗塞巣体積とした。 
  

図 1； 神経グリア連関異常による病態発症 



４．研究成果 
(1)脳内出血の病態におけるアストロサイト
TRPC3の役割 
	
 脳内出血  (intracerebral hemorrhage: 
ICH) は脳血管疾患の中でも特に死亡率の
高い疾患であり、発症後たとえ一命を取り
留めたとしても重篤な後遺症を呈すること
が多い。近年、血管の破綻によって組織に
漏出した血液由来因子が、ICH後の二次的
な病態増悪に関与することが示されつつあ
り、その中でも特に血液凝固因子であるト
ロンビンが脳内出血傷害後の神経細胞死や
脳浮腫および脳内炎症に関与すると考えら
れている。ラット初代培養アストロサイト
にトロンビンを処置すると、TRPC3 が開
口し、アストロサイトの形態変化や炎症誘
発性タンパク S100B の発現増強および増
殖促進が誘導されることが報告されている
ため、本検討では、コラゲナーゼまたは自
家血注入により ICH モデルマウスを作出
し、Pyr3の影響について検討した。 
 
①  cICH における脳機能障害に対する
TRPC3阻害薬 Pyr3の寛解作用 
	
 はじめに、cICH 惹起 1-7 日後における神
経機能障害や運動機能傷害について検討し
た。NDSは cICH惹起 1日後をピークに増悪
が認められたが、これは Pyr3 投与により
cICH 惹起 1-7 日において有意に減少した。
ロープグリップ試験やロータロッド試験に
おいても Pyr3 は運動機能を回復させた。ま
た、Pyr3は cICH惹起 3日後の脳傷害や浮腫
も有意に減少させた。これらの試験における
Pyr3の改善作用は Pyr3の投与量依存的であ
った。次に、ICHに対する Pyr3の治療許容
時間を検討したところ、cICH 惹起 1 日後か
らの投与でも有意な改善作用を示した。免疫
組織化学的検討により、血腫周辺部における
アストロサイトと想定される S100 陽性細胞
数は cICH惹起 1-7日後にわたって増大する
が、これは Pyr3 を投与すると有意に抑制す
ることが明らかになった。 
 
②  bICH における脳機能障害に対する
TRPC3阻害薬 Pyr3の寛解作用 
	
 次に BBB を破綻することなく血液成分の
みの影響を観察できることが知られて bICH
モデルにおける Pyr3 の作用について検討し
た。bICH惹起 1日後をピークに NDS、ロー
タロッド試験、ロープグリップ試験のスコア
が増悪したが、Pyr3はこれらの障害を抑制し
た。また、bICH に対する Pyr3 の治療許容
時間を検討したところ、bICH 惹起 6 時間後
からの投与でも有意な改善作用を示した。ま
た、免疫組織化学的検討により、Pyr3は血腫
周辺部位の S100 陽性細胞数の増大を有意に
抑制した。以上の結果より、TRPC3 は ICH

後のアストロサイトの活性化を介して ICH
の二次的な病態の増悪を惹起することが示
され、TRPC3は ICHの新たな治療ターゲッ
トになることが示唆される(Munakata et al., 
Stroke, 2013)。 
 
(2)ミクログリア異常活性化に対する TRPV4
開口による抑制 
	
 TRPV4 は非選択性カチオンチャネルで、
脳内で海馬神経(Shibasaki et al., 2007)やア
ス ト ロ サ イ ト (Benfenati et al., 2007; 
Benfenati et al., 2011)における発現が報告
されているが、ミクログリアにおける機能は
不明であった。TRPV4 は温和な熱やアラキ
ドン酸代謝物、低浸透圧や機械進展刺激など、
環境変化のセンサーとして働くため(Vriens 
et al., 2004)、脳内ミクログリアにおいても、
TRPV4 が化学センサー、機械センサーとし
て機能していることが十分考えられた。その
ため、中枢神経変性疾患におけるミクログリ
ア異常活性化制御の創薬標的となり得ると
仮説を立て検討を行った。 
 
① マウス脳内への TRPV4 刺激薬注入によ
る LPS誘発ミクログリア活性化抑制作用 
	
 はじめに、成体マウス脳内ミクログリアに
おけるTRPV4の発現を in situハイブリダイ
ゼーションおよび免疫組織化学により明ら
かにした。続いて、マウス脳室内に LPS と
TRPV4 選択的刺激薬である 4α-PDD を注入
したところ、LPS単独投与により観察される
細胞体の顕著な拡大が 4α-PDD 同時適用に
より抑制され、蛍光強度は有意に減少した。
この結果は、TRPV4開口刺激が in vivoにお
いてミクログリア活性化を抑制することを
示唆している。 
 
