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緒言 
 

認知症や加齢に伴う認知機能低下は超高齢社会の現代において増加の一途を辿っており、精力的に取

り組むべき喫緊の課題となっているものの、その創薬開発の多くは難航している。軽度認知障害からア

ルツハイマー病や血管性認知症を含む様々な認知症において、血管病変に起因する血管性認知障害が認

められる。血管性認知障害は、加齢や生活習慣病などに伴い認められる慢性的な脳血流の低下 (慢性脳低

灌流) がリスク因子として挙げられる。近年、アルツハイマー病患者において、認知機能障害、アミロイ

ドbの蓄積、タウの異常リン酸化などのあらゆる症状に先行して、血管病変が認められることが報告され

ている。さらに、慢性脳低灌流状態や⽣活習慣病を改善することで認知機能が改善されることも⽰唆さ
れている。これらの報告より、血管病変や加齢に起因する血管性認知障害は認知症の治療を目指す上で

無視することのできない病態と考えられるようになってきたものの、その詳細な病態メカニズムは明ら
かにされておらず、認知症の根本的治療法開発が難航している⼀因となっている。 

血管性認知障害の特徴的な所見として、神経細胞傷害に先行した白質傷害や中枢神経系 (CNS) 炎症

が認められ、さらにミクログリアやアストロサイトなどのグリア細胞が活性化することが知られている。

しかしこれらグリア細胞が白質傷害を伴う血管性認知障害にどのような病態生理学的役割を担っている

かは十分に明らかにされておらず、またどのような刺激に対してどの制御分子が機能しているかについ

ても不明な点が多い。 

Transient receptor potential (TRP) チャネルは非選択的カチオンチャネルの一群であり、その一部は脳内

でグリア細胞に広く分布し、CNS 炎症や活性酸素種 (ROS) などを感知することが知られている。その中

でも TRPM2 は脳内のミクログリアを含むさまざまな免疫担当細胞に発現し、CNS 炎症や ROS により活

性化される。また、TRPA1 は TRP チャネルファミリーの中でも最も酸化ストレスに感受性があり、脳内

ではアストロサイトなどに発現し微小な低酸素を検知し応答する。そこで本研究では、血管性認知障害

の病態メカニズムを明らかにするため、第 1 章では加齢に伴う認知機能低下におけるミクログリアに発

現する TRPM2 に着目し、第 2 章では慢性脳低灌流誘発の⾎管性認知障害におけるミクログリアの寄
与に着⽬し、第 3 章では慢性脳低灌流誘発の⾎管性認知障害におけるアストロサイトの TRPA1 に着
⽬し、グリア細胞の病態生理学的役割とその制御分子としての TRP チャネルの機能について検討を行い、

以下の知見を得た。 
第 1 章では、加齢に伴う認知機能低下に TRPM2 が関与することを明らかにした。第 2 章では、慢性

脳低灌流誘発の⾎管性認知障害の病態増悪にミクログリアが寄与していることを明らかにした。第 3

章では、慢性脳低灌流誘発の⾎管性認知障害に対して、アストロサイトの TRPA1 を介した LIF の増加

により、ミエリン化が促進されることで保護的に機能していることを明らかにした。 

これらの研究成果について、以下に論述する。 
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なお、本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

ADP adenosinediphosphate 

ACSA-2 astrocyte cell surface antigen-2 

Aldh1l1 aldehyde dehydrogenase 1 family, member 

L1 

ANOVA analysis of variance 

APC adenomatous polyposis coli 

BAPTA-AM 1,2-bis(2-amino-5-

methylphenoxy)ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid 

tetrakis(acetoxymethyl) ester 

BBB blood-brain barrier 

BCAS bilateral common carotid artery stenosis 

CA cinnamaldehyde 

CCL C-C motif chemokine ligand 

CNS central nervous system 

CNTF ciliary neurotrophic factor 

CSF1R colony-stimulating factor 1 receptor 

DI discrimination index 

ERK extracellular signal-regulated kinase 

FGF fibroblast growth factor 

GFAP glial fibrillary acidic protein 

GO Gene Ontology 

GST-pi glutathione S-transferase Pi 

Iba1 ionized calcium-binding adapter molecule 1 

IL1b interleukin 1b 

IL6 interleukin 6 

JNK c-Jun N-terminal kinase 

LIF leukemia inhibitory factor 

MAPK mitogen-activated protein kinase 

MBP myelin basic protein 

mRNA messenger ribonucleic acid 

NeuN neuronal nuclei 

NLRT Novel location recognition test 

NORT Novel object recognition test 

OL oligodendrocyte 

OLIG2 oligodendrocyte transcription factor 2 

OPC oligodendrocyte precursor cell 

PBS phosphate-buffered saline 

PDGF-AA platelet-derived growth factor-AA 

PDGFRa platelet-derived growth factor receptor α 

PFA paraformaldehyde 

pFRG parafacial respiratory group 

PKA protein kinase A 

PKC protein kinase C 

RNAseq RNA sequencing 

ROS reactive oxygen species 

RTN retrotrapezoid nucleus 

SOX10 SRY-box transcription factor 10 

STAT3 signal transducer and activator of 

transcription 3 

Tek TEK receptor tyrosine kinase 

TNFa tumor necrosis factor α 

TRP Transient receptor potential 

TRPA1 Transient receptor potential ankyrin 1 

TRPA1-KO Transient receptor potential ankyrin 

1-knock out 

TRPM2 Transient receptor potential melastatin 2 

TRPM2-KO Transient receptor potential 

melastatin 2-knock out 

WT wild-type 
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第 1章 加齢に伴う認知機能低下における TRPM2の役割 
 

加齢は、時間依存的な心機能、腎機能、認知機能、免疫機能の低下として広く定義されている 1,2。 加

齢に伴う認知機能低下は、高齢者本人だけでなく、家族や介護者にも社会的・経済的な影響を与えるとい

う点で、最も重要な課題の 1 つに挙げられる 3。さらに、加齢に伴う認知機能低下は、アルツハイマー病

や血管性認知症など、より深刻な加齢性疾患を伴っていることが多い 4。 

加齢に伴う血管疾患は、炎症反応の変化、特に炎症性サイトカインの産生増加と関連することが示唆

されている 5,6。マウス 7 およびヒト 8 において、持続的に脳血流が低下した慢性脳低灌流により誘発され

る認知機能障害が炎症と高度に関連することが過去の報告により示されている。さらに、抗炎症剤はラ

ットの血管性認知障害モデルにおける認知機能障害を軽減し 9、アルツハイマー病の発症率も低下させる

10 ことも報告されている。 

最近の研究では、明らかな神経変性疾患のない正常な老化の過程でも、炎症反応が増加することが示

唆されている 11。齧歯類 12,13 およびヒト 14 の老化組織で炎症性因子の遺伝子発現の増加が観察されてい

る。さらに、イブプロフェンの亜急性投与により、高齢マウスのシナプス障害および認知機能低下が抑制

されることから 15、炎症応答を調節することで加齢に伴う認知機能低下を阻止できる可能性が示されて

いる。 

ミクログリアは中枢神経系 (CNS) に存在する免疫細胞である 16。高齢のヒトの脳では、ミクログリア

の退行変性が認められることが報告されている 17。コロニー刺激因子 1受容体阻害薬である PLX5622 に

よるミクログリア除去後の再増殖によって、若齢マウスのミクログリアと類似した形態に回復させ、加

齢に伴う認知機能低下を改善する 18。これらの報告は、ミクログリアの機能変化が加齢に伴う病態に重要

な役割を果たすことを示唆している。 

TRPM2 は TRP スーパーファミリーに属し、C末端に特徴的な ADP リボースピロホスファターゼドメ

インを持つ Ca2+透過性チャネルである 19。TRPM2 は、CNS では神経細胞 20 やミクログリア 21,22、末梢で

は免疫細胞である単球/マクロファージ 23 や好中球 24 などに機能的に発現している。また TRPM2 は、単

球/マクロファージによる炎症性サイトカイン/ケモカインの産生を介して、潰瘍性大腸炎 23 や神経障害性

疼痛 25 などの炎症関連疾患の増悪に関与することが知られている。さらに TRPM2 は、アルツハイマー病

マウスモデルにおいて、アミロイドbによる神経細胞毒性や記憶障害に重要な役割を果たしている 26。著

者らの過去の報告では、慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害マウスモデルにおいて、TRPM2 を介したミ

クログリアの活性化が認知機能障害および白質傷害の惹起に重要な役割を果たすことを示した 27。これ

らの報告は、TRPM2 が加齢に伴う慢性炎症および認知機能低下にも関与することを示唆しているが、加

齢における TRPM2 の生理的な役割は依然として不明である。 

本章では、TRPM2 の加齢への関与を調べるために遺伝子改変マウスを用いて、TRPM2 欠損が加齢に

伴う認知機能低下に及ぼす影響を評価した。 
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実験方法 
 

動物実験 

すべての動物実験は、京都大学動物実験委員会の倫理指針および日本薬理学会のガイドラインに準拠

して行った。雄の C57BL/6 J野生型 (WT) マウス (RRID: IMSR_JAX: 000664) および TRPM2遺伝子欠損 

(TRPM2-KO) マウス (2-24ヶ月齢) を実験に使用し、研究室内で飼育・維持した。TRPM2-KO マウスは、

京都大学工学研究科 森泰生 教授より供与していただき、表現型に対するバックグラウンドの影響を排

除するために、C57BL/6J マウス (日本 SLC) と 10世代にわたって戻し交配を行った。すべてのマウスは、

12時間の明暗サイクル下で 22 ± 2°C の一定の周囲温度で飼育され、水と飼料を自由に摂取させた。 

 

Y迷路試験 

2–3ヶ月齢 (young) と 12–16ヶ月齢 (middle-aged) のマウスを用いて Y迷路試験を実施した。Y迷路

はそれぞれ等角の 3本のアーム (長さ 40 cm、高さ 12 cm、幅 3 cm) で構成されている。まず、マウスを

入れたアームを A とし、その他の 2本のアームを B および C とした。実験は 8 分間行い、アームに入っ

た回数と順序をビデオカメラで記録した。交替行動とは、マウスが 3 つのアーム全てに連続して入るこ

と (ABC、CAB、BCA などが交替行動で、BAB は交替行動ではない) と定義し、その回数を計数した。

交替行動回数をアームへの総進入回数から 2 を引いた数で割り、100 を乗じて交替行動率とした。アーム

への合計進入回数を「自発的行動」として記録した。アーム進入回数が 15 回未満のマウスは除外した。 

 

新奇物体認識試験 (NORT) 

2–3 ヶ月齢 (young) および 12–16 ヶ月齢 (middle-aged) マウスを用いて、NORT による認知機能を評

価した。実験は薄暗い照明下 (30 Lux) で行われた。まず、マウスを暗箱 (縦、横、長さ各 30 cm) に 3日

間 (1 日 10 分) 馴化させた後、トレーニング/テストを行った。トレーニング試行において、箱の中に 2

種類の物体 (黄色の三角柱と青色の四角錐) を入れ、その中でマウスを 10 分間自由に行動させた。トレ

ーニング試行の 6時間後にテスト試行を行い、青色の四角錐の代わりに木製の球を「新奇物体」として置

いた。両物体の探索に費やした時間を総探索時間とし、運動量の指標とした。探索嗜好性は、両物体の総

探索時間に対する、トレーニング試行時の青色の四角錐またはテスト試行時の木製球の探索時間の比率

として定義され、この結果を認識記憶の指標とした。 

 

新奇場所認識試験 (NLRT) 

実験装置と馴化・トレーニング方法は NORT と同様に行った。テスト試行において、青い四角形の物

体を別の場所に移動させた。前述したように、両物体の探索に費やした時間を総探索時間とし、運動量の

指標とした。探索嗜好性は、両物体の総探索時間に対する青色の四角錐を探索した時間の比率と定義さ

れ、これを空間記憶の指標とした。 

 

