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研究成果の概要（和文）： 
脂質メディエーターの脳におけるシグナリング経路および生理学的・病態生理学的役割に関し

ては不明な点が多く残されている。そこで本研究では脳内で作用する脂質メディエーターのう

ち、スフィンゴシン-1-リン酸 (S1P)に着目し、アストロサイトに対する影響およびその意義に
ついて TRPチャネル研究の観点から解析を行った。その結果細胞外から適用した S1Pはアス
トロサイトに対して TRPC チャネルを介した Ca2+応答を惹起し、ケモカインである CXCL1
遊離を惹起することが明らかとなった。その生理的意義や細胞内メカニズムに関しては更なる

解析を必要とする。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Sphingosine-1-phosphate (S1P) is a biologically active lipid that has an important role 
in regulating the growth, survival and migration of a variety of cells; however their 
roles in the brain remain to be elucidated. Transient Receptor Potential Canonical 
(TRPC) channels, Ca2+-permeable nonselective cation channels, are expressed in 
astrocytes and involved in Ca2+ influx after G-coupled receptor stimulation. In the 
present study, we demonstrate that S1P-induced Ca2+ responses and resultant CXCL1 
release can be attributed to TRPC-mediated extracellular Ca2+ entry in cultured 
astrocytes. Further investigations are required to identify the mechanisms of 
S1P-evoked astrocyte activation. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 脂質メディエーターとしてはプロスタグ
ランジンやロイコトリエン、内因性カンナビ
ノイドなどの生理活性がよく知られている
が、細胞膜を構成するセラミドの分解代謝物

スフィンゴシンから sphingosine kinase に
よって産生されるスフィンゴシン-1-リン酸 
(sphingosine-1-phosphate; S1P)もまた近年
その生理活性に注目が集まりつつある。S1P
の特異的な受容体には、S1P1-5 の 5 つの
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GPCRサブタイプが同定されている。S1Pが
これら特異的な GPCRに結合することで、多
様な細胞において、増殖や遊走・神経栄養因
子やサイトカインの遊離など、様々な細胞応
答が引き起こされることが報告されている。
しかしながら、S1P や S1P 受容体は脳内に
豊富にその存在が認められているものの、そ
の生理活性については不明な点が多くのこ
されていた。また、アストロサイトに S1P受
容体が発現していることや、S1Pが作用をお
よぼすことも数報報告されていたものの、そ
の細胞内シグナリングや生理的役割につい
てはほとんど明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
当研究室では以前、血液由来因子であるトロ
ンビンをアストロサイトに適用することに
より、アストロサイトが活性化することを見
出し、そのメカニズムとして、Ca2+透過型カ
チオンチャネルである TRPC チャネルの一
種 TRPC3を介するCa2+流入が重要な役割を
果たしていることを報告していた。S1P は
thrombin と同様に、アストロサイトにおい
て GPCR を介した細胞内 Ca2+応答を惹起す
ることが知られているが、過去に報告されて
いる S1P 誘発アストロサイト機能変化と
Ca2+シグナリングの関与についての詳細な
メカニズムはこれまで明らかになっていな
かった。そこで、本研究では S1P適用により
誘発されるアストロサイトの細胞機能変化
における TRPC チャネルを介した Ca2+シグ
ナリングのメカニズムおよびその生理学的
意義に関して検討を行った。 
 
３．研究の方法 
実験に用いた初代培養大脳皮質アストロサ
イトは、Wistar系ラット新生仔より全脳を摘
出して大脳皮質を単離後調製した。培養 2-4
週間後に振とう法によりエンリッチ作業を
行いアストロサイト以外の細胞を除去した
後、各種実験に用いた。各遺伝子の mRNA
発現量変化は real-time RT-PCR法により、
CXCL-1 遊離は ELISA 法により検出した。
それ以外の方法に関しては、適宜研究成果欄
に記載した。 
 
４．研究成果 
	
 はじめに、アストロサイトにおける TRPC
ファミリーの発現を RT-PCR 法を用いて確
認した。TRPC ファミリーのうち、TRPC1
および TRPC3 から TRPC6 までの発現が観
察され、TRPC7の発現は認められなかった。 
続いて、アストロサイトにおける S1P受容体
サブタイプの発現を確認した。S1P受容体サ
ブタイプのうち S1P1、S1P2、および S1P3
の発現が観察された（図 1）。 
	
 S1P は細胞内 Ca2+濃度増大を誘発するこ

とが知られていることから、次に S1P適用に
よる細胞内 Ca2+濃度変化を、fura-2AMを用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
いた Ca2+イメージング法により観察した。ア
ストロサイトに、S1Pの濃度を 0.01 µMから
10 µMの 4点の濃度で適用したところ、S1P
の濃度依存的に、一過性 Ca2+応答や、その後
の持続性の Ca2+濃度の上昇が観察された。次
に、S1P誘発 Ca2+応答に関して、TRPCチャ
ネルの関与を検討した。細胞内の Ca2+濃度上
昇の機構には、細胞内の Ca2+ストアからの放
出と細胞外からの Ca2+流入がある。そこで細
胞外 Ca2+不含条件下において、S1P (1 µM)
を適用したところ、一過性応答には差が無く、
その後の持続的な Ca2+応答が消失した。この
ことから、一過性 Ca2+応答は、細胞内 Ca2+

