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研究成果の概要（和文）：脳内の局所温度を自在にコントロールすることで、神経疾患の画期的な治療法となる可能性
がある。この点に着目し、マウスの脳内に埋め込むことで局所（1mm3周囲）脳内温度を上は42℃、下は28℃まで加温冷
却出来る局所脳内温度可変システムを開発した。そして、脳内冷却に伴う組織損傷や細胞死の有無を調べた。その結果
、脳内温度を正常温度の37℃から30℃まで低下させた場合には、全く組織損傷や細胞死は観察されなかった。これらの
点より、局所脳冷却を治療に用いた場合には組織損傷を伴う副作用は生じないことが確認出来た。そして、てんかん原
性域を30℃まで低下させることで充分にてんかん発作の抑制を出来ることを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Artificial control of brain temperature is one of the therapeutic method for 
neurological disorders. We newly developed a novel electrical device to control the brain temperature in 
a restricted area. This device can locally control mouse brain temperature from 30℃ to 42℃ in vivo. 
Firstly, we examined whether local brain cooling caused tissue damage and cell death, and confirmed that 
none of those was occurred in the cooling region. We speculated that brain cooling treatment at 
epileptogenic foci could effectively suppress epileptic discharges. Notably, the cooling treatment 
drastically suppressed neuronal discharges without any side effects including the tissue damage and cell 
death.

研究分野： 分子神経生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
研究実施者は以前の研究で、感覚神経終末

や皮膚の角化細胞において痛み・温度受容に
関わることが知られている温度感受性
Transient Receptor Potential（TRP）チャ
ネルが中枢神経系にも強い発現を示すこと
を見いだした。学習・記憶の中心となる海馬
におけるTRPチャネルの発現を網羅的にスク
リーニングし、体温程度の温度（34℃以上、
J. Neurosci. 22: 5552-62、2002）、アラキ
ドン酸の代謝産物（Nature 424: 434-38、
2003）、低浸透圧刺激(Cell 103: 525-35、
2000)により活性化される TRPV4 が海馬に高
い発現を示すことを見いだした。このことは、
これまで痛み・温度受容に関わると考えられ
ていた TRPV4（J. Neurobiol. 61: 3-12、2004）
が、中枢神経系においては神経活動調節のよ
うに全く異なる役割を担う可能性を示唆し
ていた。この可能性を検証するために、野生
型と TRPV4 欠損マウスの海馬より、培養神経
細胞を調整し、静止膜電位および発火特性を
調べた。その結果、海馬神経細胞において、
TRPV4 は脳内温度により活性化されており、
その活性化を介して静止膜電位を脱分極さ
せ、神経細胞が興奮しやすい土台環境を産み
出していることが示唆された Shibasaki ら、
J. Neurosci. 2007）。この脳内温度による土
台環境の形成により、NMDA 受容体の Mg2+ブロ
ックがはずれやすくなっており、脳内温度に
よるTRPV4の活性化が神経細胞の活動を規定
する重要な要因であることを明らかとした。
これは世界初の知見であり、他に類似の研究
成果は存在しない。つまり、我々が体温を維
持していることは、外界の温度変化に対する
耐性機能や、消化酵素などの活性を維持する
ことの他に、神経活動を正に制御し、学習・
記憶を行いやすい環境を作りだしている可
能性が考察された。 
この知見により脳内温度が高くなれば、神

経興奮性が向上することが示され、40℃以上
の高温発熱で生じる熱性痙攣のメカニズム
にTRPV4が密接に関連する可能性が示された。
逆に、脳内を TRPV4 活性化温度閾値である
34℃以下にまで低下すれば、痙攣発作を抑制
出来る可能性が示唆された。 
この知見は、脳内温度情報を電気信号へと

変換し、神経情報伝達に活かす機構の存在を
意味する。この知見を元に脳内温度の恒常性
を考察した結果、行動・神経活動変化に依存
して、限られた局所においては脳内温度がダ
イナミックに変動している可能性が浮かび
上がった。しかしながら、既存のシステムや
測定方法では、そのような局所脳内温度の変
動計測が不可能であったために、民間企業と
共同でそのシステムを構築した。睡眠から覚
醒期への移行に伴い脳内温度が約 0.5℃上昇
し、この温度上昇を TRPV4 が検出することに
より神経活動が正に調節され、覚醒時の行動
制御に用いられる新たな生理機構を見いだ