ミエリン染色 

マウスにペントバルビタール (50 mg/kg) を腹腔内投与で麻酔し、0.1 M K+非含有 PBS で経心的に灌
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流した後、K+非含有 0.1 M PBS 中の 4% PFA で灌流した。脳は 4% PFA固定液中で 3時間保存した後、0.1 

M PBS 中の 15%スクロースに移し 4°C で一晩以上静置した。クライオスタットを用いて厚さ 20 µm の冠

状切片を作製した。ミエリンの染色には、脳切片を 0.1% Triton X-100 含有 PBS に 20 分浸し、Fluormyelin 

Green (1:300; Invitrogen) により室温で 20 分間インキュベートした。蛍光は、レーザー走査型共焦点イメ

ージングシステムを備えた Olympus Fluoview顕微鏡下で観察した。ミエリン染色の平均強度は、bregma 

+ 0.7 mm に位置する脳梁部の 0.0400 mm2 の視野で蛍光強度を定量した。 

 

免疫蛍光染色法 

冠状切片を前述のように作製し、一次抗体として rabbit anti-GSTpi antibody (1:200; MBL Life Science)、

rabbit anti-Iba1 antibody (1:500; Wako Pure Chemical Industries)、または rat anti-CD3 antibody (1:100; BD 

Biosciences) を処置し 4°C で一晩インキュベートした。次に、切片に蛍光標識二次抗体として Alexa Fluor 

594-labeled donkey anti-rabbit antibody または Alexa Fluor 488-labeled donkey anti-rat IgG antibody (1:300; 

Invitrogen) を処置し室温、暗所で 1.5時間標識した。画像は共焦点蛍光顕微鏡で撮影した。GSTpi、Iba1、

および CD3陽性細胞数は bregma + 0.7 mm に位置する脳梁部および bregma - 2.8 mm に位置する海馬の

0.125 mm2 の視野で細胞数を定量した。 

 

NeuN染色 

冠状切片に一次抗体として mouse anti-NeuN antibody (1:500; Chemicon) を処置し、4°C で一晩インキュ

ベートした後、biotinylated horse anti-mouse IgG antibody (1:200, Vector Labora-tories) で 1.5時間標識した。

次に、切片に ABC Elite reagent (1:200; Vector Laboratories) を処置し、1 時間インキュベートした。

Diaminobenzidine (Dojindo) を発色剤とし、免疫反応性を可視化した。Bregma - 2.8 mm に位置する海馬の

NeuN 陽性細胞数を定量した。 

 

リアルタイム PCR 

2 mm厚の脳梁と 4 mm厚の海馬の冠状切片を作製し、脳部位ごとに分離した。解剖した脳領域は液体

窒素で瞬間凍結し、使用時まで-80°C で保存した。Total RNA は ISOGEN® (Nippon Gene) を用いて、メー

カー指定のプロトコルにしたがって抽出し、ReverTra Ace® (Toyobo) を用いて 1 µgの total RNAから cDNA

を合成した。定量的リアルタイム PCR は、StepOne real-time PCR system (Life Technologies) を用いて行っ

た。全量 20 μl (25 ng の cDNA と THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix, Toyobo) で反応を行った。PCR は、

95°C で 10 分、その後 95°C で 10秒、60°C で 1 分を 40 サイクルの条件で行った。用いたマウス用のプラ

イマーは以下の通りである。 

IL1β (Fw: 5′-TGA GCA CCT TCT TTT CCT TCA-3′, Rv: 5′-TTG TCT AAT GGG AAC GTC ACA C-3′), IL6 (Fw: 

5′-GTG GCT AAG GAC CAA GAC CA-3′, Rv: 5′-TAA CGC ACT AGG TTT GCC GA-3′), TNFa (Fw: 5′-TGC 

CTA TGT CTC AGC CTC TTC-3′, Rv: 5′-GAG GCC ATT TGG GAA CTT CT-3′), 18S (Fw: 5′- GCA ATT ATT 

CCC CAT GAA CG-3′, Rv: 5′-GGC CTC ACT AAA CCA TCC AA-3′) 

サンプル中の 18S rRNA量を正規化に用いた (mRNA量は対応する対照群との相対値で表した)。 

 

統計解析 
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統計解析は、Prism 7 software (GraphPad Software Inc.) を使用して行った。複数の実験グループのデー

タを比較するために、one-way ANOVA および Tukey's post-hoc test を使用した。危険率 5%未満の場合に

は、統計的に有意な差であると判定した。データは平均値 ± 標準誤差で表した。各データポイントは、

1 匹のマウスから得た 1 つのサンプル (脳梁や海馬などの特定の脳領域からの切片または抽出物) を表

す。各実験で使用した n数は、図の説明文に示されている。実験条件について盲検化された状態で評価を

行った。 

 

実験結果 
 

加齢に伴う認知機能低下の評価 

まず、2–3ヶ月齢の young マウスと 12–16ヶ月齢の middle-aged マウスを比較するための行動試験を実

施した。最近の研究では、TRPM2-KO マウスは、オープンフィールド試験における行動指標において WT

マウスと差がないことが示され、

TRPM2-KO マウスの運動量は WT マ

ウスと同程度であることが示された

28。次に、加齢に伴う認知機能低下に

おける TRPM2 の役割を評価するため

に、Y迷路試験を実施した (図 1-1A)。

Middle-aged の WT マウスでは young

マウスと比較し作業記憶の指標であ

る交替行動率が減少したが、middle-

aged の TRPM2-KO マウスではこの減

少が抑制された (図 1-1A)。さらに認

知機能を評価するために、新奇物体認

識試験を行った (図 1-1B)。トレーニ

ング試行の後、片方の物体を別の物体

に置き換えたテスト試行において、

middle-aged の WT マウスの新奇物体

への探索嗜好性は、middle-aged の

TRPM2-KO マウスの探索嗜好性より

低かった (図 1-1B)。次に、middle-aged

マウスの空間記憶機能を評価するた

めに、新奇場所認識試験を行った (図

1-1C)。テスト試行において、移動させ

た物体に対する探索嗜好性は各群

50%以上であり、young 群と middle-

図 1-1. 加齢に伴い認知機能が低下し、TRPM2遺伝子の欠損により抑制される 
(A) Y-mazeテストにおける young (2–3ヶ月齢) および middle-aged (12–16ヶ月齢) 
マウスの交替行動率。(B) NORTにおける young (2–3ヶ月齢) および middle-aged 
(12–16 ヶ月齢) マウスの新奇物体に対する探索嗜好性。(C, D) NLRT における
young (2–3 ヶ月齢) および middle-aged (12–16 ヶ月齢) マウス (C) と young (2–3
ヶ月齢) および aged (20–24 ヶ月齢) マウス (D) の新奇場所への探索嗜好性。値
は平均値 ± 標準誤差で表した。(A) n = 15–19; (B) n = 7–10; (C) n = 4–6; (D) n = 9–
16. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs young mice; #P < 0.05, ##P < 0.01. 
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aged群およびWTとTRPM2-KOの間で差は

認められなかった (図 1-1C)。これらの結果

から、middle-aged マウスでは作業記憶と認

識記憶が損なわれるが、空間記憶は維持さ

れており、さらに TRPM2 が加齢に伴う記憶

機能低下に関与している可能性が示され

た。 

次に、20–24ヶ月齢の aged マウスの空間

記憶機能を新奇場所認識試験により調べた 

(図 1-1D)。テスト試行において、aged の WT

マウスは young の WT マウスに比べて、移

動させた物体への探索嗜好性が低下した。

また、この探索嗜好性の低下は aged の

TRPM2-KO マウスでは抑制された (図 1-

1D)。これらの結果より、加齢に伴い空間記

憶機能の低下が見られ、そのメカニズムに

TRPM2 が関与していることが示唆された。 

 

加齢に伴う白質傷害と海馬傷害の評価 

加齢における TRPM2 の関与をさらに調

べるため、認知機能低下に関与する脳部位

に着目して、young マウスと aged マウスの

組織学的変化を評価した。白質は、作業記憶

29、非空間認識記憶 30、エピソード記憶 31 に

関する、最も重要な脳部位の 1 つである。認

知症 32 や精神疾患 33 においても、白質傷害は認知機能障害と深く関与している。そこで、加齢に伴う白

質傷害への TRPM2 の関与を評価するために、脳梁においてミエリン染色を行った (図 1-2A)。著者らの

過去の報告により young の WT マウスと TRPM2-KO マウスではミエリン密度に差は認められなかったが

27、aged の WT マウスのミエリン密度は young の WT マウスよりも低かった (図 1-2B)。一方で、aged の

TRPM2-KO マウスでは、そのようなミエリン密度の低下は認められなかった (図 1-2B)。白質傷害をさら

に評価するために、オリゴデンドロサイトのマーカーであるGSTpi で脳梁の免疫染色を行った (図 1-2C)。

WT マウスにおいて脳梁の GSTpi陽性細胞数は、ミエリン密度と同様に加齢により減少したが、TRPM2-

KO マウスでは GSTpi陽性細胞数の減少は認められなかった (図 1-2D)。これらの結果は、加齢に伴う白

質傷害の増悪に TRPM2 が重要な役割を担っていることを示唆している。 

次に、加齢に伴う認知機能低下のメカニズムをさらに調べるために、空間記憶を含む認知機能に重要

な役割を果たす海馬の組織学的評価を行った 34,35。海馬における神経細胞数を評価するために、神経細胞

のマーカーである NeuN で免疫染色を行った (図 1-3A)。歯状回の NeuN陽性細胞数に変化は認められな

かった一方、aged の WT マウスの CA1 および CA3 における NeuN陽性細胞数は、young の WT マウスよ

図 1-2. 加齢に伴い白質傷害が認められ、TRPM2 遺伝子の欠損により抑
制される 
Young (2–3 ヶ月齢) および aged (20–24 ヶ月齢) マウスの脳梁におけるミ
エリン密度を評価するためのミエリン染色の代表画像 (A) および定量デ
ータ (B)。Young (2–3ヶ月齢) および aged (20–24ヶ月齢) マウスの脳梁に
おける抗 GSTpi抗体による免疫染色の代表画像 (C) および陽性細胞数の
定量データ (D)。値は平均値 ± 標準誤差で表した。Scale bars: 100 μm. (B) 
n = 3–6; (D) n = 6. *P < 0.05, **P < 0.01 vs young WT. 
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り少なかった  (図 1- 3B)。また aged の

TRPM2-KO マウスと young の WT マウスの

間には NeuN 陽性細胞数に差は認められな

かった (図 1-3B)。これらの結果より、加齢

に伴う海馬の神経細胞数の減少に TRPM2

が関与している可能性が示された。 

 

白質および海馬における Iba1 および CD3

陽性細胞の役割 

次に、白質と海馬の傷害を増悪させる原

因細胞を特定するために、ミクログリア/マ

クロファージマーカーの Iba1 および T リン

パ球マーカーの CD3 の免疫染色を脳梁およ

び海馬で行った (図 1-4, 1-5)。Aged の WT

マウスの脳梁における Iba1陽性細胞数は、

young の WT マウスと比べ増加したが、aged

の TRPM2-KO マウスの Iba1 陽性細胞数は

young の WT マウスと同程度であった (図

1-4A, B)。同様に、WT マウスの海馬におけ

る Iba1陽性細胞数は aged マウスで増加し、

さらに TRPM2-KO マウスの Iba1 陽性細胞

数は aged の WT マウスよりも減少する傾向

が見られた (図 1-4C, D)。 

一方、脳梁 (図 1-5A, B) および海馬 (図 1-5C, D) の CD3陽性細胞数は、aged マウスで増加したが、

WT マウスと TRPM2-KO マウスの間に差は認められなかった。これらの結果より、加齢に伴う白質およ

び海馬の傷害は、TRPM2 を介したミクログリアの活性化に起因する炎症反応によって引き起こされてい

る可能性が示された。 

 

