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研究成果の概要（和文）：中枢性および末梢性神経疾患の発症および病態進行の機序解明には分子病理の解明と新しい
治療標的の提示が必要である。本研究では神経細胞やグリア細胞、末梢由来免疫細胞に発現するカチオンチャネルTRP
分子群に焦点を当て精査した結果、脳内出血の病態にアストロサイトTRPC3活性化抑制が有効であること、S1Pによるア
ストロサイト活性化にTRPC6開口が関与すること、ミクログリアのTRPM2開口が炎症性活性化を媒介すること、オキサリ
プラチン誘発末梢神経傷害にTRPA1過敏化が関与すること、TRPV1開口がミクログリア走化性を亢進することが明らかに
なり、これらのTRP分子群の治療標的としての有用性が示された。

研究成果の概要（英文）：To provide new insights into the molecular mechanisms and identify promising 
therapeutic targets are needed to elucidate the initiation and progression of neurological diseases. The 
importance of neurons, immune and glial cells in neurological diseases is becoming revealed and 
understood; however the pathophysiological roles of TRP channels in neurological diseases remain to be 
completely elucidated. In vitro and in vivo experiments demonstrate that 1) TRPC3 inhibitor Pyr3 improves 
outcomes after intracerebral hemorrhage in mice, 2) TRPC6 is involved in S1P-induced astrocytic 
responses, 3) TRPM2 contributes to LPS/ interferon gamma-induced production of nitric oxide in microglia, 
4) Involvement of TRPA1 activation through oxidative modification oxaliplatin-induced acute peripheral 
neuropathy, 5) Activation of mitochondrial TRPV1 contributes to microglial migration, suggesting that the 
above-mentioned TRP channels may constitute a new therapeutic target for neurological disorders.

研究分野：薬理学

キーワード： TRPチャネル　グリア細胞　神経変性疾患　脳内炎症　カチオン輸送
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１．研究開始当初の背景 
中枢性および末梢性の神経疾患は、世界中で
症例数が増加しつつあり、その根本的な新規
治療法の開発が急務となっている。しかしな
がらその病態進行を阻止できる根本的治療
薬は前臨床化合物を含めてもほとんどなく、
最大のアンメットニーズと言われており、そ
の解決には、同神経疾患の分子病理解明と新
しい治療標的の探索が必要であると考えら
れてきた。 
 申請者を含め多くの研究から、神経機能の
変性・変質はそれ自体で起こるだけでなく、
神経機能を支えているグリア細胞や末梢血
免疫細胞の機能異常が深く関与することが
示されつつあった。しかし、これら細胞が同
時多発的な異常を起こす分子メカニズムに
は不明な点が多く残されてきた。さらにこれ
らの細胞において細胞内 Ca2+動態の変動が
主要な調節的役割を担うことが従来から示
されてきたが、その変動を担うメカニズムや
Ca2+流入を担う分子実体については未解明
な点が多く残されてきた。 
 
２．研究の目的 
前記した背景を踏まえると、神経細胞やアス
トロサイト、ミクログリア、末梢由来免疫細
胞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、このような細胞
の異常活性化が関与する中枢性および末梢
性の神経疾患の治療介入に貢献することが
期待される。 
 Transient receptor potential（TRP）チャ
ネルは哺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が (Wu et al., 
2010)、上記の細胞群における病態生理学的
役割に関しては、未だに不明な点が多く残さ
れている。 
 そこで本研究では，神経細胞、グリア細胞、
脳内に浸潤する免疫細胞の病態生理学的な
役割に焦点をあわせることを目的とした。そ
の過程において、必要に応じて各脳細胞の単
体培養系を用い、病態を模した刺激により活
性化された際の細胞機能変化について追求
するとともに、病態モデルにおいて標的 TRP
チャネル阻害がどのような影響を及ぼすか
について検討することが、基礎的知見の提供
に資すると考え、これを目的とした。以下項
目ごとに目的および結果について概説する。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス脳内出血モデルの作製および評価 
 コラゲナーゼ注入による脳内出血
(intracerebral hemorrhage : ICH)モデルを
作製する際には、C57BL/6J 系雄性マウス 
(8-12 weeks、20-30 g) の線条体にコラゲナ
ーゼ (0.025 U/0.5 l) を注入した。自家血注
入による ICH モデルを作製する際には、マ
ウス尾静脈より採血を行った後、5 分以内に

