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研究成果の概要（和文）： 

 脳の免疫担当細胞であるミクログリアは病的な刺激により異常活性化することで中枢神
経変性疾患の病態形成に関与することが明らかになりつつある。そこでミクログリアの興
奮・活性化状態を制御する目的で、浸透圧変化や機械伸展刺激等で活性化する TRPV4 チ
ャネルに着目した。In vitro および in vivo 実験、電気生理学的検討による結果を多角的に
評価した結果、TRPV4 開口刺激は細胞膜の脱分極を介してミクログリアの活性化に対し
て抑制的に働くことが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Microglia are intrinsic immune cells in the brain. In response to neurodegenerative 
diseases, excessively activated microglia change their shapes and release various 
cytokines involved in the pathogenesis of CNS disease. This study focused on TRPV4 
channel expressed in microglia. In vitro and in vivo experiments demonstrate that the 
depolarization in response to the opening of TRPV4 channel attenuates the driving 
force for extracellular Ca2+ and suppresses microglial activation. 
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１．研究開始当初の背景 

 ミクログリアは中枢神経系に常在する免
疫担当・貪食細胞であり(Eder, 2005)、中枢
神経系の環境監視役として有害な環境変化
に対して脳を保護している。活性化ミクログ
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
神経炎症などに反応して活性化し、突起を退
縮しアメーバ状に形態を変化させたり(Cho 

et al., 2006)、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)。 

 近年、ミクログリアの免疫応答にイオンチ
ャネル活性が重要な役割を果たしている事
が 明 ら か と な っ て き た (Farber and 

Kettenmann, 2005)。ミクログリアに発現す
る様々なイオンチャネルは、膜電位、細胞容
積、遊走、サイトカイン産生などを調節する
(Eder, 2005)。例えば、培養ミクログリアに
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おける細胞内 Ca2+シグナリングは、P2X7 受
容体を介するプラスミノーゲン放出に重要
である(Inoue et al., 1998)。 Ca2+活性化 K+

チャネル KCNN4/KCa3.1 は、ミクログリア
の活性化をもたらし神経傷害を増悪させる
(Kaushal et al., 2007)。さらに、電位依存性
K+チャネル KCNA3/Kv1.3 は中枢神経系の
炎症応答を増悪し神経毒性を媒介する
(Fordyce et al., 2005)。しかしながら、ミク
ログリアのイオンチャネル動態については
不明な点が多く残されているのが実情であ
った。 

 Transient receptor potential（TRP）チャ
ネルはショウジョウバエの光受容体の性質
にちなんで名付けられた。ほ乳類においては、
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(Wu et al., 2010)。培養ミクログリアにお
いて TRPM2(Kraft et al., 2004)および
TRPM7(Jiang et al., 2003)の発現を示す報
告、または TRPV1(Kim et al., 2006)がカプ
サイシン誘発のミクログリア細胞死に関与
する報告があるが、TRP チャネルの病態生理
的役割についてはほとんど明らかになって
いなかった。 

 

２．研究の目的 

 前記した背景を踏まえると、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ミクログリアの異
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。
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
されている他、多くの組織に発現しているが
(Nilius et al., 2004)、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。 

 

３．研究の方法 

 培養大脳皮質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。 

 

４．研究成果 

(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の局在を in situハイブリダイ
ゼーションにより検討した。ミクログリアは
ミクログリアマーカーIba-1 の免疫組織化学
により検出した。多くの Iba-1 陰性細胞にて
TRPV4 発現を検出したが、ほとんどの Iba-1

陽性細胞が TRPV4 陽性であることが明らか
となった（図 1A）。続いて、活性化ミクログ
リアにおける TRPV4 の役割を検証すべく、
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。コントロール
群では、ミクログリアは小さな細胞体を示し
た（図 1B 左）。一方、LPS 注入群では大き
な細胞体を示し（図 1B 右）、Iba-1 蛍光強度
は劇的に増大した（図 1C）。LPS と 4α-PDD

を同時注入した群では、細胞体の拡大が抑制
され（図 1B 下）、蛍光強度は有意に減少した
（図 1C）。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。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 1  TRPV4 脳内発現と TRPV4 選択的刺激薬マウス脳室内注入によ