脳梁および海馬における加齢に伴う炎症反応の変化 

次に、白質と海馬の病理学的変化を検討するために、脳梁と海馬において、IL1b、IL6、TNFaなどの

炎症性サイトカインの遺伝子発現をリアルタイム PCR を用いて評価した。脳梁における aged の WT マ

ウスの IL1b (図 1-6A)、IL6 (図 1-6B)、TNFa (図 1-6C) の遺伝子発現は、young の WT マウスに比べ増加

傾向があり、さらに TRPM2-KO マウスでは発現増加の抑制傾向があった。また、IL1b (図 1-6D) および

IL6 (図 6E) の遺伝子発現は、aged マウスで増加傾向であり、WT マウスと TRPM2-KO マウス間に差は認

められなかった。一方、aged の WT マウスの海馬では、TNFaの遺伝子発現が有意に増加し、aged の TRPM2-

KO マウスでは発現が低下する傾向が見られた (図 1-6F)。これらの結果は、白質および海馬が関与する

認知機能低下に、TRPM2 の活性化を介した炎症反応が関与していることを示唆している。 

 

図 1-3. 加齢に伴い海馬の神経細胞死が認められ、TRPM2 遺伝子の欠損
により抑制される 
Young (2–3ヶ月齢) および aged (20–24ヶ月齢) マウスの海馬歯状回 (左)、
CA1 (中央)、CA3 (右) 領域における海馬神経細胞数を調べるための NeuN
免疫染色の代表画像 (A) および陽性細胞数の定量データ (B)。値は平均
値 ± 標準誤差で表した。Scale bars: 100 μm. (A) n = 6; (B) n = 4. *P < 0.05, 
**P < 0.01 vs young WT. 
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考察 
 

本研究では、加齢によりマウスが作業

記憶、認識記憶、空間記憶に障害を示す

ことを実証した。さらに、TRPM2遺伝子

の欠損により、加齢に伴う認知機能低下

が抑制され、白質および海馬の傷害が抑

制されることを、著者の知る限り初めて

明らかにした。また、加齢に伴う炎症反

応が TRPM2-KO マウスで抑制される傾

向があることも明らかにした。これらの

結果は、TRPM2 の活性化が加齢に伴う脳

機能低下に悪影響を及ぼすことを示唆し

ている。 

記憶機能は、加齢に伴い最も影響を受

ける機能の 1 つとして知られている 36。

これまでの報告では、加齢に伴い白質お

よび海馬に傷害が生じることが示されて

いる 37,38,39。しかし、白質と海馬のどちら

がより大きく傷害を受けるかは明らかで

はない。他の研究チームは、18ヶ月齢の

マウスでは、ミエリンの減少が神経突起

の減少よりも大きいことを報告している

40。また、水迷路試験により、11 ヶ月齢

のマウスでは作業記憶の障害が見られる

が、海馬が関わるとされる参照記憶は保

たれていることが明らかになっており

41、白質関連の記憶が特に加齢に伴い障

害されやすいことが示唆されている。

Rogers らは、長期増強の低下と水迷路試

験における空間記憶機能障害が 24 ヶ月

齢以降で見られ、18ヶ月齢では見られないことを実証している 15。これらの報告と同様に、著者は 24ヶ

月齢のマウスで空間記憶機能が低下することを見出した。さらに、慢性脳低灌流マウスモデルでは、白質

が関与する作業記憶の障害が認められてからずっと遅れて海馬の萎縮とそれに伴う参照記憶機能障害が

見られる 29。これらを総合すると、加齢に伴う認知機能障害には、白質と海馬の傷害が関与しており、ま

た白質が海馬より先に傷害を受けている可能性が考えられる。 

本章では、加齢に伴う Iba1 と CD3 陽性細胞数の増加、および炎症性サイトカインの発現量の増加を

図 1-4. 加齢に伴い脳梁と海馬でミクログリア・マクロファージの増加が認
められ、TRPM2遺伝子の欠損により抑制される 
Young (2–3ヶ月齢) および aged (20–24ヶ月齢) マウスの脳梁における抗 Iba1
抗体による免疫染色の代表画像 (A) と陽性細胞数の定量データ (B)。Young 
(2–3ヶ月齢) および aged (20–24ヶ月齢) マウスの海馬歯状回 (左)、CA1 (中
央)、CA3 (右) 領域における抗 Iba1抗体による免疫染色の代表画像 (C) およ
び陽性細胞数の定量データ (D)。値は平均値 ± 標準誤差で表した。Scale bars: 
100 μm. n = 4. *P < 0.05, **P < 0.01 vs young WT. 



 10 

見出した。脳の老化で見られる重要な特

徴の 1 つに、炎症が挙げられる 42。炎症が

進行すると、老化した脳のグリア細胞 (特

にミクログリア) は、若齢の脳では見られ

ないような、細胞数の増加、異常な形態、

貪食能の低下、運動性の低下、および炎症

性分子の発現などの顕著な表現型および

機能的変化を示す 43,44,45。本章では、ミク

ログリアの機能を評価するために、Iba1

の発現を免疫組織化学的手法のみで評価

したが、今後の研究では、さまざまな手法

を駆使しミクログリア機能の詳細な変化

を検討する必要がある。 

以前の報告では、CD11c陽性の樹状細

胞と CD3陽性の T 細胞が高齢マウスの白

質に浸潤することが示されており 46、加齢

に伴う脳の炎症反応に白血球が関与して

いる可能性が指摘されている。別の報告

では、18 ヶ月齢のラットの脳、および線

条体に TNFaを注入した 2 ヶ月齢のラッ

トの脳で、CD68陽性マクロファージ数が

増加することが示された 47。さらに、12ヶ

月齢のマウスの海馬におけるTNFa量は 2

ヶ月齢のマウスよりも高いことも知られ

ている 48。また、ヒトの血液脳関門の透過

性は加齢とともに増加する 49。これらの報

告を総合すると、加齢に伴う脳の炎症は、

末梢性免疫細胞の脳への浸潤によって引

き起こされる可能性がある。本章で示さ

れたデータは、TRPM2 遺伝子の欠損は

CD3 陽性細胞の脳梁や海馬への浸潤に影響を与えないことを示しており、末梢免疫細胞に発現する

TRPM2 は加齢に伴う CNS 炎症に重要な役割を担っていないことを示唆している。 

これまでの研究で、マウスのサイトカイン量は加齢とともに増加することが明らかにされており 50、

このことは健康な高齢者にも当てはまる 51。さらに、Deczkowska らは、若齢マウスと比較して、高齢マ

ウスのミクログリアにおいて、IL1bおよび TNFa、CCL の遺伝子発現が増加することを示した 52。本章で

は、高齢マウスの脳梁と海馬で TNFa mRNA の発現増加を検出したが、高齢 TRPM2-KO マウスでは発現

増加が抑制される傾向にあった。これらの結果から、TRPM2 を介した免疫細胞の活性化が炎症シグナル

を誘発し、加齢に伴いミエリンや神経細胞を傷害し、最終的に認知機能低下を引き起こす可能性が示さ

図 1-5. 加齢に伴いWTおよび TRPM2-KOマウスの脳梁と海馬に CD3陽性
細胞の浸潤が認められる 
Young (2–3ヶ月齢) および aged (20–24ヶ月齢) マウスの脳梁における抗CD3
抗体による免疫染色の代表画像 (A) および陽性細胞数の定量データ (B)。
Young (2–3ヶ月齢) および aged (20–24ヶ月齢) マウスの海馬の歯状回 (左)、
CA1 (中央)、CA3 (右) 領域における抗 CD3抗体による免疫染色の代表画像 
(C) および陽性細胞数の定量データ (D)。値は平均値 ± 標準誤差で表した。
Scale bars: 100 μm. n = 3–4. *P < 0.05, **P < 0.01 vs young WT. 



 11 

れた。今後、他の炎症性サイトカインが加齢

に伴う脳機能変化に与える影響についても

検討する必要がある。 

本章で、加齢に伴う有害事象が、TRPM2-

KO マウスでは抑制されることを明らかに

した。そこで、どのようなメカニズムで加齢

に伴い認知機能の低下が起こるのか、また、

なぜ TRPM2 遺伝子が欠損されていると認

知機能の低下が抑制されるのか、という疑

問が生じる。以前の報告で、慢性脳低灌流マ

ウスモデルにおいてサイトカインの白質傷

害と認知機能障害への関与を証明してお

り、これらのサイトカインの放出は主に

TRPM2を介したミクログリアの活性化によ

って引き起こされる 27。以前の報告では、ヒ

トの皮質脳血流が年齢とともに減少するこ

とが示されており 53、別の報告では、3ヶ月

齢のマウスと比較して 18ヶ月齢および 24ヶ月齢のマウスでは脳血流反応の減衰と活性酸素種 (ROS) の

産生が増大されることを示している 54。TRPM2 は ROS によって活性化されることから、これらの報告を

総合すると、ROS による TRPM2 の活性化を介して加齢に伴う認知機能低下や炎症反応が誘導される可

能性がある。白質は ROS に対して脆弱であり、白質傷害は海馬傷害の前に起こる傾向があることからも、

ROS は加齢に伴う病態に重要な役割を果たす可能性があるが、今後の研究では、高齢者の脳においてど

の分子がどの細胞の TRPM2 を活性化しているかについてさらに解明することが必要となるであろう。ま

た、以前の報告では、高齢ラットで ROS産生の増加と神経細胞死が認められることが示されている 55。

さらに、神経細胞に発現する TRPM2 が H2O2による神経細胞死に関与していることを示す報告もある 56。

本章では、海馬の NeuN陽性細胞数が、高齢の WT マウスでは減少する一方 TRPM2-KO マウスでは減少

しないことを見出した。これらの結果を総合すると、神経細胞死は ROS によって誘導され、加齢に伴う

神経細胞傷害とその後の認知機能低下への TRPM2 の関与が示唆される。 

TRPM2 は、CNS のミクログリア 21,22 や末梢免疫細胞である単球/マクロファージ 23、好中球 24 などで

多く発現している。これまでの研究で、TRPM2 が単球/マクロファージによる炎症性サイトカイン/ケモ

カインの産生や、潰瘍性大腸炎 23 や神経障害性疼痛 25 などの炎症関連疾患の増悪に関与していることが

明らかになっていることから、他の CNS 疾患と同様の炎症過程を特徴とする老化時の慢性炎症にも

TRPM2 が関与していると考えられる。さらに、著者らの最近の研究では、TRPM2 を介したミクログリア

活性化が慢性脳低灌流により惹起される認知障害を悪化させることを明らかにした 27。本章では、高齢マ

ウスで見られる Iba1 陽性細胞数の増加が TRPM2-KO マウスでは抑制される傾向があることを見出し、

TRPM2 を標的とした免疫応答、特にミクログリア活性化の抑制により、加齢に伴う CNS 炎症が関与す

る認知機能低下を抑制する可能性が示された。 

以上、第 1 章において著者は、TRPM2 が少なくとも部分的には、加齢に伴う CNS 炎症に重要な役割

図 1-6. WT マウスの脳梁および海馬において、加齢に伴う炎症性サイト
カインの遺伝子発現の変化を評価する 
Young (2–3ヶ月齢) および aged (20–24ヶ月齢) マウスの脳梁 (A–C) およ
び海馬 (D–F) における IL1b (A, D)、IL6 (B, E) および TNFa (C, F) mRNA
の発現量。値は平均値 ± 標準誤差で表した。n = 6–9. *P < 0.05 vs young 
WT. 
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を果たすこと、そしてそれがミクログリアなどの免疫細胞の活性化を介している可能性があることを示

した。したがって、TRPM2 は老化や加齢に伴う認知機能低下を遅延、予防するための治療標的となりう

ると考えられる。 
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第 2章 血管性認知障害におけるミクログリアの役割 
 

