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研究成果の概要（和文）：脳は虚血状態に弱いため、低酸素状態を素早く感知し応答することが必要である。し
かし、これまで脳内における局所的な酸素分圧の感知・応答機構はまだ分かっていない。本研究では、アストロ
サイトに着目し、脳内低酸素応答機構の解明を目指した。大脳皮質から単離したアストロサイトにおいて低酸素
刺激によりATPを放出することが確認され、このATP放出はTRPA1阻害剤AP-18処置したアストロサイトもしくは
TRPA1ノックアウトマウス由来アストロサイトでは確認されなかった。このことより、大脳皮質由来アストロサ
イトにおいて、TRPA1が酸素センサーとして機能していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The brain is highly vulnerable to O2 deprivation. It is understood that 
specialized O2-sensing elements have evolved to monitor and ensure adequate oxygenation of the 
arterial blood supplying the central nervous system (CNS) with O2. However, peripheral 
chemoreceptors are unable to directly monitor local pO2 changes, which results from variable levels 
of neuronal activity or blood perfusion within CNS. Here, we have found that oxygen-sensitive TRPA1 
channels is activated by hypoxia in astrocytes. This induces Ca2+ influx that triggers release of 
ATP from astrocytes to potentiate the activity of the respiratory center. These results suggest that
 astrocytic TRPA1 plays a specific role in hypoxia adaption of respiratory depth.

研究分野：生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳虚血とは、脳の循環血液量が減少し、機能障害を生ずる状態である。脳は虚血状態に非常に弱いことから、低
酸素状態を素早く感知し虚血状態を打破するための応答が必要である。しかし、脳内における局所的な酸素分圧
の感知・応答機構はまだ分かっていない。本研究では、脳内において酸素感受性イオンチャネルであるTRPA1チ
ャネルが、酸素センサーとして働いていることを見出した。本研究の成果は、虚血性細胞障害に対する治療戦略
を考える上で、標的にすべき細胞、分子を明確にすることが求められていることから、疾病の予防・治療戦略の
確立にも影響を与えると予想される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 酸素 O2 は、我々好気性生物の生存に必須の物質である。特に脳は、数分の虚血状態でも死
に至ることから酸素がない状態に非常に弱い器官である。脳がこのような緊急事態に対応する
ためには、体内に取り込む O2の分圧を鋭敏に感知し、組織への O2の供給を迅速に制御する機
構が必要である。旧来より、生体における O2分圧の感知には動脈の血中 O2濃度を感知する頸
動脈小体のグロムス（glomus）細胞が重要であると考えられてきた。グロムス細胞では、複数
の経路を介して低酸素環境が K+チャネルの活性を抑制することで脱分極によるグロムス細胞
からの神経伝達物質放出を促す。この酸素濃度情報が中枢へと伝わることにより、呼吸・心機
能・血流が増進すると考えられている。しかし、頸動脈小体以外では、気管、肺、心臓におい
て感覚神経や迷走神経が低酸素環境あるいは虚血時の組織における O2 の低下を感知すること
が報告されているが、その重要性は十分には認識されていない。 
 近年、脳における酸素受容器としてアストロサイトが注目されている。アストロサイトは、
神経伝達物質の取り込みやシナプス周辺のイオン環境など脳の環境を適切に維持する一方で、
神経細胞と脳血管の双方に接して神経伝達や脳血流といった脳の重要な機能を制御している。
これらの制御にはアストロサイト内の Ca2+濃度上昇が重要であり、例えば Ca2+濃度上昇によ
りグルタミン酸、アデノシン三リン酸（ATP）、D-セリンを放出したり、血管拡張因子を作り
出したりすることにより、脳内の血流の増加や減少を調節していると考えられる。しかし、こ
れまでの研究では、酸素センサーの実体を含むアストロサイトにおける脳内酸素濃度感知機構
については不明である。 
 TRP（Transient Receptor Potential）チャネルは、各々が特徴的な活性化の物理的・化学的
感受性を示すセンサーチャネル群である。これまでの研究で、TRPA1 は高い酸化感受性を示
し、低酸素もしくは高酸素刺激に応じて活性化されることや、TRPA1 が迷走神経における酸
素センサーとして、体外の低酸素或いは高酸素環境に呼吸機能を適応させることが報告されて
いる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、アストロサイトにおける TRP チャネルを介した脳内低酸素応答機構の解明を
目指す。そのために、TRPチャネル欠損マウスを有効利用し、以下の項目を中心に研究を展開
することで、低酸素環境の感知から応答まで理解を深める。 
(1) 酸素センサー分子の同定 
 アストロサイトの酸素センサーとして、TRPA1を第一候補として研究は始める。TRPA1欠
損マウスを用いて、アストロサイトにおける低酸素応答を比較することで、酸素センサー分子
の同定を行う。TRPA1が酸素センサーでない場合は、TRPM7など他の TRPチャネルに照準
を変える。TRPM7 は無酸素かつグルコースを除去させた状態では、細胞が産生する活性酸素
種や活性窒素種によって TRPM7が活性化されることにより細胞死が引き起こされることが報
告されている。 
(2) 低酸素刺激によるグリオトランスミッター放出機構 
 アストロサイトでは、グルタミン酸、ATP、D-セリンなど様々な生理活性物質（グリオトラ
ンスミッター）を放出することが知られており、周辺のニューロンと双方向的にシグナル伝達
物質を放出することで、低酸素刺激に応じて直接呼吸調節を行っている可能性が考えられる。
そこで、TRP欠損マウスでは、グリオトランスミッターの放出や各種生成物質にどのように影
響を与えるか評価する。 
(3) 低酸素刺激による脳血流制御機構 
 アラキドン酸から産生されるエポキシエイコサトリエン酸（epoxyeicosatrienoic acid: EET）
やプロスタグランジン E2（prostaglandin E2: PGE2）など細動脈血管拡張に結び付くメディ
エーターの放出に着目し、アストロサイトによる直接的血流制御を解明する。 
(4) 低酸素応答における遺伝子発現機構 
 TRP欠損マウスにおいて、赤血球増殖（erythropoietin: EPOなど）や血管新生（vascular 
endothelial growth factor: VEGFなど）、解糖系の亢進（lactate dehydrogenase A: LDHAな
ど）など、支配遺伝子について発現や機能を評価する。 
 