cICH と同様の投与部位に自家血 (15 l) を
注入した。TRPC3選択的阻害薬である Pyr3
は HCO-60 に溶解し、ICH 惹起 5 分後にそ
れぞれ 1, 10, 20 nmol/5 µl で脳室内投与し、
その後 1日 2回 2, 20, 40 mg/kgにて腹腔内
に投与した。神経症状の評価には 28 段階の
neurological deficit score (NDS)を算出する
ことにより行った。運動機能障害の評価には
3分間の加速試験 (40 rpm/min) を行うロー
タロッド試験を用い、マウスが落下するまで
の潜時を測定した。ロープグリップ試験は運
動機能障害を 6段階で評価した。免疫組織化
学を行う際には凍結切片を作製し、抗 S100
抗体を用いてアストロサイトを可視化した。
神経細胞の脱落は血腫周辺の Nissl陽性反応
が低い領域の面積から算出した。浮腫は
bregma の断面において出血側の脳の半球面
積を反対側と比較することで算出した。 
 (2)培養ミクログリアを用いた in vitro実験 
 ラット初代培養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。 
(2)培養アストロサイトを用いた in vitro実験 
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、培養ミクログリ
ア実験に準拠した。 
(3)マウス DRGニューロン初代培養 
両側の L1-L6 後根神経節（DRG）を
C57BL/6 Jマウス（6-8週）より採取し、DRG
をHank‘s balanced salt solutionに 0.3%コ
ラゲナーゼと 0.4%のディスパーゼを加えた
ものの中で 1時間 37°Cで培養した。その後
Percoll（Sigma-Aldrich）の 30%溶液と 60%
溶液の濃度勾配を用いて DRG ニューロンと
その他を遠心分離した。細胞は Dulbecco’s 
modified Eagle medium（Sigma）に 10%の
熱非動化ウシ胎児血清（Sigma）、ペニシリン
G（ 100 U/mL）ストレプトマイシン
（100 μg/mL）を加えた培地に再懸濁し、ラ
ミニンでコートしたガラス上に播種し、その
後の実験に用いた。 
(4)細胞株培養とトランスフェクション 
HEK 293T 株化細胞は GlutaMAX I 添加
Dulbecco’s modified Eagle’s medium
（DMEM）に 10%の熱非動化ウシ胎児血清
（Sigma）を加えた培地を用いて、37°C・5% 
CO2条件下で培養した。 HEK 293T株化細
胞は SuperFect Transfection Reagentまた
は Lipofectamine 2000 を用いて、目的のプ
ラスミドをトランスフェクトし、2 日後細胞



を PLL でコートしたガラス上に再播種し、
実験に用いた。 
 (5)電気生理学的検討 
電気生理学的測定は室温で行った。電極は外
径 1.5 mmのガラスキャピラリー（ナリシゲ、
日本）を P-87 マイクロピペットプラー
（Sutter、Novato、CA）で引く事で作成し
た。アクセス抵抗は電極に電極内液を入れた
状態で細胞外液に浸した際に 2-5 MΩとなる
ように調整した。ホールセルパッチクランプ
には、細胞外液には NaClを主体としたの溶
液を用い、電極内液にはセシウムを主体とし
た 溶 液 を 用 い た 。 測 定 に は EPC-10 
patch-clamp amplifier と PATCHMASTER 
softwareを用いた。 
 (6)細胞内 Ca2+濃度測定 
ガラス上に播種した細胞を 5 μM の細胞内
Ca2+指示薬である fura-2AM（同仁科学研究
所）を Krebs-Ringer solutionに溶かした溶
液に 30-40分、37°Cで浸した。蛍光画像は
5秒毎に励起光 340または 380 nm、蛍光 510 
nmで、AQUACOSMOS/ORCA-AG imaging 
system（浜松ホトニクス）を用いて撮影した。
実験は室温で行った。励起 /蛍光＝ 340 
nm/510 nm の蛍光強度（F340）を励起/蛍光
＝380 nm/510 nm（F380）で割る事で比を算
出し（F340/F380）これを細胞内カルシウム濃
度の指標とした。測定開始時に F340/F380 が
1.5 を越えるものは除外した。細胞の生存を
確認するためにイオノマイシンを用いた。 
 (6)疼痛実験におけるマウス行動評価 
オキサリプラチンは 5%グルコース溶液に溶
かし、マウス腹腔内に投与した。機械的非侵
害刺激に対する感受性は、刺激強度の異なる
フィラメント（ 0.008-1.0 g）を用いて
up-down法により測定し、50%機械的刺激閾
値を算出することで評価した。冷侵害刺激に
対する感受性は、5℃の cold plate 上にマウ
スを乗せ、疼痛関連行動を観察することによ
り評価した。後足を持ち上げる、あるいは後
退りを 1 点、跳躍を 2 点とし、60 秒間の合
計スコアを算出した。過酸化水素誘発異常感
覚行動として、足裏を舐める、足を振る行動
を何分行うかを、過酸化水素投与後 5分間に
わたって測定した。その際、過酸化水素は生
理食塩水に溶かし、マウスは腹腔内にオキサ
リプラチン（5 mg/kg）、ジメチルオキサレー
ト（1.7 mg/kg）、白金代謝物（4.8 mg/kg）
または 5%グルコース溶液を、過酸化水素
（0.5%、20 μL）足底内投与 2時間前に投与
した。 
 