ミクログリアは CNS16 に存在する免疫細胞で、CNS の恒常性を維持する機能の一部を担っている 57。

この細胞は神経保護と神経毒性の両面で重要であり、アルツハイマー病 58、前頭側頭型認知症 59、虚血性

脳卒中 60 などの様々な中枢神経疾患や老化 61 で活性化される。老化したヒトの脳では、ミクログリアの

退行変性が見られ 17、最近の研究では、ミクログリアは老化に対して局所的な多様性と感受性を示し、複

数のサブタイプが様々な CNS 疾患で活性化することが示唆されている 45,62。しかし、ミクログリアの正

確な保護的・傷害的役割と疾患への寄与は完全には解明されていない。 

慢性脳低灌流は炎症反応の進行を惹起し 63、慢性脳低灌流により誘発される認知機能障害は、マウス

7 やヒト 8 で炎症と深く関与していることが知られている。著者らは、免疫細胞に広く発現する TRPM2 を

介したミクログリアの活性化が、慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害を増悪させることを以前に明らか

にした 27。本章では、慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害におけるミクログリアの役割を直接的に明らか

にするために、ミクログリアを除去できることが知られているコロニー刺激因子 1受容体 (CSF1R) 阻害

薬を投与したマウスを用いて、慢性脳低灌流誘発血管性認知障害の病態変化を検討した 64。CSF1R は骨

髄系細胞の制御に必須な因子である。CSF1R 阻害薬の PLX3397 を 21 日間マウスに食餌投与すると、ほ

とんどすべてのミクログリアが除去されるが、末梢の骨髄系細胞および神経機能にはほとんど影響がな

いことが知られている 65。そこで本章では、マウスに PLX3397 を含む飼料を 21日間与えた後、両側総頸

動脈狭窄 (BCAS) 処置を行い、慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害モデルを作製した。その後、これら

のマウスの認知機能、白質傷害の程度を評価した。 

 

実験方法 
 

動物実験および PLX3397食餌投与 

すべての動物実験は、第 1 章と同様に京都大学動物実験委員会の倫理指針および日本薬理学会のガイ

ドラインに準拠して実施した。雄の C57BL/6J マウス (8–12週齢、20–30g) は日本 SLC から購入した。す

べてのマウスは、12時間の明暗サイクルのもと、22 ± 2°C の一定の環境温度で飼育し、水と餌を自由に

摂取できるようにした。 

ミクログリアを除去するため、BCAS処置の 21日前から実験終了時まで、PLX3397 (290 mg/kg) を含

む飼料をマウスに摂食させた。対照マウスには標準飼料を与えた。PLX3397 は Chemgood から購入し、

ResearchDiets により AIN-76A chow に 0.029%で配合された。 

 

両側総頸動脈狭窄処置 (Bilateral common carotid artery stenosis; BCAS) 

内径 0.18 mm のマイクロコイル (Sawane Spring) を用いて、既報 27,66 の通りマウスに BCAS処置を行

った。まず、マウスを 30% O2、70% N2O 中 3%イソフルランで麻酔導入し、手術中はフェイスマスクを

用いて 30% O2、70% N2O 中 1.5%のイソフルランで維持した。正中に沿って皮膚を切開した後、マイクロ

コイルを両側の総頸動脈に装着した。対照群として、両側の総頸動脈を剥離し、マイクロコイルを装着し
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ない sham処置を行った。 

 

新奇物体認識試験 

新奇物体認識試験は、手術後 28日目に実施した。実験プロトコルは第 1 章実験方法と同様に行った。 

 

ミエリン染色 

麻酔薬にペントバルビタール (50 mg/kg) または 3 種混合麻酔薬 (0.3 mg/kgメデトミジン、4.0 mg/kg

ミダゾラム、5.0 mg/kgブトルファノール) を用いた。また切片は Fluormyelin Green (1:1000; Invitrogen) に

より室温で 20 分間インキュベートした。その他の実験プロトコルは第 1 章実験方法と同様に行った。 

 

免疫蛍光染色法 

一次抗体として rabbit anti-GSTpi antibody (1:200; MBL Life Science)、rabbit anti-Iba1 antibody (1:500; Wako 

Pure Chemical Industries)、蛍光標識二次抗体として Alexa Fluor 488-labeled donkey anti-rabbit antibody また

は Alexa Fluor 594-labeled donkey anti-rabbit antibody (1:300; Invitrogen) を用い、bregma + 0.7 mm に位置す

る脳梁部の 0.125 mm2 の視野で細胞数を定量した。その他の実験プロトコルは第 1 章実験方法と同様に

行った。 

 

リアルタイム PCR 

2 mm 厚の冠状脳切片から剥離した脳梁を用いてリアルタイム PCR を行った。実験プロトコルは第 1

章実験方法と同様に行った。用いたマウス用のプライマーは以下の通りである。 

IL6 (Fw: 5'-GTG GCT AAG GAC CAA GAC CA-3', Rv: 5'-TAA CGC ACT AGG TTT GCC GA-3'), TNFa (Fw: 

5'-TGC CTA TGT CTC AGC CTC TTC-3', Rv: 5'-GAG GCC ATT TGG GAA CTT CT-3'), 18S rRNA (Fw: 5'-GCA 

ATT ATT CCC CAT GAA CG-3', Rv: 5'-GGC CTC ACT AAA CCA TCC AA-3') 

 

統計解析 

実験群間の比較のために、two-way ANOVA および Bonferroni’s post hoc test を用いた。その他は第 1

章実験方法と同様に行った。 

 

実験結果 
 

BCAS処置による認知機能障害の評価とミクログリア除去の影響 

手術 21日前から PLX3397 含有飼料または標準飼料を与えたマウスにおいて、BCAS処置 28日後に新

奇物体認識試験を行い認知機能を評価した (図 2-1A)。トレーニング試行とテスト試行において 2 つの物

体を探索した総探索時間には群間で差がなく (図 2-1B, C）、BCAS処置およびミクログリア除去が運動量

に影響を与えないことが確認された。トレーニング試行において、2 つの異なる物体に対する探索嗜好性

は約 50％であり、群間に差は見られなかった (図 2-1D)。しかしテスト試行において、標準飼料を与えら

れたマウスでは BCAS処置により新奇物体に対する探索嗜好性が sham 群に比べて有意に低下した一方、
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PLX3397 を与えられたマウスでは探索嗜好

性の低下が有意に抑制された (図 2-1E)。こ

れらの結果は、慢性脳低灌流により惹起さ

れる認知機能障害がミクログリアの除去に

より改善されることを示している。 

 

ミクログリア除去と BCAS処置による白質

傷害の評価 

BCAS 処置 28 日後にミクログリア除去

と白質障害を評価するため組織学的解析を

行った(図 2-2A)。PLX3397 によるミクログ

リア除去は、ミクログリアおよびマクロフ

ァージのマーカーである Iba1 の脳梁におけ

る免疫染色によって確認された (図 2-2B, 

C)。また、標準飼料を与えたマウスでは、

BCAS 処置 28 日後に Iba1 陽性細胞数が有

意に増加したのに対し、PLX3397 を与えた

マウスでは、BCAS 処置後もミクログリア

の除去が維持されていた。これらの結果は、

BCAS 処置によりミクログリアが活性化さ

れ、また PLX3397 を与えられたマウスでは

ミクログリアが除去されたままであること

を示している。 

白質傷害は慢性脳低灌流誘発の血管性

認知障害に特徴的な所見であり 27,67、血管性

認知症の認知機能障害と関連するため 68、

ミクログリア除去による慢性脳低灌流後の白質傷害への影響を脳梁のミエリン染色により評価した。標

準飼料を与えたマウスでは、BCAS処置により、ミエリン密度が sham 群と比較して低下する傾向が見ら

れた。一方、PLX3397 を与えたマウスでは BCAS処置群でもこのようなミエリン密度の減少は見られず、

また標準飼料を与えた BCAS処置マウスよりも大きかった (図 2-2D, E)。さらに、オリゴデンドロサイト

のマーカーである GSTpi の免疫染色により、標準飼料を与えたマウスでは BCAS処置により GSTpi陽性

細胞数が減少したが、PLX3397 を与えたマウスでは減少は見られなかった (図 2-2F, G)。これらの結果は、

ミクログリアの除去により BCAS誘発の白質傷害が抑制されることを示している。 

 

BCAS処置による脳梁の炎症反応の変化 

慢性脳低灌流誘発血管性認知障害における CNS 炎症を調べるため、炎症性サイトカインとミクログリ

アマーカーが増加することが以前に明らかにされている BCAS処置 14日後の脳梁における炎症性サイト

カイン 27 の遺伝子発現をリアルタイム PCR で測定した (図 2-3A)。標準飼料を与えたマウスでは、BCAS

図 2-1. BCAS処置による認知機能障害は、PLX3397を投与したマウスで
は認められない 
(A) 新奇物体認識試験 (NORT) の実験タイムコース。(B, C) NORTにおけ
るトレーニング試行 (B) およびテスト試行 (C) での 2 物体の総探索時
間。(D, E) NORTにおけるトレーニング試行 (D) とテスト試行 (E) での
青の四角錐または木製の球に対する探索嗜好性。値は平均値 ± 標準誤差
で表した。n = 12–17. **P < 0.01. 
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処置後に IL6 mRNA の発現が有意に増加し、

PLX3397 を与えたマウスでは有意に抑制され

た (図 2-3B)。同様に、BCAS 処置後の TNFa 

mRNA の発現は、標準飼料を与えたマウスと比

べ PLX3397 を与えたマウスで小さかった (図

2-3C)。これらの結果は、慢性脳低灌流誘発認知

機能障害における炎症反応がミクログリアの

除去により抑制されることを示している。 

 

考察 
 

本章では、PLX3397 を用いたミクログリア

の除去により、BCAS処置による慢性脳低灌流

誘発の血管性認知障害マウスモデルの CNS 炎

症、白質傷害、認知機能障害が抑制されること

を明らかにし、慢性脳低灌流を伴う様々な病態

変化にミクログリアの活性化が寄与している

可能性を示した。 

著者らの以前の報告では、テトラサイクリン

系抗生物質であるミノサイクリンによるミク

ログリア活性化の抑制は、BCAS処置後の白質

傷害および認知機能障害を改善することを見

出した 27。したがって、慢性脳低灌流誘発の血

管性認知障害に、ミクログリアが重要な役割を

担っていると結論づけた。しかし、ミノサイク

リンは、マクロファージ 69 やアストロサイト

70,71、5-リポキシゲナーゼ 72 の活性化も抑制す

ることが知られている。そこでミノサイクリンによる慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害の抑制作用が

ミクログリア活性化の抑制によるものかを確認するために、本章では、PLX5622 とともに、さまざまな

CNS疾患研究で使用されている CSF1R阻害薬の PLX3397 を用いた。過去の報告で、CSF1R阻害薬によ

り、マウス脳内出血モデルにおいて傷害体積、脳浮腫、神経機能障害が抑制され 73、またアルツハイマー

病モデルマウスにおける神経突起でのプラークの蓄積、認知機能障害が CSF1R阻害薬を用いたミクログ

リアの除去によって改善される 74 ことが知られている。同様に、高齢マウスを用いた研究では、CSF1R

阻害薬によるミクログリア除去後の再増殖がミクログリアの形態を若齢マウスの細胞と類似したものに

回復させ、加齢に伴う認知機能障害を改善することが示された 18。他の研究では、ミクログリアの除去

は、緊張病 75 や多発性硬化症 76,77 などの脱髄関連疾患モデルマウスにおける神経機能障害も改善するこ

とが示されている。しかし、Jin らの報告では、中大脳動脈閉塞処置による局所脳虚血モデルマウスにお

図 2-2. BCAS処置による Iba1陽性細胞数の増加および白質傷害は、
PLX3397投与マウスでは認められない 
(A) 組織学的評価の実験タイムコース。(B, C) 脳梁における抗 Iba1
抗体による免疫染色の代表画像 (B) および陽性細胞数の定量データ 
(C)。(D, E) 脳梁におけるミエリン染色の代表画像 (D) と相対的ミエ
リン密度の定量データ (E)。(F, G) 脳梁における抗 GSTpi抗体による
免疫染色の代表画像 (F) と陽性細胞数の定量データ (G)。値は平均
値 ± 標準誤差で表した。Scale bars: 100 μm. (C, E) n = 9–14; (G) n = 6–
11. *P < 0.05, ***P < 0.001. 