３．研究の方法 
 アストロサイトにおける低酸素環境感知・応答機構について解明するため、酸素センサー分
子の同定、低酸素刺激によるグリオトランスミッター放出機構、低酸素刺激による脳血流制御
機構、低酸素応答における遺伝子発現機構の４つの課題について研究を進める。基本的には、
TRP欠損マウスを用いて、アストロサイトにおける低酸素応答や放出物質を野生型と比べるこ
とで研究を進める。酸素センサーとしては TRPA1 をターゲットして始めるが、進行具合によ
っては TRPM7もターゲットして研究を進める。 
(1) 酸素センサー分子の同定 
 アストロサイトにおける酸素センサー分子の同定について、TRPチャネルを中心に行う。ま
ず、マウスより単離したアストロサイトにおける TRPA1の発現を RT-PCRおよびウェスタン
ブロット法により確認する。また、TRPA1に特異的な活性化剤（AITCなど）や阻害剤（AP-18
や HC-030031など）を用いて細胞内 Ca2+イメージング法および電気生理学的手法により、ア



ストロサイトにおける TRPA1の機能的な発現を確認する。次に、低酸素刺激に応じた TRPA1
の活性化を細胞内 Ca2+イメージング法および電気生理学的手法により評価する。低酸素刺激は、
予めN2ガスにより酸素分圧が 10%に制御された溶液を用いる。TRPA1が酸素センサーでない
場合は、TRPM7について評価する。TRPM7は低酸素環境を感知し、細胞内にMg2+を透過す
ることが知られている。 
(2) 低酸素刺激によるグリオトランスミッター放出機構 
 代表的なグリオトランスミッターであるグルタミン酸、ATP、D-セリンについて、TPRA1
欠損マウスを用いて、低酸素刺激における放出を評価する。グルタミン酸や D-セリンは NMDA
型グルタミン酸受容体に、ATPは代謝型 ATP受容体（P2X受容体）活性化を介してシナプス
伝達を制御しうる。グリオトランスミッターの放出は、低酸素培養後各種アッセイキットを使
う方法やガス制御装置を装備したプレートリーダーを用いて、TRP欠損マウスを評価する。 
(3) 低酸素刺激による脳血流制御機構 
 言語など様々な活動によって、大脳皮質で局所的に血流が増加することが知られているが、
ニューロンは血管に直接接していないため、この反応には直接関わっていないと考えられる。
一方、ニューロンからグルタミン酸を受け取ったアストロサイトは、Ca2+濃度振動を起こし、
血管に接している周囲のアストロサイトへ伝播することで血管を拡張させる。本研究では、低
酸素刺激に応じて酸素センサーより細胞内に流入した Ca2+により血管が拡張されると仮定し、
そのシグナル経路の解明を目的とする。まずは TRP 欠損マウスを用いて、アラキドン酸から
産生されるエポキシエイコサトリエン酸（epoxyeicosatrienoic acid: EET）やプロスタグラン
ジン E2（prostaglandin E2: PGE2）など細動脈血管拡張に結び付くメディエーターの放出に
着目する。 
(4) 低酸素応答における遺伝子発現機構 
 低酸素に曝露されると、赤血球増殖（erythropoietin: EPO など）や血管新生（vascular 
endothelial growth factor: VEGFなど）、解糖系の亢進（lactate dehydrogenase A: LDHAな
ど）などに関連するタンパク質が誘導される。この遺伝子発現には、低酸素誘導性因子
（hypoxia-inducible factor: HIF）が中心的な役割をしており、プロリン水酸化酵素（prolyl 
hydroxylase: PHD）を酸素センサーとして HIFは低酸素環境下で細胞内に誘導され転写因子
として機能する。本研究では、まず PHD非依存的なHIF制御の可能性を確かめるために、TRP
欠損マウスのアストロサイトにおいて、低酸素曝露時の HIF 関連タンパク質の発現について
RT-PCRやウェスタンブロット法により解析する。また、HIF関連タンパク質以外の発現を確
認するため、野生型と TRP欠損マウスのアストロサイトにおいてマイクロアレイ解析により、
網羅的に新規関連遺伝子の探索を行う。 
 