４．研究成果 
(1)脳内出血誘発脳機能障害におけるアスト
ロサイト TRPC3の病態生理学的役割 
脳内出血 (intracerebral hemorrhage: ICH) 
は脳血管疾患の中でも特に死亡率の高い疾
患であり、発症後たとえ一命を取り留めたと
しても重篤な後遺症を呈することが多い。近
年、血管の破綻によって組織に漏出した血液

由来因子が、ICH後の二次的な病態増悪に関
与することが示されつつある。血液凝固因子
であるトロンビンは脳内出血傷害後の神高
次脳機能障害の発生に関与すると想定され
てきたが、その詳細については不明な点が多
く残されてきた。これまでにラット初代培養
アストロサイトにトロンビンを処置すると、
TRPC3 が開口し、アストロサイトの形態変
化や炎症誘発性タンパク S100B の発現増強
および増殖促進が誘導されることを報告し
てきたことから(Shirakawa et al., 2010)、本
検討ではコラゲナーゼまたは自家血注入に
より ICHモデルマウスを作出し、Pyr3の影
響について検討した。 
 はじめに、コラゲナーゼ注入による ICH惹
起 1-7日後における神経機能障害や運動機能
傷害について検討した。NDSは ICH惹起 1
日後をピークに増悪が認められたが、これは
Pyr3投与により ICH惹起 1-7日において有
意に減少した。ロープグリップ試験やロータ
ロッド試験においても Pyr3 は運動機能を回
復させた。また、Pyr3は cICH惹起 3日後の
脳傷害や浮腫も有意に減少させた。Pyr3 は
ICH惹起1日後からの投与でも有意な改善作
用を示した。免疫組織化学的検討により、血
腫周辺部におけるアストロサイトと想定さ
れる S100陽性細胞数は ICH惹起 1-7日後に
わたって増大するが、これは Pyr3 を投与す
ると有意に抑制することが明らかになった。 
 次に BBB を破綻することなく血液成分の
みの影響を観察できることが知られている
自家血注入 ICHモデルにおけるPyr3の作用
について検討したところ、Pyr3はロータロッ
ド試験、ロープグリップ試験のスコア増悪を
有意に抑制し、血腫周辺部位の S100 陽性細
胞数の増大を有意に抑制した。以上の結果よ
り、TRPC3は ICH後のアストロサイトの活
性化を介して ICH の二次的な病態の増悪を
惹起することが示された。 
(2)アストロサイト活性化およびサイトカイ
ン遊離における TRPC6 の役割〜脳内出血お
よび多発性硬化症の病態に則した活性化刺
激による検討〜 
脳内に最も豊富に存在するグリア細胞であ
るアストロサイトは、神経細胞の機能維持な
どにおいて重要な生理的役割を果たす一方
で、その異常活性化により中枢性疾患の病態
を増悪することが知られている。また脳内出
血後に血管の破綻により組織に漏出する血
液由来因子の一つとして、血中に豊富に存在
する生理活性脂質である sphingosine-1- 
phosphate (S1P)の作用に注目が集まるが、
アストロサイトにおける S1P誘発Ca2+応答
の詳細については不明な点が多く残されて
いる。そこで本検討では S1P誘発 Ca2+応答
とそれに続くアストロサイト活性化におけ
る TRP チャネルの関与について検討した。
S1P (1 µM)をラット大脳皮質由来培養アス
トロサイトに投与したところ、一過性とそれ
に続く持続的な細胞内 Ca2+濃度上昇が