 17 

いて、ミクログリアを除去することで脳梗塞巣や

神経機能障害が増悪することを示しており 78、ミ

クログリアが脳虚血によるアストロサイト応答

を制御し、神経保護機能を担っていることが示唆

された。また、両側総頸動脈閉塞による慢性脳低

灌流誘発血管性認知障害ラットモデルでは、運動

が認知機能障害や脱髄を軽減することが示され、

その効果は M1 ミクログリアから M2 ミクログリ

アへのサブタイプの変化と関連していた 79。本章

の研究では、PLX3397 の食餌投与により、M1 お

よびM2サブタイプを含むほぼすべてのミクログ

リアが除去されたことから、今後は、慢性脳低灌

流誘発血管性認知障害におけるミクログリアの

サブタイプの違いによる影響を明らかにするた

めに、さらなる検討が必要であると考えられる。 

BCAS 処置による認知機能障害や白質傷害には、ミクログリアからの炎症性サイトカインの分泌が関

与していることが本章で示唆された。IL6 と TNFaは、ミクログリアだけでなく、アストロサイトからも

分泌されるサイトカインである 80。これらのサイトカインの発現は、sham 群と同様に BCAS処置群でも

PLX3397 の食餌投与によって減少したことから、脳梁における IL6 と TNFaの発現には主にミクログリ

アが関与していることが示唆された。しかし、PLX3397 を食餌投与したマウスでの IL6 と TNFaの発現低

下は、IL6 と TNFaの受容体を発現しているアストロサイトにおけるシグナル伝達が減少した結果である

可能性がある 81。したがって、慢性脳低灌流誘発血管性認知障害におけるアストロサイトの関与につい

て、今後さらなる検討が必要である。 

本研究では BCAS 処置の 21 日前にミクログリアの除去を開始したため、白質傷害や認知機能障害へ

ミクログリア活性化が関与するタイミングは不明である。わずか 7 日間の投与でミクログリアを除去で

きる CSF1R阻害薬 PLX5622 を用いることで、この点が明らかとなり、ミクログリアの除去の慢性脳低灌

流誘発血管性認知障害の治療に最も効果的なタイミングを決定するのに役立つと思われる。また、ミク

ログリア除去後の再増殖が慢性脳低灌流誘発血管性認知障害の予後に影響を与えるかどうか、またどの

ように影響を与えるかについても、さらなる研究が必要であろう。 

以上より本章では、慢性脳低灌流誘発血管性認知障害においてミクログリアが病態促進的な役割を担

っていることを示した。今回得られた知見により、ミクログリアが慢性脳低灌流誘発血管性認知障害の

治療標的として有望であることが示唆された。 

 

  

図 2-3. PLX3397投与マウスでは脳梁における炎症性サイトカイン
の発現が抑制される 
(A) リアルタイム PCRの実験タイムコース。(B, C) 脳梁における
IL6 (B) と TNFa (C) mRNAの発現。値は平均値 ± 標準誤差で表し
た。n = 3–4. *P < 0.05, **P < 0.01. 
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第 3章 血管性認知障害におけるアストロサイトの 

TRPA1による保護機能 
 

血管性認知障害は、血管性疾患に起因する認知機能低下と定義される症候群である 82。加齢や代謝性

疾患、動脈硬化、高血圧、肥満 67、低血圧 83 などによって惹起される慢性脳低灌流状態は、様々な型の認

知症に共通して認められ 84–86、慢性脳低灌流に関連する脳小血管病は血管性認知障害の主要な原因とな

っている 87,88。慢性脳低灌流が血管性認知障害の特徴的な所見である白質病変の原因であることを示唆す

る報告が増えてきている。慢性脳低灌流誘発血管性認知障害マウスモデルにおいて、神経機能障害に先

行する白質病変が観察されている 7,27。さらにヒトにおいても、様々な型の認知症患者で白質病変が認め

られる 68。このように、血管性認知障害における慢性脳低灌流誘発の白質病変の重要性が広く注目されて

いるものの、血管性認知障害病変を検出し制御する正確な分子機構は解明されておらず、血管性認知障

害の有効な治療標的は未だ模索されているところである。 

TRP チャネルは、周辺環境の変化や細胞の酸化還元状態を検出するセンサーであり 89,90、いくつかの

TRP チャネルが様々な疾患の発症に関与することがこれまでに報告されてきた 27,61,91,92。TRP チャネルの

中で、TRPA1 は、当初、侵害性の冷刺激感受性チャネルとして発見された 93。TRPA1 は末梢神経の侵害

受容性感覚ニューロンのサブセットに発現しており、様々な種類の痛みの発生に関与していることが知

られている 94。一方、CNS においては、アストロサイト 95–97、脳血管内皮細胞 98、オリゴデンドロサイト

99 などの非神経細胞にも TRPA1 が発現していることが知られている。これらの細胞における TRPA1 は、

脳虚血性疾患 99,100 やアルツハイマー病 101,102 などの脳血管疾患や認知症において重要な役割を果たすこ

とが報告されているが、TRPA1 には病態抑制作用と病態増悪作用の両面が認められ、詳細な寄与につい

て十分な理解は得られていない。これより TRPA1 は血管性疾患における多様なセンサーとして機能して

いると考えられ、TRPA1 を介した分子機構の解明が、血管性認知障害に対する治療薬創出に有望なアプ

ローチとなりうる。 

本章では、慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害における TRPA1 の関与を明らかにするため、BCAS マ

ウスモデルと遺伝子改変マウス (TRPA1遺伝子欠損 (TRPA1-KO) マウスおよび細胞特異的TRPA1-KOマ

ウス) を使用した。著者は、TRPA1 の欠損が BCAS 処置による認知機能障害および白質障害を増悪させ

ること、また、アストロサイトにおける TRPA1 刺激を介した白血病阻止因子 (LIF) の増加が慢性脳低灌

流誘発の血管性認知障害に対して保護的な役割を果たすことを明らかにした。本章の成果は、血管性認

知障害における白質の完全性を維持するための TRPA1 を介した内在的な保護メカニズムを初めて明らか

にしたものである。 

 

実験方法 

 

動物実験 

すべての動物実験は、第 1 章と同様に京都大学動物実験委員会および日本薬理学会の倫理指針に従っ
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て実施された。すべての動物実験および研究計画は、京都大学動物実験委員会の承認を得た (承認番号：

20-42)。雄の C57BL/6J WT マウス (RRID: IMSR_JAX:000664) は日本 SLC から入手し、TRPA1-KO マウ

スは、京都大学工学研究科 森泰生 教授より供与していただき、表現型に対するバックグラウンドの影

響を排除するために、C57BL/6 J マウス (日本 SLC) と 10世代にわたって戻し交配し、ゲノム PCR によ

り遺伝子型を確認した。用いたプライマーは以下の通りである。 

Fw: 5′-TCA TCT GGG CAA CAA TGT CAC CTG CT-3′, Rv: 5′-TCC TGC AAG GGT GAT TGC GTT GTC TA-3′ 

すべてのマウスは、12時間の明暗サイクル下で 22 ± 2°C の一定の周囲温度で飼育され、水と飼料を自由

に摂取させた。使用動物数は経験的に決定したものであり、過去の報告 27,103,104 と同程度であった。 

 

アストロサイト特異的 TRPA1-KO (astrocyte-TRPA1-cKO) マウスの作製 

Astrocyte-TRPA1-cKO マウスの作製のために、TRPA1 の S5/S6膜貫通領域を loxP に挟まれたホモ接合

マウス (Trpa1fl/fl; Jackson Labs, #008650) と Aldh1l1 promoter/enhancer の制御下に Cre リコンビナーゼが導

入されたヘテロ接合型マウス (Aldh1l1-Cre/ERT2+/-; Jackson Labs, #029655) を掛け合わせた。産仔の第 1

世代のうち Cre陽性のマウスを Trpa1fl/fl マウスと交配させた。第 2世代は尾部生検から得たゲノム DNA

を用いて PCR により遺伝子型を決定し、Aldh1l1-Cre/ERT2+/-; Trpa1fl/fl のマウスを Trpa1fl/fl マウスと交配さ

せた。Astrocyte-TRPA1-cKO (Aldh1l1-Cre/ERT2+/-; Trpa1fl/fl) マウスは生存可能で受胎可能であった。対照

マウスは、Trpa1fl/fl マウスを用いた。組換えを誘導するために、実験に用いた全てのマウス (astrocyte-

TRPA1-cKO および対照マウスの両方) に、以前に報告された方法に一部修正を加えて、タモキシフェン 

(コーン油中 200 mg/kg、1日 1回) を隔日 5日間腹腔内投与した 105。最後のタモキシフェン投与から 14

日後に BCAS または sham処置を実施した。最初のタモキシフェン投与時、すべてのマウスは 6–9週齢、

体重 20–30 g であり、その後 BCAS または sham処置は 9–12週齢のマウスに対して実施した。 

 

内皮細胞特異的 TRPA1-KO (endothelial cell-TRPA1-cKO) マウスの作製  

Endothelial cell-TRPA1-cKO マウスの作製のために、Trpa1fl/fl マウスと Tek promoter/enhancer の制御下に

Cre リコンビナーゼが導入されたヘテロ接合型マウス (Tek-Cre+/-; RBRC04495 (このマウス系統は、文部

科学省/AMED のナショナルバイオリソースプロジェクトを通じて、理研 BRC から提供された)) 106 を掛

け合わせた。以下、astrocyte-TRPA1-cKO マウスの作製方法と同様に行い、得た endothelial cell-TRPA1-cKO 

(Tek-Cre+/-; Trpa1fl/fl) マウスは生存可能で繁殖可能であった。対照マウスは Trpa1fl/fl マウスを用いた。8–12

週齢のマウス (25–35 g) に対して BCAS または sham処置を行った。 

 

オリゴデンドロサイト系譜細胞特異的 TRPA1-KO (OPC/OL-TRP A1-cKO) マウスの作製 

OPC/OL-TRPA1-cKO マウスの作製のために、Trpa1fl/flマウスと Pdgfra promoter/enhancer の制御下に Cre

リコンビナーゼが導入されたヘテロ接合型マウス (Pdgfra-Cre+/-; Jackson Labs、#013148) を掛け合わせた。

以下、astrocyte-TRPA1-cKO マウスの作製方法と同様に行い、得た OPC/OL-TRPA1-cKO (Pdgfra-Cre+/-; 

Trpa1fl/fl) マウスは生存可能で繁殖可能であった。対照マウスは Trpa1fl/fl マウスを用いた。8–12週齢のマ

ウス (20–30g) に対して BCAS または sham処置を行った。 

 

両側総頸動脈狭窄処置 (Bilateral common carotid artery stenosis; BCAS) 
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内径 0.18mm のマイクロコイル (Sawane Spring) を用いて、既報 27,66,103及び第 2 章と同様にマウスに

BCAS 処置を行った。BCAS 処置後の中大脳動脈領域の局所脳血流をレーザードップラー流量計 

(Omegaflow，Omegawave) により測定した。処置前に測定プローブを側頭筋 (bregma の 2 mm後方、6 mm

外側) に固定し BCAS処置 60 分後に局所脳血流を測定した。マウスは BCAS 群と sham 群のいずれかに

無作為に割り当てた。 

 

薬物投与 

マウスに trans-cinnamaldehyde (100 mg/kg; Tokyo Chemical Industry) を BCAS または sham処置後 15–24