している。さらには、これらの知見を土台に、
脳内で神経の異常興奮が起こった場合に局
所の脳内温度が変化しているのではないか
と仮説を立て、てんかん発作の最中に脳内の
関係部位で温度上昇が起ることを確認し、脳
内カニューレから冷却した人工脳脊髄液を
注入すると、てんかん脳波が減弱し、痙攣行
動を抑制出来ることも観察した。 
これらの結果より、脳内局所の温度を自在

にコントロールすることが出来れば、有用な
てんかん発作治療法開発に結びつく可能性
が考察された。そして、この操作を実現する
ために脳内局所の温度を人工的に任意に冷
却・加温することが出来る脳内温度可変装置
を開発した。 
 
２．研究の目的 

申請者は世界で初めて、室温条件下より
も脳内温度環境下で海馬神経細胞の興奮
性が向上する分子メカニズムを明らかと
した（Shibasaki et a. J. Neurosci. 2007
発表）。海馬には温度センサー・TRPV4（34℃
以上で活性化）が高発現しており、脳内温
度がこのセンサー分子を活性化すること
により神経興奮性が向上していた。 
本申請では、この脳内温度可変装置を用

いて、部分てんかんモデルマウスに対する
治療効果を評価し、その臨床応用を目指し
た。日本国内だけで「てんかん患者」は 100
万人、主な世界医薬品市場 7カ国合計でも
「てんかん患者数」は約 520 万人もいて、
多くの人々が日常生活で突発的に起こる
痙攣発作に苦しんでいる。既存のてんかん
治療薬は効能が低いことに加え、肝臓障害
などの副作用がひどいため、治療法として
はあまり有効ではない。そこで、異常神経
回路が特定されており、治療法開発を目指
した実験系として最適な部分てんかんモ
デルマウスをキンドリング刺激により作
製し、部分てんかん発作に伴う痙攣発作時
の神経活動変化と脳内温度変化の関連性
を検証し、てんかん発作時の局所脳内温度
変化を調べると同時に、脳内温度コントロ
ールを用いた新規治療法開発を目指した。
てんかんモデルマウスの大脳皮質に申請
者が開発した脳内温度可変プローブを埋
め込み、人工的に局所脳内を冷却する。ま
ず、この冷却処置中の加熱効果の検証も行
い、冷却に伴う副作用やその軽減の可能性
を調べる。脳内温度環境を人為的に変化さ
せた場合の TRPV4 活性を調べ、神経活動が
正常レベルにどの程度近づくのかを検討
した。 

 
３．研究の方法 
脳内温度可変装置でてんかんモデルマウ

スの原性域の温度を TRPV4 の活性化温度域
値である 34℃以下（30℃程度）にまで低下
させた場合の組織障害の有無、細胞死の有無



を脳組織標本を作製し、評価した。また、脳
内温度を低下させた際に、てんかん発作がど
の程度抑制出来るのかを脳波測定により評
価した。脳内温度冷却中に、脳内温度可変装
置を用いて、てんかん原性域を加温した場合
のマウスの行動や組織障害の有無、細胞死の
有無に関しても調べた。 
また、神経細胞以外の神経系細胞には

TRPV4 が発現していないかどうかについて
も調べた。この点を明らかにするために、脳
内における TRPV4 発現を解析した。その結
果、TRPV4 は神経細胞に加え、アストロサ
イトにも発現していることが明らかになっ
た。アストロサイトに発現する TRPV4 が機
能的であるのかを調べるために、培養アスト
ロサイトに人工的な化学合成リガンドの投
与を行い、アストロサイトに興奮が惹起され
るのかをカルシウムイメージング法を用い
て調べた。 
野生型と TRPV4KO マウスの 2系統を用いて、

部分てんかんモデルマウスを作製した（上述
したキンドリング刺激法により作製）。そし
て、これらのマウスの異常部位に脳波電極、
脳内温度可変プローブ（温度計機能も有す
る）を埋め込み、てんかん脳波とマウスの痙
攣具合・筋電図を指標に野生型マウスでは、
TRPV4KO マウスよりもてんかん発作が起りや
すいことを確認した。 
さらに、てんかん発作の最中に異常神経興