Ca2+イメージング法により観察された。この
持続的な Ca2+応答は S1P2 受容体阻害薬
JTE013、S1P3受容体阻害薬 CAY10444、非
選択的 TRPCチャネル阻害薬 Pyr2で抑制さ
れた。さらに、多面的な作用を有するケモカ
インCXCL1の遊離がS1P投与により惹起さ
れ、それは JTE013、CAY10444、Pyr2、Ca2+
シグナリング阻害薬、MAPK阻害薬、TRPC6
ノックダウンにより有意に抑制された。以上
の結果より S1P はアストロサイトにおいて
Gq共役型受容体 S1P2、S1P3を活性化させ、
TRPC6 を介して流入した Ca2+により惹起
される細胞内シグナルが CXCL1の産生およ
び遊離を促進すると考えられる。これらの機
序は脳内出血の病態を理解する上で重要な
基礎的知見となるのかもしれない。 
 
(3)ミクログリアの炎症性活性化における
TRPM2 の役割〜脳虚血傷害の病態に則した
活性化刺激による検討〜 
脳における免疫応答を担うミクログリアは、
周辺環境の維持に寄与する一方で、病態下に
おいて活性化し、それに伴う一酸化窒素(NO)
やサイトカイン類の産生・放出などを介して、
疾患の増悪を促すことが報告されている。近
年、このようなミクログリアの機能には種々
のイオンチャネルが深く関連することが明
らかにされてきた。TRPチャネルファミリー
の１つである TRPM2チャネルは、過酸化水
素などの酸化的ストレスなどにより活性化
される非選択的カチオンチャネルで、様々な
組織に分布することが知られており、単球系
の免疫細胞に発現するTRPM2が末梢におけ
る病態の増悪因子として働くことなども報
告されている。また、中枢神経系において神
経細胞のみならずミクログリアでの発現が
報告されている。そこで本検討では、病態時
における活性化ミクログリアの細胞傷害的
な炎症反応においてTRPM2が果たす役割に
ついて着目し検討を行った。 
 野生型マウス由来ミクログリアにおいて、
TRPM2のmRNAの発現が観察出来た。細胞
内 Ca2+濃度測定法を用いた結果において、
野 生 型 ミ ク ロ グ リ ア で 観 察 さ れ た
LPS+IFNによる細胞内Ca2+濃度の上昇が、
TRPM2-KO ミクログリアではほとんど観察
されなかった。また、LPS+IFNの 48 時間
処置によって野生型ミクログリアで観察さ
れた iNOSのmRNA発現増大がTRPM2-KO
ミクログリアにおいて有意に抑制されてい
た。Ca2+キレーターである BAPTAやリン酸
化キナーゼ Pyk2 阻害薬である AG17、及び
MAPKの一種である p38および JNK阻害薬
である SB302580、SP600125の適用により、
野生型ミクログリアにおいてNO産生増大の
抑制が観察されたが、TRPM2-KO ミクログ
リアにおいては、これら阻害剤による有為な
NO 産生増大の抑制は観察されなかった。さ
らに、western blot法を用いて、LPS+IFN
によるこれら MAPK のリン酸化状態の変化

について、野生型および TRPM2-KOミクロ
グリアを比較したところ、同様の結果が得ら
れた。以上の結果より、TRPM2 はミクログ
リアの炎症関連刺激による活性化に関与し、
Pyk2/p38および JNK活性化を介したNO産
生増大に寄与していることが示された。この
ような経路は脳虚血傷害や神経障害性疼痛
などの中枢性神経疾患の病態増悪に関与し
ていることが示唆される。 
 
