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研究成果の概要（和文）：ヒトを含む好気性生物の生存において、体内の酸素センシングは必要不可欠である。
脳への酸素供給は特に重要であるとされているが、脳活動に伴うような穏やかな低酸素に関してはあまり研究さ
れてこなかった。本研究では、申請者が独自に見出したTRPA1カチオンチャネルタンパク質を介した分子メカニ
ズムを起点に、脳高次機能における脳内酸素濃度変動及びその制御機構の生理的意義の一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：Oxygen sensing within the body is essential for the survival of aerobic 
organisms, including humans. While the supply of oxygen to the brain is considered particularly 
important, the impacts of physiological hypoxia induced by brain activity have not been elucidated. 
Based on the unique molecular mechanism involving the TRPA1 cation channel protein, this study 
revealed a part of the physiological significance of fluctuations in brain oxygen levels and their 
regulatory mechanisms in higher brain functions.

研究分野： 生理学、神経科学、分子生物学

キーワード： 低酸素　イオンチャネル　酸素センシング

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、脳における穏やかな低酸素に着目しており、既存の酸素研究に新たな視点を提供する。また、比較
的早いタイムスケールの酸素センシングの分子実体に迫ることにより、高頻度にみられる睡眠時無呼吸症候群や
高山病などの低酸素が関与する疾患の発症・病態に関する新しい分子生物学的な知見が得られ、将来的に新たな
創薬のターゲットを提示できる可能性を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

酸素は好気性生物の生存に必須である。諸器官の中で特に酸素消費量が高い脳においては、細

胞の置かれる酸素環境が重要となる。しかし、脳活動によって引き起こされる脳内酸素濃度変動

及びその制御機構の詳細は未だ不明である。細胞の活動などで誘導されるような生理的条件に

おける低酸素は、それ自体が細胞の代謝エネルギー状態を規定し、細胞の"振る舞い"を決定づけ

るため極めて重要である。 

酸素に関する研究としては、2019 年ノーベル生理学・医学賞の受賞対象となった hypoxia-

inducible factor (HIF)を介した応答が記憶に新しいが、一連の研究は極端な低酸素条件 (具体的な

実験条件としては、細胞を 1% 酸素条件下で 4 時間インキュベートなど)で行われており、虚血

などの病的な低酸素状態以外の生理的な酸素濃度変動の生物学的意義は、脳高次機能の文脈に

おいて未解明であった。 

申請者は、脳幹におけるアストロサイトが TRPA1 カチオンチャネルタンパク質の酸素依存的

な代謝を介したユニークな分子メカニズムで、生理的に起こり得る穏やかな低酸素を感知する

ことを明らかにした (*Uchiyama, *Nakao et al., Curr. Biol. 2020. *co-first author)。また TRPA1 が呼

吸制御の神経可塑性に寄与し得ること (Fukushi et al., Front. Physiol. 2021)、及びアストロサイト

特異的 TRPA1 欠損マウスが低酸素環境において動き続けて気絶すること (未発表データ)から、

TRPA1 の脳内酸素センサーとしての高次機能への寄与が強く示唆されており、まさに生理的低

酸素の脳高次機能における生物学的意義の解明の端緒をつかんだところであった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、行動に伴う脳活動によって引き起こされる生理的な低酸素に着目し、体性感覚認