日目に 1日 1回腹腔内注射した。対照群には vehicle (0.5％Tween 80 (Nacalai Tesque) 含有生理食塩水) を

投与した。さらに、マウスに SC144 (10 mg/kg; MedChemExpress) を BCAS または sham処置後 0–10日目

に 1日 1回腹腔内注射した。対照群には、vehicle (40％プロピレングリコール、10％DMSO 含有生理食塩

水) を投与した。 

 

中和抗体投与 

BCAS処置直後にヤギポリクローナル LIF 中和抗体 (10 μg, 1 mg/ml in PBS; R&D Systems）を脳室内投

与した。対照群には、ヤギ IgG (10 μg, 1 mg/ml in PBS; R&D Systems) を脳室内投与した。 

 

初代培養マウスアストロサイト 

既報 107 と同様に、生後 0–2日の WT または TRPA1-KO C57BL/6J マウスの大脳皮質から初代培養アス

トロサイトを得た。細胞を分散し、10％熱不活性化 FBS (JRH Biosciences, Lenexa, KS) を添加した EMEM 

(Nissui Pharmaceutical) 7mL とともに 75 cm2 フラスコに播種し 37℃、5％ CO2 のインキュベーター内で培

養を行った。2–4週間培養した後、フラスコを振盪器を用いて 400 rpm で 10 分間振盪し、ミクログリア

を除去した。上清を除去し、新しい培養液を加え、5％ CO2、37℃のインキュベーターで 2時間培養した。

OPC を除去するために、フラスコを 250 rpm、37℃で 16–18時間、振盪器で振盪した。残ったアストロサ

イトは 0.25％トリプシン (Nacalai Tesque) で剥離し、新しい培地に再懸濁し、35 mmディッシュ (20 × 104 

cells) または 60 mmディッシュ (40 × 104 cells) に再播種した。再播種 7日後に培地を無血清 EMEM に置

換し 16–18 時間インキュベートした後、薬物を処置した。細胞は薬物処置 3 時間後に実験に使用した。

試薬は以下のものを使用した。 

H2O2 (100 μM, Nacalai Tesque), PD98059 (10 μM, Cayman), SB203580 (30 μM, Cayman), chelerythrine chloride 

(1 μM, AdipoGen Life Sciences), BAPTA-AM (10 μM, Nacalai Tesque) 

 

初代培養マウス OPC  

生後 0–2日の WT C57BL/6J マウスの大脳皮質から、初代培養 OPC を得た。大脳皮質を切り出した後、

細胞をトリプシン (2.5 mg/mL; Nacalai Tesque) および DNase I (10 mg/mL; Sigma-Aldrich) とともに 37℃で

15 分間インキュベートした。分散した細胞を、10％熱不活性化 FBS および 1％ペニシリン/ストレプトマ

イシン混合溶液  (Nacalai Tesque) を含む Advanced DMEM/F12 medium (Invitrogen) とともに poly-L-

ornithine でコーティングした 75 cm2 フラスコに播種し、37℃、5％ CO2 のインキュベーター内で培養し

た。10–12日後、グリア混合培養から 2段階の手順で OPC を精製した。まず、振盪器を用いて 160 rpm で
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2時間振盪し、ミクログリアを除去した。上清を除去し、新しい培養液を加えた後、アストロサイト層上

に生育している OPC を 230 rpm で 16–18時間振盪して剥離した。上清をコーティングしていない 10 cm

ディッシュで 37℃、5％ CO2 で 1時間半培養し、アストロサイトを除去した。最終的な細胞懸濁液を poly-

L-ornithine でコーティングした 10 mmガラスに再播種し (0.6 × 104 cells)、1×B27 (Invitrogen)、グルタミン 

(2 mM; Nacalai Tesque)、1％ペニシリン/ストレプトマイシン混合溶液、PDGF-AA (10 ng/mL; PeproTech) お

よび basic FGF (10 ng/mL; PeproTech) を加えた Neurobasal medium (Invitrogen) で培養した (これを増殖条

件培地として使用した)。培養 OPC は、再播種後 2日目に培養上清置換実験に使用した。 

 

アストロサイト培養上清 

培養上清置換実験のために、アストロサイトの再播種から 6日後にアストロサイトの培養液を 1×B27 

(Invitrogen)、グルタミン (2 mM; Nacalai Tesque)、1％ペニシリン/ストレプトマイシン混合溶液を添加した

Neurobasal medium (Invitrogen) に置換した。アストロサイトの再播種 7日後に H2O2 (100 μM) の処置後、

培養上清を回収し、過去の報告 108 と同様に 2,000 × g、4℃で 5 分間遠心分離して細胞および残渣を除去

し、使用するまで-80℃で保存した。 

 

新奇物体認識試験 (NORT) 

第 1 章および既報 27,61,103 と同様に NORT による認知機能評価を BCAS または sham処置 14日後と 28

日後に行った。探索嗜好性は、discrimination index (DI) としてトレーニング試行時は、 (青色の四角錐の

探索に費やした時間 - 黄色の三角柱の探索に費やした時間) / (青色の四角錐の探索に費やした時間 ＋ 

黄色の三角柱の探索に費やした時間)、テスト試行時は (木製の球の探索に費やした時間 - 黄色の三角柱

の探索に費やした時間) / (木製の球の探索に費やした時間 ＋ 黄色の三角柱の探索に費やした時間) で算

出した。DI を、認識記憶の指標とした。なお、両物体の総探索時間が 8秒未満のマウスは除外した。 

 

新奇場所認識試験 (NLRT) 

第 1 章および既報 61 と同様に NLRT を行った。NORT と同様に、探索嗜好性は、DI として (青色の四

角錐の探索に費やした時間 - 黄色の三角柱の探索に費やした時間) / (青色の四角錐の探索に費やした時

間 ＋ 黄色の三角柱の探索に費やした時間) で計算され、空間記憶の指標とされた。 

 

ミエリン染色 

第 2 章実験方法と同様に行った。 

 

免疫組織化学 

免疫蛍光染色: 一次抗体として rabbit anti-Iba1 (1:500; Wako Pure Chemical), rabbit anti-GFAP (1:5000; 

Abcam), mouse anti-APC (CC1) (1:200; Calbiochem), rat anti-LIF (1:500; Novus Biologicals), goat anti-CNTF 

(1:100; R&D Systems), mouse anti-MBP (1:500; BioLegend), rabbit anti-PDGFRα (1:1000; Santa Cruz 

Biotechnology), rabbit anti-OLIG2 (1:1000; GeneTex), or rabbit anti-SOX10 (1:100; Abcam)、蛍光標識二次抗体

として AlexaFluor donkey anti-rabbit (488, 594, or 647), anti-mouse (488), anti-rat (488), or anti-goat (594) IgG 

(1:300; Invitrogen) を用いた。画像は全て bregma + 0.7 mm に位置する脳梁部を撮影し、MBP陽性面積は
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0.0400 mm2 の視野で、Iba1、GFAP、CC1陽性細胞数は 0.125 mm2 の視野で、LIF/GFAP二重陽性細胞面積

および CNTF/GFAP 二重陽性細胞面積は 0.0450 mm2 の視野で定量した。その他の実験プロトコルは第 1

章実験方法と同様に行った。 

NeuN染色: 第 1 章実験方法と同様に行った。 

 

免疫細胞化学 

OPCを 10 mmガラス上で 2日間培養した後、分化を評価するために LIF中和抗体 (10 μg; R&D Systems) 

またはヤギ IgG (10 μg; R&D Systems) を添加または添加していないアストロサイト培養上清を適用し細

胞をさらに 5日間培養した。細胞を 4% PFA で固定し、3%ウシ血清アルブミンと 0.1%トリトン X-100 を

含む PBS で 10 分間ブロッキングした。一次抗体として、rabbit anti-PDGFRα (1:1000; Santa Cruz 

Biotechnology) 及び mouse anti-MBP (1:500; BioLegend) を処置し 4℃で一晩インキュベートした。次に、

蛍光標識二次抗体として AlexaFluor donkey anti-rabbit (594) and anti-mouse (488) IgG (1:300; Invitrogen) を

処置し、室温、暗所で 1.5時間標識した。DAPI Fluoromount-G (Southern Biotechnology Associates) で核を

染色した後、FluoView FV10i共焦点顕微鏡 (Olympus) を用いて蛍光画像を取得した。 

 

ウェスタンブロッティング 

既報 22 と同様に、全細胞溶解液を用いて行った。60 mmディッシュで培養した初代培養アストロサイ

トを回収し、0.1％ phosphatase inhibitor cocktails 2 および 3 (Sigma-Aldrich) を添加した SDS (Nacalai Tesque) 

入り RIPA buffer で溶解させた。溶解液の一部を等量のサンプルバッファー (50 mM Tris-HCl, 10% glycerol, 

2% SDS, 6% 2-mercaptoethanol with bromophenol blue, pH 6.8) で希釈し、10% SDSポリアクリルアミドゲル

にローディングした。タンパク質を Immobilon-P PVDF transfer membranes (Millipore) に転写した。転写後

のメンブレンをブロッキングし、一次抗体として、rabbit anti-phospho-p38 MAPK (1:500), rabbit anti-p38 

MAPK (1:500), rabbit anti-phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (1:1000), rabbit anti-p44/42 MAPK (Erk1/2) (1:1000; 

all from Cell Signaling Technology), or mouse anti-β-actin (1:20000; Sigma-Aldrich) を処置し 4℃で一晩イン

キュベートした。翌日、メンブレンを 0.1% (v/v) Tween-20 含有トリス緩衝食塩水で短時間洗浄し、ペルオ

キシダーゼ標識二次抗体として、donkey anti-rabbit IgG (1:5000; Cytiva) または goat anti-mouse IgG (1:20000; 

Jackson ImmunoResearch) を用いて室温で 1 時間インキュベートした。その後、 immobilon western 

chemiluminescent HRP substrate (Millipore) を用いて陽性のバンドを検出した。 

 

RNA sequencing (RNAseq) 

ISOGEN 試薬 (Nippon Gene) を用いて、製造元のプロトコールに従って脳梁から total RNA を単離し

た。RNAseq解析のために、total RNA から poly(A)+ RNA を取り出し、逆転写した。NEBNext Ultra RNA 

Library Prep Kit for Illumina により、製造元の指示に従い、ライブラリーを調製した。調製したライブラリ

ーを NovaSeq 6000 で sequence した。クリーンリードは、HISAT version 2.1.0109 を用いてマウスリファレ

ンスゲノム GRCm38 にマッピングした。遺伝子発現は、subread version 2.0.1110 と edgeR version 3.34.1111

を用いて計算し、対数変換した (例えば、発現量 8 (=23) は 3 に、発現量 128 (=27) は 7 となる)。反応性

アストロサイトマーカー遺伝子セットは以前の報告 112 から入手し、アストロサイト関連 GO タームの上

位 3 つ  (GO:0014002, GO:0043615, GO:0048708) に 含 ま れ る 遺 伝 子 は QuickGO 
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(http://www.ebi.ac.uk/QuickGO) から入手した 113。遺伝子と遺伝子セットの間の関連性の強さが 2.8以上で

あることを表す標準化値を持つ遺伝子を解析に使用した。反応性アストロサイトのマーカー遺伝子の群

間 Z スコア差は、トランスクリプトームプロファイリングに使用した。ヒートマップ可視化のため、対

数変換した遺伝子発現をさらに標準化し (平均 = 0、分散 = 1)、群間の Z スコアの標準化値を Prism 9ソ

フトウェア (GraphPad Software) を用いてヒートマップとして可視化した。GO 解析は、HOMER version 

4.11114 を用いて行った。発現変動遺伝子は、p < 0.05 によって定義された。オリジナルの sequenceデータ

セットは、NCBI sequence read archive にアクセッション番号 GSE201513 で寄託された。 

 