る LPS 誘発ミクログリア活性化に対する抑制作用 （A）成体マウス線

条体における Iba-1（ミクログリアマーカー、緑）の免疫染色画像と

TRPV4（赤）の in situ ハイブリダイゼーション結果。スケールバーは

100 μm である。（B）各薬物脳室内注入による Iba-1 陽性ミクログリア

の形態変化。注入した薬物は生理食塩水（5 μl）、 LPS（50 ng/5 μl）

単独、LPS と 4α-PDD（500 pmol/5 μl）である。典型的なミクログリ

アの拡大図を挿入図に示す。20 μm のクリオスタット切片は薬物注入の

12 時間後に作成した。スケールバーは全体図では 100 μm、挿入図では

10 μm である。（C）各処置における Iba-1 蛍光強度の定量結果。各処

置群の蛍光強度はコントロール群の蛍光強度の平均値を 1 とした相対

的な値を示した。 



 

 

(2) ラット大脳皮質由来培養ミクログリアに
おける TRPV4 の機能的な発現 

 TRPV4 開口によるミクログリア活性化抑
制機構を明らかにすべく、ラットの大脳皮質
より単離培養したミクログリアを用いて詳
細な検討を行った。全脳及び培養ミクログリ
アにおいて TRPV4 の mRNA 発現を RT-PCR

法により検出した。イムノブロットにより、
培養ラットミクログリアにおいて、110 kDa

付近の主バンドと 90 kDa 付近の副バンドを
検出した。蛍光染色により、ミクログリアマ
ーカーである isolectin-IB4 陽性の細胞は、ほ
とんどが TRPV4 陽性であることが明らかと
なった。イムノブロット及び蛍光染色におい
て、コントロール IgG によるシグナルは観測
されなかった。続いて、TRPV4 チャネル電流
をホールセルパッチクランプ法により測定
した。TRPV4 選択的刺激薬 4α-PDD (10 μM)

の灌流は持続的な電流応答を引き起こした。
電流電位関係を解析したところ、外向き整流
性の強い HEK293細胞を用いた再構成系の既
報と一致する電流応答であった。4α-PDD に
よる電流応答は、TRPV4 の阻害作用を有する
Gd

;+及び ruthenium red により抑制された。ま
た、TRPV4 チャネル開口作用が報告されてい
るアラキドン酸（30 μM）及び低浸透圧（240 

mOsm） (Vriens et al., 2004)もまた外向き整流
性の電流応答を示し、TRPV4 阻害薬により抑
制された。さらに、室温 22℃における 4α-PDD

誘発電流は 28℃における電流応答より、電流
応答の立ち上がりが有意に遅く、かつ有意に
小さい電流応答を示した。これらの結果より、
TRPV4 は培養ミクログリアにおいて機能的
に発現していることが明らかとなった。 

 

(3) ラット培養ミクログリアにおける TRPV4

開口刺激による LPS 誘発ミクログリア抑制
作用 

 LPS によって活性化したミクログリアは、
Ca2+シグナリングと共役して、TNF-αなど
の神経傷害性因子を放出することが報告さ
れ て い る (Eder, 2005; Farber and 

Kettenmann, 2005)。そこで、LPS（100 

ng/ml）と同時に細胞膜透過性の Ca2+キレー
ターBAPTA-AM（10 μM）を処置した。LPS

誘発 TNF-α放出は、BAPTA-AM により有意
に抑制されたことから、TNF-α放出は部分
的に Ca2+依存的であることが示された。続い
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放出を抑
制した（図 2A）。一方で、4α-PDD 単独では
TNF-α放出を引き起こさなかった。また
MTT 法により、培養ミクログリアは、24 時
間の培養または LPS及び 4α-PDDの処置に
よって、細胞数は変化しなかった。4α-PDD

による LPS 誘発 TNF-α放出抑制作用が、
TRPV4 チャネルを介するかを、TRPV4 の阻

害薬及び siRNA を用いたノックダウンによ
り検討した。4α-PDDによる LPS誘発 TNF-

α放出に対する抑制作用は、ruthenium red

（10 μM）の共処置によって完全に消失し
た一方で、 ruthenium red それ自体では
TNF-α放出に影響は無かった（図 2B）。
siRNAによる TRPV4に対する特異的なノッ
クダウンにより、TRPV4 mRNA 及びタンパ
ク質はそれぞれ 90%、60％程度低下すること
が、定量的 RT-PCR 法及びイムノブロットで
示され、この条件において、TRPV4 のノッ
クダウンが 4α-PDD（10 μM）による TNF-

α放出抑制作用を完全に消失させることが
明らかとなった（図 2C）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 続いて、レクチンファミリーの一種の
galectin-3 発現に着目した (Huflejt et al., 