知などの脳高次機能に伴う脳内酸素濃度変動及びその制御機構の生理的意義を追究する。これ

までに生理的条件で起こり得る穏やかな低酸素に関してはほとんど研究されていないが、申請

者が独自に見出したアストロサイトに発現する TRPA1 の酸素センシングメカニズムを足掛かり

とし、生理的な低酸素の脳高次機能における生物学的意義を明らかにする。 

具体的には、脳内酸素センサーTRPA1 を欠損したマウスを用いた行動解析を通じて、生理的

な低酸素感知がどのような脳高次機能に関与するのかを行動学的に明らかにし、さらに神経基

盤となるシナプス可塑性を評価する。また、リン光イメージングを用いて脳の各領域から単離し

たアストロサイトの細胞内酸素濃度分布を評価し、各脳領域における生理学的な低酸素環境及

びその分子メカニズムに関する手掛かりを得る。さらに、免疫蛍光染色法により TRPA1 の脳内

発現分布を探究し、脳内酸素濃度制御機構の分子メカニズム明らかにする。以上のように、本研

究では脳内酸素センサーTRPA1 を基軸に、脳高次機能に伴う脳内酸素濃度変動及びその制御機

構の生理的意義を追究する。加えて、低酸素研究で問題となるのが酸素濃度の時空間的な制御で

あることから、ツールの開発も同時に行う。 

 

３．研究の方法 

生理学的条件下における脳内酸素濃度変動及びその制御機構の生物学的意義の探索のため、

脳内の酸素センサーTRPA1 を欠損させたマウスを用いて行動生理学的な評価を行う。具体的に

は、感覚・知覚、運動、情動、睡眠・リズム、注意、学習・記憶、社会的行動などさまざまな行



動カテゴリーのテストを組み合わせることで、行動生理学的スクリーニングを行う (Nakao et al., 

Front. Behav. Neurosci. 2015, Trung et al., Sci. Rep. 2021, Nakao et al., Channels 2022)。本研究では特

に体性感覚認知に着目する。加えて、脳高次機能の神経基盤とされているシナプス可塑性に対し

低酸素が及ぼす影響を、脳スライスを用いた海馬の多点細胞外電位記録により評価する。 

各脳領域から単離したアストロサイトの細胞内酸素測定のための酸素プローブとしては、リ

ン光寿命によって酸素濃度を定量可能な BTPDM1 を使用した (Yoshihara et al., Anal. Chem. 2015)。

このプローブは Ir 錯体をベースとしており、酸素濃度依存的にリン光の寿命が変化するもので

ある。リン光強度とは対照的に、リン光寿命はプローブ濃度に依存しないパラメーターであり、

プローブの拡散が制限され取り込み量（濃度）が低い組織深部においても酸素濃度の定量が可能

であることが期待されることから、将来的に組織深部のイメージングも見据えた二光子励起顕

微鏡とリン光寿命測定装置を組み合わせた実験系の構築も行う。 

脳内の酸素濃度制御機構の分子基盤を明らかにする上で、TRPA1 の脳内の発現分布は重要な

手掛かりとなる。脳内における TRPA1 の発現に関して、申請者が明らかにした脳幹の呼吸中枢 

(*Uchiyama, *Nakao et al., Curr. Biol. 2020. *co-first author)を含む領域以外にも発現の報告がなされ

ているが、ほぼ全ての報告でノックアウトマウスを用いたネガティブコントロールが置かれて

いないことから、偽陽性のシグナルを拾っている可能性があり、真偽の程は定かではない。した

がって本研究においては、まず脳部位によってそれぞれ染色条件の最適化を行い、ネガティブコ

ントロールとして Trpa1 欠損マウスを使用することで真のシグナルを検出すると同時に、遺伝子

改変マウスによる評価も行うことで、TRPA1 の脳内発現パターンを明らかにする。 

 