リアルタイム PCR 

RNAseq の項で述べたように、マウス脳梁または 35 mm ディッシュで培養したアストロサイトから

total RNA を単離した。次に、脳梁と培養アストロサイトのそれぞれ 1 μg または 500 ng の total RNA か

ら、ReverTra Ace® (Toyobo) を用いて cDNA を合成した。全量 10 μl (12.5 ng の cDNA と THUNDERBIRD 

SYBR qPCR Mix, Toyobo) で反応を行った。その他の実験プロトコルは第 1 章実験方法と同様に行った。

用いたマウス用のプライマーは以下の通りである。 

TRPA1 (Fw: 5′-AGG TGA TTT TTA AAA CAT TGC TGA G-3′, Rv: 5′-CTC GAT AAT TGA TGT CTC CTA GCA 

T-3′), GFAP (Fw: 5′-AGG GCG AAG AAA ACC GCA TC-3′, Rv: 5′-GGT GAG CCT GTA TTG GGA CA-3′), LIF 

(Fw: 5′-AAA AGC TAT GTG CGC CTA ACA-3′, Rv: 5′-GTA TGC GAC CAT CCG ATA CAG-3′), CNTF (Fw: 5′-

GAC CTG ACT GCT CTT ATG GAA TCT-3′, Rv: 5′-GCC TGG AGG TTC TCT TGG A-3′), 18S rRNA (Fw: 5′-

GCA ATT ATT CCC CAT GAA CG-3′, Rv: 5′-GGC CTC ACT AAA CCA TCC AA-3′)  

 

Magnetic-activated cell sorting (MACS) 

全脳を摘出、細断し、ハンクス平衡塩溶液で洗浄した。400 × g、4℃で 5 分間遠心分離し、上清を除去

した後、collagenase D (5 mg / 6 mL / brain in 2% FBS in PBS) と DNase I (60 μL, 10 mg/mL; Sigma-Aldrich) 

で 37℃で穏やかに振盪しながら 1 時間酵素的細胞分散を行った。分散した細胞を 30% Percoll (Sigma-

Aldrich) に懸濁し、700 × g、20℃で 30 分間遠心分離した。ミエリンを含む上清を捨て、ペレットを冷

MACS buffer (2 mM EDTA、0.5％ウシ血清アルブミン含有 PBS, pH7.2) に再懸濁させた。細胞ペレットを

FcR blocking reagent (Miltenyi Biotec) 中に再懸濁し、4℃で 10 分間インキュベートした。次に anti-ACSA2 

Magnetic Microbeads (Miltenyi Biotec) を加え、4℃で 15 分間インキュベートした。MACS buffer で洗浄後、

300 × g、4℃で 10 分間遠心し、上清を除去した後、MACS buffer に再懸濁した細胞を Magnetic Separator 

(Miltenyi Biotec) で固定した MS column (Miltenyi Biotec) にアプライした。ACSA-2陽性アストロサイト

と ACSA-2陰性 flow-through の total RNA を単離し、リアルタイム PCR の項と同様に cDNA を合成し、

遺伝子発現を評価した。 

 

BBB透過性の評価 

麻酔後、蛍光トレーサーであるフルオレセインナトリウムを静脈内注射した (40 mg/kg）。30 分後、脳

を摘出し、ミエリン染色の項と同様に厚さ 20 μm の凍結冠状切片を作製した。蛍光画像は FluoView FV10i

共焦点顕微鏡 (Olympus) で取得した。フルオレセインナトリウムの陽性面積は、bregma + 0.7 mm に位置

する脳梁部の 0.125 mm2 の視野で定量した。 
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統計解析 

統計解析は、Prism 9 ソフトウェア (GraphPad Software) を用いて行った。単一の実験群と対照群との

比較には、Student’s t-test または Welch’s t-test を使用した。複数の実験群間の比較には、one-way ANOVA

および Tukey's post-hoc test または two-way ANOVA および Bonferroni’s post-hoc test または Dunnett’s post-

hoc test を適宜使用した。その他は第 1 章実験方法と同様に行った。 

 

実験結果 
 

BCAS処置による認知機能障害と白質傷害への TRPA1欠損の影響 

血管性認知障害における TRPA1 の関与を調べるため、リアルタイム PCR を用いて TRPA1 mRNA の

発現を評価した。脳梁の TRPA1 mRNA 発現は、BCAS処置 14日後では変化しなかったが、28日後にお

いて増加した (図 3-1A–C)。 

次に、WT および TRPA1-KO マウスにおいて、BCAS処置 14日後および 28日後の認知機能および白

質ミエリン密度を評価した。まず、BCAS 処置により、60 分後の局所脳血流がベースライン比の約 65%

まで減少し、この変化は WT マウスと TRPA1-KO マウス間で差が認められなかった (図 3-1D)。認知機能

を評価するために、新奇物体認識試験を行った (図 3-2A, B)。慢性脳低灌流の初期段階である BCAS処置

14日後において、新奇物体の認識指数 (DI) はトレーニング試行において群間で差がなかった (図 3-2C)。

しかし、テスト試行において、BCAS処置をした TRPA1-KO マウスでは、sham処置をした TRPA1-KO マ

ウスと比較して DI が有意に減少した一方で、BCAS 処置後の WT マウスでは、sham 処置後の WT マウ

スと比較してそのような DI の減少は観察されなかった (図 3-2D)。また、2 つの物体に対する総探索時間

には群間で差がなく、全ての群で同様の探索行動を示した (図 3-3A, B)。白質傷害は血管性認知障害の特

徴的な所見であるため 7,27、BCAS 誘発血管性認知障害マウスモデルにおける白質傷害を評価するため、

脳梁で Fluoromyelin によるミエリン染色を行った。認知機能障害と同様に、BCAS処置 14日後において、

BCAS処置をした TRPA1-KO マウスでは、sham処置をした TRPA1-KO マウスと比較してミエリン密度が

有意に減少した一方で、sham処置をした WT マウスと BCAS処置をした WT マウスの間では差が認めら

れなかった (図 3-2E, F)。さらに白質傷害を詳細に評価するために、CC1 (オリゴデンドロサイトのマーカ

ー) と MBP (成熟オリゴデンドロサイトのマーカー) の免疫染色を行った。ミエリン染色と同様に、BCAS

処置 14日後において、BCAS処置をした TRPA1-KO マウスでは、脳梁の CC1陽性細胞数および MBP陽

性面積が減少していた一方で、WT マウスでは群間に差は認められなかった (図 3-3C–F)。さらに、オリ

ゴデンドロサイト系譜細胞の関与を調べるために、OLIG2、SOX10 (オリゴデンドロサイト系譜細胞のマ

ーカー)、PDGFRa (オリゴデンドロサイト前駆細胞 (OPC) のマーカー) の免疫染色を行った。BCAS 処

置をした TRPA1-KO マウスでは OLIG2陽性細胞数が減少する傾向が見られたものの、オリゴデンドロサ

イト系譜細胞や OPC の数に群間で差は認められなかった (図 3-3G–L)。これらの結果は、慢性脳低灌流

誘発の血管性認知障害では TRPA1欠損が成熟オリゴデンドロサイト数の減少を悪化させるが、OPC など

の未成熟なオリゴデンドロサイト系譜細胞には影響しないことを示唆するものであった。 
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図 3-1. BCAS処置 28日後の脳梁において TRPA1 mRNAの発現が増加する 
(A) 脳梁におけるリアルタイム PCRの模式図。(B, C) BCAS処置 14日後 (B) および 28日後 (C) の脳梁における TRPA1 mRNAの発
現量。(D) BCAS 処置 60 分後の中大脳動脈領域における局所脳血流のベースラインと比較した際の割合。値は平均値 ± 標準誤差で
表した。(B) n = 11–13; (C) n = 12–16; (D) n = 3. *P < 0.05. 

図 3-2. BCAS処置により、TRPA1-KOマウスでは 14日目に認知障害と白質障害が認められるが、WTマウスでは認められない 
(A, B, G) BCAS処置 14日後 (A) および 28日後 (G) の実験タイムコースと NORTの模式図 (B)。(C, D, H, I) BCAS処置 14日後 (C, 
D) と 28日後 (H, I) のトレーニング試行 (C, H) で青い四角錐を、テスト試行 (D, I) で木製の球を探索した際の DI。(E, F, J, K) BCAS
処置 14日後 (E, F) と 28日後 (J, K) における脳梁のミエリン染色の代表画像 (E, J) および相対ミエリン密度の定量データ (F, K)。
白い破線で囲まれた領域が脳梁、白い四角で囲まれた領域が定量化された領域 (E, J)。値は平均値 ± 標準誤差で表した。Scale bars: 
100 μm. (C, D) n = 11–13; (F) n = 8–11; (H, I) n = 20–22; (K) n = 12–13. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. 
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慢性脳低灌流の中・後期段階である BCAS 処置 28 日後 (図 3-2G) において、新奇物体認識試験のト

レーニング試行の DI に群間で差はなかった (図 3-2H)。一方テスト試行において、WT および TRPA1-KO

マウスともに、BCAS 処置 28 日後では、BCAS 処置をしたマウスは sham 処置をしたマウスと比較して

DI が有意に減少した (図 3-2I)。2 つの物体に対する総探索時間は、群間で同程度であった (図 3-3M, N)。

認知機能障害と同様に、BCAS処置 28日後において、BCAS処置をした WT および TRPA1-KO マウスは

sham処置をしたマウスと比較して、ミエリン密度が著しく減少していた (図 3-2J, K)。 

図 3-3. NORTにおける総探索時間は群間で同程度であり、BCAS処置により、TRPA1-KOマウスでは 14日目に成熟オリゴデンドロ
サイト数が減少するが、WTマウスでは減少しない 
(A, B, M, N) BCAS処置 14日後 (A, B) および 28日後 (M, N) のトレーニング試行 (A, M)およびテスト試行 (B, N) における総探索
時間。(C–L) BCAS処置 14日後の脳梁における抗 CC1、MBP、OLIG2、SOX10、または PDGFRa抗体による免疫染色の代表画像 (C, 
E, G, I, K) および CC1、OLIG2、SOX10または PDGFRa陽性細胞数 (D, H, J, L) とMBP陽性面積の割合 (F) に関する定量データ。値
は平均値 ± 標準誤差で表した。Scale bar: 100 μm. (A, B) n = 11–13; (D) n = 12–13; (F) n = 10; (H) n = 5–6; (J) n = 8–9; (L) n =11–12; (M, N) 
n = 20–22. *P < 0.05. 
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次に、空間記憶機能を評価するために、新奇場所認識試験を行った (図 3-4A–E)。BCAS処置 14日後

の DI は群間で差がなく、全ての群で再配置された物体への嗜好性が見られた (図 3-4 B, C)。BCAS処置

14日後と同様に、28日後においても DI に群間で差は認められなかった (図 3-4D, E)。さらに、空間記憶

を含む認知機能に重要な役割を果たす海馬の神経細胞数を評価するために、神経細胞のマーカーである

NeuN による免疫染色を行った。BCAS処置 28日後の海馬 CA1、CA3、歯状回における NeuN陽性細胞数

は、群間で差は認められなかった (図 3-4F–I)。これらの結果は、過去の研究 27 と一致し、28日間の慢性

図 3-4. BCAS処置は、空間記憶機能障害や海馬の神経細胞傷害は惹起しない 
(A) NLRT模式図。(B–E) BCAS処置 14日後 (B, C) と 28日後 (D, E) のトレーニング試行(B, D) とテスト試行 (C, E) で青い四角錐
を探索したときの DI。(F–I) BCAS 処置 28 日後の海馬における抗 NeuN 抗体による免疫染色の代表画像 (F)、および CA1 (G)、CA3 
(H)、歯状回 (I) における NeuN陽性細胞数の定量データ。値は平均値 ± 標準誤差で表した。Scale bar: 10 μm. (B, C) n = 5; (D, E, G, H, 
I) n = 5–6. 
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脳低灌流状態は空間記憶機能障害や海馬の神経細胞死を誘発しないことを示唆している。以上より、