②  培養ミクログリア異常活性化における
TRPV4開口による抑制 
	
 培養ミクログリアに TRPV4 が機能的に発
現していることを、RT-PCR法・イムノブロ
ット・免疫染色法・ホールセルパッチクラン
プ法により明らかにした。次に LPS（100 
ng/ml）活性化ミクログリアに対して、LPS
と同時に 4α-PDD（1-10 µM）を処置すると、
濃度依存的に TNF-α遊離を抑制した。LPS
により惹起される他のミクログリア活性化
指標(galectin-3 発現あるいは外向き整流性
K+チャネル電流)の増大も、LPS と同時に
4α-PDDで処置することにより抑制されるこ
とが明らかになった。TRPV4 開口によるミ
クログリア活性化抑制作用機序における膜
電位変化の影響について検討するため、培養
ミクログリアに 4α-PDD を適用したところ、
膜電位の脱分極が観察された。また、4α-PDD 
24時間処置後の培養ミクログリアでは、SOC
を介する Ca2+流入は減弱した。加えて、脱分



極が及ぼすミクログリア活性化に対する影
響を高濃度 KCl を用いて検討した。高濃度
KClは、4α-PDDと同様にミクログリアの膜
電位を脱分極させ、さらに LPS 誘発各種活
性化指標および Ca2+流入を抑制した。 
	
 以上の結果は、TRPV4 開口が細胞膜の脱
分極を介してミクログリア活性化を抑制す
ることを示しており、その機序として脱分極
による SOCを介する Ca2+流入の減少が関与
することが示唆される（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)脳虚血障害の病態におけるミクログリア/
マクロファージの TRPM2の役割 
	
 脳虚血傷害において遅発性に惹起される
脳内炎症が、治療許容時間の観点からも重要
な創薬標的の一つとして挙げられる。この脳
内炎症の病態においては、脳常在性のミクロ
グリアや末梢から浸潤してくるマクロファ
ージなどの免疫系細胞が重要な役割を担う
ことが示唆されているが、その機能制御につ
ながる治療標的分子に関する情報は圧倒的
に不足している。一方、TRPM2は Ca2+透過
型の非選択的カチオンチャネルであり、脳や
免疫系の細胞に広く分布していることが知
られており、TRPM2を介した Ca2+流入がミ
クログリアやマクロファージにおける特定
のケモカイン産生を促進し炎症応答増悪に
関与することが大きな注目を集めている。そ
こで本検討では、脳虚血の好発部位である中
大脳動脈の一過性閉塞モデルを作成し、野生
型および TRPM2欠損マウスを用いて脳虚血
再灌流傷害の形成における TRPM2の関与に
ついて検討した。tMCAO負荷 14日後までの
生存率における影響を検討したところ、
TRPM2 欠損マウスにおいては野生型と比べ
生存率の低下が有意に減弱していた。さらに
tMCAO 処置に伴い発生する神経障害や梗塞
巣形成を評価したところ、野生型マウスでは
tMCAO 処置により経時的に重篤な神経障害
および広範な梗塞巣の形成が認められたの
に対して、TRPM2欠損マウスでは再灌流 24
時間後における神経傷害および梗塞巣体積

は野生型マウスに比べ有意な差は観察され
なかったが、再灌流 48時間後および 72時間
後においては有意な神経障害の改善および
梗塞巣体積の抑制が認められた。脳虚血傷害
の亜急性期においては、過剰に浸潤してくる
末梢由来の免疫担当細胞が病態生理学的に
重要な働きをしていることが報告されてい
ることから、野生型および TRPM2欠損マウ
スにおける tMCAO処置後の免疫担当細胞の
浸潤や集積の影響を免疫組織化学的に検討
したところ、TRPM2 欠損マウスでは野生型
マウスに比べ再灌流 48 時間後の梗塞巣にお
ける好中球と想定される Gr-1 陽性細胞数が
有意に減少していた。さらに梗塞巣周囲にお
けるマクロファージ/ミクログリアと想定さ
れる Iba-1 陽性細胞数の増大が再灌流 48 時
間及び 72 時間後では TRPM2 欠損マウスに
おいて有意に抑制されていた。現在、ミクロ
グリア／マクロファージに発現する TRPM2
を介した NO遊離が、亜急性期の脳虚血再灌
流傷害の増悪に関与しているとの仮説（図 3）
をたて、骨髄キメラマウスやミクログリア/
マクロファージ活性化抑制薬、培養細胞系等
を用いて証明しようと鋭意研究を進めてい
るところである。 
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