４．研究成果 

脳内酸素濃度変動の制御機構の生理的意義の探索のため、脳内の酸素センサータンパク質

TRPA1 を欠損したマウス (Trpa1 cKO)を用いた行動学的なスクリーニングを行った。特に本研究

で着目している感覚に関連する項目を詳細に述べる。感覚・知覚に関連するテストとして、ホッ

トプレートテスト及び聴覚性驚愕反応/プレパルス抑制テストを行ったが Trpa1 cKO マウス群と

コントロール群との差異は認められなかった。オープンフィールドテストにおいては、立ち上が

り行動の有意に減弱及び、測定時間の前半において中央区画滞在時間の有意に減弱が観察され

た。これらの結果と、不安様行動を評価する明暗選択箱テスト及び高架式十字迷路テストにおい

て変化がなかったことを併せて考慮すると、Trpa1 cKO マウスは明るさや高さに対してではなく

新規環境等の特定の環境に対する不安様行動は亢進している可能性が示唆された。ポーソルト

強制水泳テストでは 1 日目の測定後半で有意に無動時間の減少が、尾懸垂テストでは測定前半

で有意に無動時間の減少が観察された。これらの結果は申請者が見出していた Trpa1 cKO マウ

スが低酸素環境下で動き続けて気絶する知見 (未発表データ)と一致する結果であり、Trpa1 cKO

マウスは水や低酸素等の特定のストレスを感知できていないことが示唆された。また、興味深い

ことに日単位での空間記憶の変化も観察された。 

また、脳高次機能の神経基盤とされているシナプス可塑性に低酸素が及ぼす影響を、脳スライ

スを用いた海馬の多点細胞外電位記録による電気生理学的解析により評価した (Nakao et al., 

Channels 2022)。脳スライスを用いた実験では、95%酸素 5%二酸化炭素をバブリングした溶液を

用いることが一般的であり、生理的条件と比較すると極端に酸素濃度が高い条件である。予備的

な検討の結果、少しでも酸素濃度を下げると鋭敏かつ大きく応答が減弱することから、改めて神

経活動における酸素供給の重要性を示唆する結果となった。 

細胞内酸素濃度の測定系として、組織深部のイメージングを見据えた二光子励起顕微鏡とリ



ン光寿命測定装置を組み合わせた実験系を確立した。アストロサイトの脳内酸素センサーとし

ての機能に着目し、脳の様々な領域から単離したアストロサイトの細胞内酸素濃度分布を評価

するため、周囲の酸素濃度変化に伴う細胞内リン光寿命変化を評価したところ、由来する脳部位

によって細胞内酸素濃度分布が異なることが明らかとなった。これにより、脳の各領域ごとのア

ストロサイトの酸素感受性及び周囲環境の生理的な酸素濃度の異種性が示された。 

脳内酸素濃度制御機構の脳高次機能に与える影響の検討のため、低酸素感受性チャネル

TRPA1 の脳内における詳細な分布を免疫蛍光染色法により評価した。TRP チャネルを含むチャ

ネルタンパク質は疎水性領域が比較的多い膜タンパク質であり、免疫組織染色が一般的に難し

いことが知られているため、まずは脳部位によってそれぞれ染色条件の最適化を行うことで実

験系を確立し、並行して遺伝子改変マウスによる評価も遂行した。これらの評価により、低酸素

感受性チャネル TRPA1 が一次体性感覚野において発現、さらには特定の錐体細胞層に存在する

ことを見出した。これは従来の報告とは異なる興味深い TRPA1 の発現パターンである。各脳領

域から単離したアストロサイトの細胞内酸素濃度分布と TRPA1 の発現パターンと併せて考える

と、各脳領域によって酸素感知の分子メカニズムが異なり、TRPA1 以外の酸素センシングメカ

ニズムの存在が強く示唆された。一方で低酸素感受性チャネル TRPA1 の普遍的な酸素センシン

グの分子メカニズムの寄与を示唆するデータも得ている。 

低酸素研究で問題となるのが酸素濃度の時空間的な制御である。光によって時空間的に低酸

素環境を制御可能な新たな試薬の開発を行った。狙った場所に、望んだタイミングで低酸素環境

を作り出す光感受性の酸素スカベンジャーの開発に成功し、細胞レベルで TRPA1 の活性を時空

間的に制御することに成功した (Ieda, et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2023)。このように光によ

って酸素を消費できるような試薬は前例がないため、低酸素研究における強力なツールとして

期待される。 

以上のことにより、体性感覚認知における脳内酸素濃度変動及びその制御機構の生理的意義

の一端を明らかにした。 
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