(4)白金系抗がん剤オキサリプラチン誘発末
梢神経傷害における TRPA1 の病態生理学的
役割 
第三世代の白金製剤であるオキサリプラチ
ン(OHP)には、特徴的な副作用として、投与
直後から見られる急性末梢神経障害がある
ことが知られている。これまでに、この急性
末梢神経障害に TRPA1 チャネルが関与する
ことを報告してきた(Zhao et al., 2012)。しか
しオキサリプラチンによる末梢神経障害に
TRPA1 がどのように関与するのかは未解明
であったため、本検討ではそのメカニズムの
検討を行った。強制発現系を用いた実験にて、 
hTRPA1はOHP (1 mM)により開口すること
が観察され、それは抗酸化剤により抑制され
た。一方、hTRPA1は OHP (100 M)では直
接開口しなかったものの、OHP (100 M)存
在下でhTRPA1発現細胞を2時間培養すると、
H2O2 (10 M)への感受性が増大し、これは
プロリン水酸化酵素(PHD)の作用を遺伝学的
に抑制すると消失した。野生型マウス由来後
根神経節(DRG)ニューロンにおいても、OHP 
(100 M)存在下で2時間培養することにより
H2O2 (100 M)への感受性増大が観察され、
TRPA1欠損マウス由来のDRGニューロンで
は観察されなかった。H2O2 (5%、20 L/paw)
足底投与によるマウスの疼痛様行動は OHP 
(5 mg/kg)腹腔内投与によって増悪し、
TRPA1特異的阻害薬であるHC030031 (100 
mg/kg)の腹腔内前投与で抑制された。また一
連の in vitro、in vivoで観察された OHP前
処置による H2O2 への感受性増大は、OHP
特有の代謝産物の一つであるシュウ酸を用
いることによっても再現された。以上の結果
より、OHP または代謝物のシュウ酸は、細
胞内の PHDを阻害することで、TRPA1を脱
水酸化し、その結果 TRPA1 の感受性が増大
して OHP による急性末梢神経障害が引き起
こされることが示唆された。TRPA1 の阻害
は OHP によって引き起こされる急性末梢神
経障害に対して有効な治療戦略となり得る
ことが想定される。 
 
(5)ミクログリア遊走機構におけるTRPV1の
生理学的役割 
中枢神経系における免疫担当細胞であるミ
クログリアは、正常時は神経活動や周辺環境
の監視を行う一方で、脳卒中等の病態時は活
性化して傷害領域へ遊走・集積することが知
られている。ミクログリアの集積は、組織損



傷時に漏出する ATP やグルタミン酸など神
経伝達物質、炎症時に産生される CCL2など
のサイトカインによって引き起こされるこ
とが知られているが、不明な点も多く残され
ている。 
 TRPV1 は、カプサイシンや熱、酸などに
よって開口するチャネルであり、末梢神経に
おいて疼痛との関連が報告されているが、ミ
クログリアにおける TRPV1 の機能には不明
な点が多く残されている。そこで本検討では
ミクログリアの走化性に着目し TRPV1 の生
理的役割について検討を行った。 
 ボイデンチャンバーを用いてミクログリ
アの走化性について評価したところ、野生型
マウス由来のミクログリアではカプサイシ
ンの濃度依存的に走化性の上昇が観察され
たが、TRPV1 欠損マウス由来のミクログリ
アではこのような現象は観察されなかった。
さらにこの遊走は TRPV1 遮断薬、ミトコン
ドリア機能阻害、活性酸素種除去剤、p38阻
害薬、JNK阻害薬により抑制された。免疫組
織化学的手法によりミクログリアにおいて
TRPV1 の免疫陽性が確認されたものの、カ
プサイシンをミクログリアに適応しても膜
電流や細胞内 Ca2+濃度に変化が観察されな
かった。より詳細な免疫組織化学的手法によ
り細胞内局在を検討した結果、TRPV1 は一
部のミトコンドリアや ER、リソソームに存
在していた。ミトコンドリアは ERやリソソ
ームとは違い、細胞内 Ca2+を取り込むオル
ガネラとして知られているため、ミトコンド
リアに着目して検討したところ、カプサイシ
ンによりミトコンドリア内 Ca2+濃度の上昇
やミトコンドリアの脱分極が引き起こされ
ることが明らかとなった。以上の結果より、
ミクログリアにおける TRPV1 の活性化はミ
トコンドリアの脱分極を引き起こし、活性酸
素種を産生させ、MAPKを介して走化性を向
上させることが示唆される。 
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