４．研究成果 
 平成 28年度は、アストロサイトの酸素センサーとして、TRPA1が機能しているかをマウス
のアストロサイト細胞株 C8-D1A細胞を用いて検証した。RT-PCR法により、C8-D1A細胞に
TRPA1が発現していることを確認した。また、細胞内 Ca2+イメージング法により、TRPA1の
特異的な活性化剤である AITCによる細胞内 Ca2+濃度上昇が確認され、さらにこれは TRPA1
の特異的な阻害剤であるAP-18により阻害されたことから、C8-D1A細胞には機能的なTRPA1
が発現していることが確認出来た。次に、10%O2 により低酸素刺激を行うと、細胞内 Ca2+濃
度上昇が確認され、さらに AP-18 により阻害されたことから、C8-D1A 細胞において TRPA1
は酸素センサーとして働き、細胞内へ Ca2+シグナルを伝えることが解明された。同様の現象は、
マウスより単離したアストロサイトでも観察され、TRPA1KOマウスより単離したアストロサ
イトでは低酸素刺激による、細胞内 Ca2+濃度上昇が確認されなかった。 
 平成 29年度は、マウスの大脳皮質から単離したアストロサイトにおいて、TRPA1が酸素セ
ンサーとして機能しているかを検証した。低酸素刺激を行うと細胞内 Ca2+イメージング法にお
いて細胞内 Ca2+濃度上昇が確認され、さらにこれは TRPA1の特異的な阻害剤である AP-18に
より阻害されたことから、大脳皮質由来アストロサイトには機能的な TRPA1 が発現している
ことが確認出来た。また、TRPA1遺伝子を欠損させた TRPA1ノックアウトマウスから単離し
たアストロサイトでは、酸素刺激に伴う細胞内 Ca2+濃度上昇は、野生型に比べて半分なってい
た。このことから、大脳皮質由来アストロサイトで TRPA1 は酸素センサーとして機能してい
るが、TRPA1 ノックアウトマウスでは他の補償的な低酸素感知機構が働いている可能性が示
唆された。さらに、大脳皮質から単離したアストロサイトにおいて低酸素刺激により ATPを放
出することが確認され、この ATP 放出は AP-18 処置したアストロサイトもしくは TRPA1 ノ
ックアウトマウス由来アストロサイトでは確認されなかった。以上のことより、大脳皮質由来
アストロサイトにおいて、TRPA1が酸素センサーとして機能していることが示唆された。 
 平成 30年度は、酸素センサーである TRPA1がミトコンドリア制御タンパク質との機能的連
関により、酸素濃度依存的にミトコンドリアの活性を調節する仮説を検証した。TRPA1 が豊
富に発現している後根神経節(DRG)を用いて、内在性の TRPA1がミトコンドリアへの局在を
検討した。マウスより DRGを急性単離し、TRPA1抗体を用いて免疫染色を行うと、ミトコン
ドリアに TRPA1由来のシグナルを確認することが出来た。次に、ミトコンドリア局在型 Ca2+

インジケーターやミトコンドリア膜電位測定色素 JC-1を用いることにより、TRPA1はミトコ
ンドリア呼吸鎖構成タンパク質と複合体を形成することで、ミトコンドリア内への Ca2+取り込



み・放出経路として機能していることが明らかとなった。さらに、ミトコンドリア局在型の活
性酸素種（ROS）センサーを用いることにより、TRPA1はミトコンドリア内の ROS産生に関
係することが示唆された。最後に、TRPA1 による代謝制御を調べるために、ピルビン酸脱水
素酵素(PDH)のリン酸化を評価したところ、TRPA1チャネルを介した Ca2+流入が PDHの活
性を制御することが示唆された。以上より、TRPA1 がミトコンドリア局在タンパク質と相互
作用することで、ミトコンドリアの Ca2+取り込み・放出を担う分子として働き、ROS 産生や
エネルギー代謝変換などミトコンドリアを機能的に制御する可能性が明らかとなった。 
 以上より本研究では、脳内において酸素感受性イオンチャネルである TRPA1 チャネルが、
酸素センサーとして働いていることを見出した。本研究の成果は、虚血性細胞障害に対する治
療戦略を考える上で、標的にすべき細胞、分子を明確にすることが求められていることから、
疾病の予防・治療戦略の確立にも影響を与えると予想される。本研究では、研究代表者が途中
で異動したため、研究期間中にすべての課題を行うことが出来なかった。今後は、課題（3）と
（4）を進め、「アストロサイトにおける TRP チャネルを介した脳内低酸素応答機構」の全体
的な理解へつなげていく。 
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