奮を引き起こしている異常部位を 34℃以下
（TRPV4 の活性化温度域値）に低下させた場
合に、野生型においてはてんかん発作が抑制
されることを調べた。TRPV4KO マウスの場合
と比較することで、脳内温度で活性化してい
るTRPV4を不活性化することでてんかん発作
の抑制につながっていることを確認出来る。
実験終了後にマウス脳切片を作製し、それら
の c-fos や arc 発現を調べ（ in situ 
hybridization法によりmRNA発現を調べるこ
とで、脳内温度変化に対応したダイナミック
な神経興奮変化を起こした神経を同定でき
る）、脳内温度冷却に伴い脳内においてどこ
の領域の神経活動が影響を受けたのかも検
討した。これらのデータを元に、脳内冷却→
TRPV4 活性の低下→神経興奮の抑制→てんか
ん発作の抑制が可能であることを立証した。
また、脳内冷却を何度まで行えば、もっとも
有用なてんかん発作の軽減が行えるのかを
調べ、部分てんかん発作に対する最大効果が
得られる温度条件を調べた。 
次に、同様のてんかん発作実験の最中に異

常神経興奮を引き起こしている異常部位に
脳内カニューレを通じて、TRPV4 特異的阻害
薬（別の共同研究で開発中）を注入し、脳内
冷却の代替として、TRPV4 特異的阻害薬を用
いて、てんかん発作の抑制が可能であるのか
も調べた。野生型と TRPV4KO マウスを用いた
実験を行うことで、TRPV4 活性の特異的な阻
害を介した作用であるのかを検証できた。 

これらの実験を通じて、我々が脳内温度

を保つことが脳機能に与える影響を細胞
レベル、個体レベルから検証し、神経の機
能調節機構としての TRPV4 イオンチャネ
ル・体温/脳内温度維持の新たな役割を明ら
かにすることを試みた。 

 
４．研究成果 
研究実施者は自身が開発した局所脳内温

度可変システムを用い、脳内冷却に伴う組織
損傷や細胞死の有無を調べた。その結果、脳
内温度を正常温度の 37℃から 30℃まで低下
させた場合には、全く組織損傷や細胞死は観
察されなかった。これらの点より、局所脳冷
却を治療に用いた場合には組織損傷を伴う
副作用は生じないことを確認した。そして、
てんかんモデルマウスを利用して、局所脳内
温度可変システムでてんかん原性域を 30℃
まで低下させることで充分にてんかん発作
の抑制が組織損傷などの副作用無しに出来
ることを見いだした。 

TRPV4 以外の温度センサーは脳内に発現
していないのであろうか？この点を明らか
にするために、脳内における TRPV2 発現を
解析した。その結果、TRPV2 がアストロサ
イトに発現していることが明らかになった。
アストロサイトに発現する TRPV2 が機能的
であるのかを調べるために、培養アストロサ
イトに人工的な侵害熱刺激（６０度程度まで
の加温）の付加を行い、アストロサイトに興
奮が惹起されるのかをカルシウムイメージ
ング法を用いて調べた。その結果、培養アス
トロサイトは約５０度以上の熱刺激により
興奮すること、その興奮が TRP チャネル阻
害剤 Ruthenium Red で阻害されることが明
らかになった。これらの結果は、アストロサ
イトにも機能的な TRPV2 が発現している可
能性を強く示唆していた。そこで、アストロ
サイトに TRPV2 が機能的に発現しているこ
とを直接確かめる実験を行った。培養アスト
ロサイトを識別するために GFAP プロモー
ター下に EGFP を発現するコンストラクト
を作製し、これを細胞に遺伝子導入した。そ
して、緑色に光った細胞のみから電流応答を
取ることで、GFAP 陽性アストロサイトの性
質を調べた。さらに遺伝子導入時に、pCAG
（Mock）あるいは pCAG –ドミナントネガテ
ィブ TRPV2 変異体（DN-TRPV2）のどちら
かを発現させた。これらの細胞に５５度程度
の熱刺激を行い、熱活性化電流の大きさを調
べた。その結果、Mock 群では外向き整流性
の大きな電流が観察されたが、DN-TRPV2
群ではその電流が消失していた。これらの結
果から、運動神経・感覚神経以外に、アスト
ロサイトにも機能的な TRPV2 が発現してい
ることが示された。さらにこの解析の中で、
TRPV4 もアストロサイトに RNA 発現が認
められること、34 度以上の温刺激に伴う
TRPV4 活性化電流が観察されることも明ら
かになった。 



 
そこで、アストロサイトに発現する

TRPV4 の生理学的意義を解析したところ、
脳内で神経細胞が活動し、アラキドン酸が産
生すると、これを少数だけ存在する TRPV4
陽性アストロサイトがキャッチ。するとグリ
ア性伝達物質である ATP が放出することが
判明した。この ATP を介して、周りのアス
トロサイトへと次々に興奮信号が伝播し、そ
れらのアストロサイトから別の伝達物質で
あるグルタミン酸が放出し、神経活動が増強
することを突き止めた。 
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