ストアからの Ca2+放出に依存し、持続的な
Ca2+応答は、細胞外からの Ca2+流入に起因す
ると考えられる（図 2）。そこで、細胞内への
Ca2+流入経路として報告されている TRPC
チャネルの広範な阻害薬である Pyr2 を適用
したところ、一過性応答は変化しなかったの
に対し、持続的な Ca2+濃度の上昇は有意に減
少したことから、S1P誘発 Ca2+応答に TRPC
チャネルが関与することが示唆された。さら
に、TRPCファミリーのうち TRPC3に着目
し、選択的阻害薬である Pyr3 を適用したと
ころ、Pyr2 と同様に、S1P 単独適用群に比
べ持続的な Ca2+ 濃度上昇が有意に減少した。
この結果から、S1P誘発 Ca2+応答において、
TRPC3が主に関与することが示唆された。 
	
 さらに JTE013 (S1P2選択的阻害薬) およ
び CAY10444 (S1P3選択的阻害薬)の投与に
より一過性応答、持続的な Ca2+応答の両方が
減弱傾向を示した。この結果は更なる解析を
必要とする。また、PLC阻害薬の投与により
S1P 誘発 Ca2+応答が抑制されたが Gβγ阻害
薬である gallein は影響を及ぼさなかった。 
また S1P１受容体選択的アゴニストである
SEW2871はほとんどCa2+応答を起こさなか
った。これらの結果から、アストロサイトに
おける S1P 誘発 Ca2+応答は Gq 共役型受容
体であるS1P2およびS1P3を介していると考
えられる。 
	
 次に、アストロサイトにおいて S1Pにより
誘発される機能変化に、TRPCチャネルを介
した Ca2+シグナリングが関与しているかを 

図 1. ラット大脳皮質アストロサイトにおける S1P 
受容体の RT-PCR による解析. マーカー (M) 
は 100bp DNA size ladderを示す。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
検討する為、S1Pにより惹起されるアストロ
サイトの形態変化を観察した。写真において、
緑はファロイジン染色によりアクチン骨格
を、青はヘキスト染色により核を表している。
無血清条件下で 3 時間培養した際、放射状の
突起を持つ星状化したアストロサイトが観
察されたのに対し、1 µMの S1P処置群では、
突起の消失とアストロサイトのストレスフ
ァイバーが観察された。そこで、S1Pによっ
て惹起される形態変化に対する Ca2+シグナ
リングと TRPC チャネルの関与を検討した。
細胞膜透過性の Ca2+キレータである
BAPTA-AM、及び Pyr2、Pyr3は、S1Pで誘
発された形態変化に影響を及ぼさなかった。
このことから、S1P誘発アストロサイト形態
変化は TRPC チャネルを介した Ca2+シグナ
リングに依存的ではないと考えられる（図 3）。 
	
 次に、S1Pにより惹起されるアストロサイ
トの遊走における TRPC チャネルの関与を
検討するため、scratch-wound assayを行っ
た。24 時間の無血清処置後、細胞を scratch
し、72時間薬物処置を行った。遊走面積を定
量した結果、S1P (1 µM)処置群において、ア 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ストロサイトの遊走が有意に増大した。また、
Pyr3 との共処置群において、S1P 単独適用
により誘発された遊走度に対し、有意差はみ
られなかったものの、抑制傾向がみられた。
この点に関して今後の更なる検討が必要で
ある。 
	
 次に S1P (1 µM) 処置によりアストロサイ
トにおいて、遺伝子発現量変化があるかどう
か追求した。その結果、TRPC1,3,6やbFGF、
BDNF、NGF、GDNFの mRNA発現量には
変化は見られなかったが、S1P (1 µM)の 12
時間処置でケモカインの一種である CXCL1
の mRNA発現量に増大が観察された。 
	
 次に ELISA法により検討したところ、S1P 
(1 µM)の 6時間処置により CXCL1遊離量は
有意に増加した。またこれは TRPCチャネル
阻害薬の Pyr2、また S1P3選択的アンタゴニ
ストである CAY10444 の共処置によって抑
制された。一方で S1P１選択的アンタゴニス
トの W146、S1P2 選択的アンタゴニストの
JTE013の共処置は影響しなかった。 
	
 以上の結果より、細胞外適用した S1Pはア
ストロサイトに対してGq共役型GPCRであ
る S1P2 受容体および S1P3 受容体を介して

TRPC チャネルを介した Ca2+応答を惹起し、

ケモカインである CXCL1 遊離を惹起するこ
とが示された(図 4)。その生理的意義や細胞
内メカニズムに関しては更なる解析を必要

とする。 

図 2. ラットアストロサイトにおける S1P 誘発
Ca2+応答。 A-D, S1P (0.01-10 µM)適用によ
る 2 相性の Ca2+ 応答 。６つの細胞の代
表例を示す。E, Ca2+不含条件下における
S1P (1 µM)誘発 Ca2+ 応答の消失。 

図 3. ラットアストロサイトにおける S1P 誘発
形態変化。写真は以下の 3時間の各処置の
代表例を示す。 (A), S1P (1 µM) (B), S1P 
and BAPTA-AM (3 µM) (C), S1P and Pyr2 
(10 µM) (D), S1P and Pyr3 (10 µM)。(E) ス
ケールバーは 50 µmを示す。 

 



	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
 
図 4. S1Pによる特異的受容体を介したアス

トロサイトへの作用の模式図 
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