1997)。Galectin-3 は脳虚血の病態時に脳内
で発現が上昇する事が報告され、ミクログリ
ア活性化マーカーとされている(Walther et 

al., 2000) 。 LPS24 時間処置によって
galectin-3 の蛍光シグナルは増強したが、そ
のシグナルは 4α-PDD（1-10 μM）を同時
に処置することによって濃度依存的に抑制
された。また、4α-PDD による galectin-3

の産生抑制は、TRPV4阻害薬 ruthenium red

の共処置によって消失した。ミクログリアの
活性化には K+チャネル活性が重要な役割を
果たすことが報告されている (Schilling et 

al., 2001)。In vitro において、LPS などの炎
症メディエーターにより、外向き K+電流が増
強される事から、外向き K+電流の増強はミク
ログリアの活性化マーカーとされている

 
図 2 培養ミクログリアにおける TRPV4 刺激薬による LPS 誘発 TNF-

α放出に対する抑制作用 

（A）4α-PDD（1–10 μM, B）による TNF-αに対する抑制作用。（B）

Ruthenium red（10 μM）及び 4α-PDD（10 μM）の同時処置によ

る TNF-α放出に対する影響。（C）4α-PDD による TNF-α放出抑制作

用の TRPV4 選択的ノックダウンによる解除。各薬物は単独もしくは

100 ng/ml LPS と同時に 24 時間処置した。TNF-α放出は ELISA で測

定した。細胞生存率は MTT 法で解析した。*P < 0.05, **P < 0.01 and 

***P < 0.001 vs. LPS alone or control siRNA. 

 



 

 

(Fischer et al., 1995)。そこで、ミクログリ
アにおける K+チャネル活性を voltage step 

pulse によって測定した。未処置のミクログ
リアでは、K+チャネル活性はほとんど見られ
なかったが、LPS を 24 時間処置したミクロ
グリアでは、既報と同様に電位依存的に不活
性化する外向きの K+電流の増大が観測され
た。LPS と 4α-PDD（10 μM）を同時に処
置することにより、電位依存性 K+電流の増大
は完全に抑制された。電流電位関係を解析し
たところ、4α-PDD により抑制された K+電
流の成分は、外向き整流性で、逆転電位が-30 

mV 周辺であることが明らかとなった。以上
の検討により、TRPV4 開口刺激は in vivo、
in vitro両実験系において LPS誘発ミクログ
リア活性化を抑制することが明らかとなっ
た。 

 

(4) TRPV4 開口刺激による LPS 誘発ミクロ
グリア活性化に対する抑制作用の機構 

 海馬神経細胞において、TRPV4 が膜電位
維持に関与することが報告されている
(Shibasaki et al., 2007)。そこで、TRPV4 が
媒介する膜電位変化に着目した。まず、神経
細胞において脱分極を引き起こすことが知
られている高濃度 K+溶液は、ミクログリアに
おいて脱分極を引き起こした。続いて 4α
-PDD の適用により、膜電位の脱分極が観察
された。細胞外液の Na+を全て TRPV4 チャ
ネル非透過性の 1価カチオン NMDG+に置換
したところ、膜電位の過分極が観測され、膜
電位の脱分極は抑制された。 

 TRPV4 によるミクログリア活性化抑制作
用における K+チャネル自体の発現変化の関
与を検討するため、ミクログリアにおいて機
能的な発現が報告されている K+チャネルの
mRNA 発現変化を定量的 RT-PCR で検証し
た。培養ミクログリアにおいては、Ca2+活性
化 K+チャネル（SK）SK1-4 及び電位依存性
チャネルKv1.3及びKv1.5の発現を検出した。
SK チャネルに関してはコントロール群にお
ける発現量は同程度であったが、Kv チャネ
ルに関してはKv1.3はKv1.5と比較して発現
量が非常に高かった。LPS の処置により SK3

の mRNA 発現は上昇し、4α-PDD を LPS

と同時に処置することにより、SK3 の発現上
昇は有意に抑制された。それ以外の K+チャネ
ルの mRNA 発現は LPS あるいは 4α-PDD

の処置で変化が見られなかった。LPS 誘発外
向き K+チャネル増強に対する膜電位変化の
影響を検討した。-70 mV に膜電位を保持し
た際と比較して、-20 mV に保持した際に K+

電流増強は抑制された。電流電位関係を解析
したところ、逆転電位が-30 mV であった。
これより、脱分極パルスにより K+電流の増強
は 4α-PDD 処置と同様に抑制されることが
明らかとなった。 

 Ca2+は様々な炎症性メディエーターの産
生を含むミクログリアの活性化に重要な因
子である(Farber and Kettenmann, 2006)。
Ca2+蛍光指示薬の Fura 2-AM を用いて、
TRPV4 開口刺激が及ぼす Ca2+シグナリング
への影響を検討した。4α-PDD（10 μM）
または vehicleを 24時間処置したミクログリ
アに対して、小胞体 Ca2+ポンプ阻害薬
thapsigargin を適用したところ、Ca2+非存在
下では小胞体からの Ca2+放出に起因する一
過性のCa2+濃度上昇が観察され、その後Ca2+

を再添加することにより細胞外からの Ca2+

流入に起因する持続的な Ca2+濃度上昇が観
察された。定量の結果、4α-PDD の 24 時間
処置によりストア作動性の Ca2+流入は有意
に抑制された。また、4α-PDD 処置による
CRAC チャネル分子（Orai1 及び STIM1）
の発現量を定量的 RT-PCR 法で検討したが、
LPS 処置を含むいずれの処置においても
CRAC チャネル分子の発現量は有意な変化
がなかった。続いて、Ca2+存在下にて、高濃
度 K+溶液（50 mM）を還流したところ、Ca2+

流入は同様に抑制された。脱分極が及ぼすミ
クログリア活性化に対する影響を検討した。
4α-PDD による TRPV4 刺激と同様に、高濃
度 K+（30 もしくは 50 mM）を含む培地中で
LPS を処置したところ、LPS 誘発 galectin-3

発現上昇及び TNF-αは抑制された。さらに、
細胞膜の膜電位を脱分極することが報告さ
れており、電位依存性 K+チャネルの阻害薬で
ある 4-AP(Chung et al., 1998)（0.3-1 mM）
もまた TNF-α産生を有意に抑制した。 

 以上、本研究において、TRPV4 チャネル
がマウス及びラットミクログリアにおいて
機能的に発現していること、そして TRPV4

の阻害ではなく開口刺激が LPS によって引
き起こされる TNF-α放出、galectin-3発現、
並びに電位依存性外向き K+電流増大といっ
たミクログリア活性化に対して抑制的に働
き、これらの抑制作用は TRPV4 チャネルを
介する脱分極に起因する Ca2+流入の減少に
起因する事が示された(図 3)。 

 マウスミクログリアにおける TRPV4 発現
に関しては Iba-1の免疫染色と in situにおけ
る TRPV4 mRNA の共発現により明らかに
した。一方で、TRPV4 は脳内の他の細胞、
すなわち海馬神経細胞 (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。LPS を脳室内に注入するモ
デル(Milatovic et al., 2003)は、神経細胞に影
響なく、直接ミクログリアに発現する
toll-like receptor 4（TLR 4）に作用する事で
ミクログリアの異常活性化を引き起こす
(Possel et al., 2000)。一方で、4α-PDD の脳
室内注入は、脳内に発現する他の細胞を活性
化しうる。その為、in vivo における 4α-PDD 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       図 3 TRPV4 開口によるミクログリア活性化抑制の模式図 

 

による LPS 誘発ミクログリア活性化抑制作
用は、ミクログリアに発現する TRPV4 のみ
に起因するとは限らない。それゆえに、培養
ミクログリアを用いて詳細な検討を行った。
培養ミクログリアにおいては、RT-PCR 法、
イムノブロット法、蛍光染色及び電気生理学
的検討により、TRPV4 の機能的な発現を明
らかにしているが、LPS 誘発ミクログリア活
性化に対する TRPV4 による抑制作用は、in 

vivo と同様であった。以上の点を踏まえると、
in vivo における 4α-PDD の主な作用点はミ
クログリアにおける TRPV4 であることが示
唆される。 

 TRPV4 は非選択的カチオンチャネルで、
Na+と Ca2+を透過させる(Watanabe et al., 

2002)。 TNF-α放出は Ca2+キレーター
BAPTA-AM で抑制されたため、ミクログリ
ア活性化抑制に TRPV4を介するCa2+流入は
必ずしも重要ではないと考えた。4α-PDD は、
ミクログリアにおいて高濃度 K+溶液と同様
に膜電位の脱分極を引き起こしたがNa+を全
て NMDG+に置換した灌流液中では脱分極が
抑制されたことから、TRPV4 を透過する主
にNa+が脱分極に関与することが示唆される。
さらに 4α-PDDを 24時間処置することによ
りストア作動性 Ca2+流入を減少させた。非興
奮性細胞においてNa+流入は膜電位の脱分極
を引き起こし、Ca2+流入の駆動力を減弱させ
るという報告を踏まえると(Funabashi et al., 

2009; Gao et al., 2010)、TRPV4 の開口が
様々な経路を介した Ca2+流入を減少させる
可能性がある。ミクログリアにおいて、CRAC

チャネル(Beck et al., 2008; Ohana et al., 

2009) や P2 受容体、 TRPC チャネル
(Kettenmann et al., 2011)といったストア作
動性に Ca2+を透過させるチャネルの機能的
な発現が報告されている。加えて、K+チャネ
ル阻害薬である 4-AP は、ミクログリアにお
いて膜電位の脱分極を引き起こし LPS 誘発
の外向き K+電流の増強を抑制し(Chung et 

al., 1998)、インターロイキン-1βの産生を抑

制(Caggiano and Kraig, 1998)する事が報告
されている。LPS 誘発 TNF-α産生が高濃度
K+溶液や 4-AP と同様に 4α-PDD によって
抑制されたことを考慮すると、TRPV4 開口
によるミクログリアの脱分極が、Ca2+流入を
減少しミクログリアの活性化を抑制するこ
とは十分に考えられる。 

 イオン動態に関して、NMDG+の灌流によ
って、膜電位はおよそ-40 mV 過分極した。
同様の反応が冠動脈細胞や肺動脈血管平滑
筋細胞にて報告されている(Bae et al., 1999; 

Terasawa et al., 2002)。これらを踏まえると、
NMDG+は透過しない非選択的カチオンチャ
ネルであり、細胞膜を脱分極させ(Launay et 

al., 2002)、さらにミクログリアにおいて機能
的な発現が示唆されている TRPM4 が(Beck 

et al., 2008)、この機構に関与するチャネルで
ある可能性が考えられるかもしれない。 

 本研究における検討では、TRPV4 チャネ
ルを開口させるために合成アゴニストであ
る 4α-PDD を用いた。一方で、ミクログリ
アに発現する TRPV4 に対する内在性のリガ
ンドは不明である。現段階ではミクログリア
TRPV4 の内在的リガンドとして 3 つの可能
性が考えられる。 TRPV4 は温和な熱
（27-34℃）で活性化し、ニューロンにおい
ては体温で調節されている(Shibasaki et al., 

2007)。しかし、37℃の条件において、siRNA

や阻害薬による TRPV4 の抑制を行っても、
LPS 存在、非存在下共に TNF-α放出の度合
いに影響は無かったことから、ミクログリア
においては体温がそれ自体のみで TRPV4 チ
ャネルを開口させるには不十分であること
が示唆される。一方で、4α-PDD 誘発電流は、
温和な温度条件で測定した際の方が有意に
活性化されたため、過去の報告と同様に(Gao 

et al., 2003)、熱は TRPV4 の活性化を協奏的
に調節する因子であることが考えられる。機
械進展刺激もまた TRPV4 を活性化する
(Mochizuki et al., 2009)。LPS はミクログリ
アの形態を変化させ、細胞体を肥大させるた
め(Beck et al., 2008)、細胞の肥大は、ミクロ
グリアの活性化過程において TRPV4 を開口
し、自己調節因子としてミクログリア過剰活
性化を調節しているのかもしれない。さらに、
TRPV4 はアラキドン酸やエポキシエイコサ
トリエン酸といったアラキドン酸代謝物に
より活性化される(Watanabe et al., 2003)。
脳虚血の病態時には、グリア細胞でホスホリ
パーゼ A2 の発現が上昇し、アラキドン酸産
生が亢進することや(Bonventre et al., 1997; 

Stephenson et al., 1999)、アラキドン酸が外
向き K+電流を抑制することを踏まえると
(Visentin and Levi, 1998)、ミクログリアの
活性化過程でアラキドン酸代謝物の産生が
亢進し、TRPV4 を活性化することで、外向
き K+電流を抑制し、ミクログリア活性化に対

 



 

 

して抑制的に働く可能性が考えられる。 

 結論として、本研究における成果は、
TRPV4の選択的刺激薬 4α-PDDがミクログ
リアにおいて脱分極を介して活性化抑制的
に働くことを報告するものであり、今後
TRPV4 開口刺激によるミクログリア活性調
節に関わる機構をさらに精査することによ
り、ミクログリアの活性化が原因となる中枢
神経系疾患の新たな治療介入に一所見を与
えるものである(Konno et al., Glia, 2012)。 
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