TRPA1 の欠損は慢性脳低灌流により惹起される血管性認知障害および白質傷害を悪化・早期化させるこ

とが示された。 

 

BCAS処置による認知機能障害と白質傷害への TRPA1 刺激の影響 

TRPA1 刺激の効果を調べるため、BCAS 処置後 15–24 日目に TRPA1 アゴニストであるシンアムアル

デヒド (CA) を連日腹腔内投与した (図 3-5A)。新奇物体認識試験において、トレーニング試行では、DI

に群間で差は認められなかった (図 3-5B)。テスト試行では、vehicle を投与した BCAS処置WT マウスで

DI が有意に低下したが、CA を投与した BCAS処置WT マウスでは DI の低下は認められなかった (図 3-

5C)。一方で、BCAS処置をした TRPA1-KO マウスでは CA投与による DI 低下の抑制効果が消失した (図

3-5C)。2 つの物体に対する総探索時間には、群間で差は認められなかった (図 3-6A, B)。認知機能と同様

に、vehicle を投与した BCAS処置WT マウスでミエリン密度が有意に低下したが、CA を投与した BCAS

処置 WT マウスではそのような低下は認められず、さらに BCAS処置をした TRPA1-KO マウスでは CA

投与によるミエリン密度低下の抑制効果は消失し、有意にミエリン密度が低下した (図 3-5D, E)。以上の

ことから、TRPA1 刺激により、BCAS 処置で惹起される血管性認知障害や白質傷害などの症状が改善さ

れることが明らかとなった。 

  

図 3-5. TRPA1アゴニストであるシンナムアルデヒド (CA) は、BCAS処置による認知機能障害および白質傷害を減弱させる 
(A) CA投与と NORTの実験タイムコース。(B, C) BCAS処置 28日後のトレーニング試行 (B) における青い四角錐とテスト試行 (C) 
における木製の球を探索した際の DI。(D, E) BCAS処置 28日後の脳梁のミエリン染色の代表画像 (D) および相対的ミエリン密度の
定量データ (E)。値は平均値 ± 標準誤差で表した。Scale bar: 100 μm. (B, C) n = 15 (vehicle), n = 7–14 (CA); (E) n = 16–17 (vehicle), n = 7–
16 (CA). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. 
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BCAS処置によるアストロサイト数の増加への TRPA1欠損の影響 

過去のいくつかの研究で、グリア細胞の活性化が血管性認知障害の症状に関与していることが示唆さ

れている 7,103。WT マウスと TRPA1-KO マウスの BCAS 処置後の血管性認知障害、白質傷害の症状の違

いにどのグリア細胞が寄与するかを特定するために、脳梁で Iba1 (ミクログリア/マクロファージのマー

カー、図 3-7A–D) および GFAP (アストロサイトのマーカー、図 3-7E–H) の免疫染色を行った。BCAS処

置をしたマウスでは、sham処置をしたマウスと比較して Iba1陽性細胞数が増加する傾向にあり、BCAS

処置をした TRPA1-KO マウスでは処置 28日後に有意な増加が認められた (図 3-7A–D)。一方 BCAS処置

14日後において、BCAS処置をした WT マウスでは、sham処置をした WT マウスと比較して GFAP陽性

細胞数が増加したが、TRPA1-KO マウスでは増加しなかった (図 3-7E, F)。処置 14 日後と同様に、処置

28日後には BCAS処置をした WT マウスで GFAP陽性細胞数が増加したが、TRPA1-KO マウスでは増加

しなかった (図 3-7G, H)。次に、脳梁における GFAP mRNA の発現をリアルタイム PCR で評価した (図

3-7I)。BCAS処置 14日後において、BCAS処置をした WT マウスでは GFAP mRNA の発現が増加したが、

TRPA1-KO マウスでは増加しなかった (図 3-7J)。これらの結果は、TRPA1 の欠損が慢性脳低灌流におけ

る GFAP 陽性アストロサイト数の増加を妨げるが、Iba1 陽性細胞数には影響を与えないことを示してい

る。 

 

BCAS処置による認知機能障害と白質傷害へのアストロサイト特異的な TRPA1欠損の影響 

次に、TRPA1 が血管性認知障害において機能的に関与している細胞を明らかにした。TRPA1 は、脳で

はアストロサイト 95、血管内皮細胞 98、オリゴデンドロサイト 99 などで機能的に発現していることが知

られている。そこで、アストロサイト、血管内皮細胞、オリゴデンドロサイト系譜細胞それぞれの特異的

な TRPA1-KO マウスを作製した。アストロサイト特異的 TRPA1-KO (astrocyte-TRPA1-cKO) マウスは、ホ

モ接合型 Trpa1fl/fl マウスとヘテロ接合型 Aldh1l1-Cre/ERT2+/-マウスを交配して作製した (図 3-8A)。組換

え誘導のため、タモキシフェンを隔日 5日間腹腔内投与し、タモキシフェンの最終投与日から 14日後に

図 3-6. シンナムアルデヒド (CA) 連日投与後の NORTにおいて、総探索時間は群間で同程度である 
(A, B) BCAS 処置 28 日後のトレーニング試行 (A) およびテスト試行 (B) における総探索時間。値は平均値 ± 標準誤差で表した。
(A, B) n = 15 (vehicle), n = 7–14 (CA). 
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BCAS または sham 処置

を行った  (図 3-8B)。

BCAS 処置 14 日後の新

奇物体認識試験におい

て、トレーニング試行で

は、DI に群間で差は認め

られなかった (図 3-8C)。

一方テスト試行では、

BCAS 処 置 を し た

astrocyte-TRPA1-cKO マ

ウスで DI が有意に減少

したが、対照群では DI

の減少は認められなか

った (図 3-8D)。2 つの物体に対する総探索時間に差はなく、全ての群で同様の探索行動をとることが示

された (図 3-10A, B)。さらに、認知機能と同様に、BCAS処置 14日後において、BCAS処置をした astrocyte- 
TRPA1-cKO マウスでミエリン密度が有意に減少したが、対照群ではミエリン密度の減少は認められなか

った (図 3-8E, F)。 

さらに、血管内皮細胞特異的 TRPA1-KO (endothelial cell-TRPA1-cKO) およびオリゴデンドロサイト系

譜細胞特異的 TRPA1-KO (OPC/OL-TRPA1-cKO) マウスをそれぞれホモ接合型 Trpa1fl/flマウスとヘテロ接

合型 Tek-Cre+/-マウスまたは Pdgfra-Cre+/-マウスを交配して作製した (図 3-9A, B, G, H)。BCAS処置 14日

後において、astrocyte-TRPA1-cKO マウスと同様に、新奇物体認識試験のトレーニング試行では、endothelial 

cell-TRPA1-cKO、OPC/OL-TRPA1-cKO マウス共に DI に群間で差は認められなかった (図 3-9C, I)。しか

図 3-7. BCAS処置によりWT
マウスではGFAP陽性アスト
ロサイト数を増加させるが、

TRPA1-KO マウスでは増加

させない 
(A–D) BCAS処置 14日後 (A, 
B) および 28 日後 (C, D) の
脳梁における抗 Iba1 抗体に
よる免疫染色の代表画像 (A, 
C) および Iba1 陽性細胞数の
定量データ  (B, D)。 (E–H) 
BCAS 処置 14 日後 (E, F) お
よび 28日後 (G, H) の脳梁に
おける抗 GFAP抗体による免
疫染色の代表画像 (E, G) お
よび GFAP陽性細胞数の定量
データ (F, H)。(I) 脳梁でのリ
アルタイム PCRの模式図。(J) 
BCAS 処置 14 日後の脳梁に
おける GFAP mRNA の発現
量。値は平均値 ± 標準誤差
で表した。Scale bars: 100 μm. 
(B) n = 13–15; (D) n = 14–16; 
(F) n = 8–10; (H) n = 6–11; (J) n 
= 9–12 (WT), n = 12–13 
(TRPA1-KO). *P < 0.05, ***P < 
0.001. 
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しながら astrocyte-TRPA1-cKO マウスとは対照的に、endothelial cell-TRPA1-cKO、OPC/OL-TRPA1-cKO マ

ウスでは共に、BCAS処置によってもテスト試行における DI の減少は認められなかった (図 3-9D, J)。ま

た、2 つの物体に対する総探索時間は、全ての群で同程度であった (図 3-10C–F)。さらに、認知機能と同

様に、BCAS処置 14日後において、endothelial cell-TRPA1-cKO、OPC/OL-TRPA1-cKO マウス共に、BCAS

処置によってもミエリン密度の減少は認められなかった (図 3-9E, F, K, L)。 

これらの結果は、血管内皮細胞やオリゴデンドロサイト系譜細胞ではなく、アストロサイトにおける

TRPA1 の欠損が慢性脳低灌流により惹起される血管性認知障害および白質傷害を悪化させること、そし

て TRPA1 が慢性脳低灌流誘発血管性認知障害の初期にアストロサイトで機能的に関与していることを示

唆している。 

 

BCAS処置により WT マウスで認められるアストロサイト関連遺伝子の増加への TRPA1欠損の影響 

TRPA1 による慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害および白質傷害の抑制の分子機構を明らかにする

ため、sham処置および BCAS処置をした WT および TRPA1-KO マウスの脳梁で RNA sequencing (RNAseq) 

を行った (図 3-11A)。本章の結果より、脳梁における GFAP 陽性細胞数および GFAP mRNA 発現量が

BCAS 処置により WT マウスで増加したが、TRPA1-KO マウスでは認められなかった (図 3-7)。また、ア

ストロサイトは CNS の傷害および疾患において反応性プロファイルを示すことが広く知られている 112。

そこで、RNAseq により BCAS処置後の反応性アストロサイトマーカーの発現を評価したところ、反応性

アストロサイトのマーカー遺伝子 112 は、BCAS 処置をした WT マウスで発現が上昇したが、TRPA1-KO

マウスでは上昇しなかった (図 3-11B)。また、BCAS処置をした WT マウス (BCAS処置 7、10、14日後) 

と TRPA1-KO マウス (BCAS処置 7、10、14日後) 間で発現量の異なる遺伝子について Gene Ontology (GO) 

エンリッチメント解析を行うと、アストロサイト関連タームが濃縮されていた (図 3-11C)。慢性脳低灌流

誘発の血管性認知障害においてアストロサイトの TRPA1 刺激下で機能する分子を検出するために、アス

トロサイト関連 GO タームの上位 3 つ (GO:0014002, GO:0043615, GO:0048708) に含まれる遺伝子をヒー

トマップで可視化した (図 3-11D)。ヒートマップから、BCAS 処置をした WT マウスで発現が上昇した

図 3-8. BCAS処置により、astrocyte-TRPA1-cKOマウスでは 14日目に認知機能障害と白質傷害が認められる 
(A) タモキシフェンによる astrocyte-TRPA1-cKO マウスおよび対照マウスを得るための模式図。(B) タモキシフェン投与と NORT の
実験タイムコース。(C, D) BCAS処置 14日後のトレーニング試行 (C) における青色の四角錐、テスト試行 (D) における木製の球を
探索した際の DI。(E, F) BCAS処置 14日後の脳梁のミエリン染色の代表画像 (E) とミエリン相対密度の定量データ (F)。値は平均値 
± 標準誤差で表した。Scale bar: 100 μm. (C, D) n = 7–13; (F) n = 5–11. *P < 0.05. 
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が、TRPA1-KO マウスでは上昇しない 19 の遺伝子が示された。これらの中で、LIF は、髄鞘形成の促進

作用 115、クプリゾンによる脱髄に対する保護機能 116、低酸素虚血性脳傷害における神経機能傷害の改善

作用 117 などが報告されており、アストロサイトから LIF の放出が促進されることも知られている 115,118。

これより、LIF は血管性認知障害を予防、治療する有望な候補であると考えた。 

 

BCAS処置による LIF の増加への TRPA1欠損の影響 

次に、BCAS処置 14日後の脳梁における LIF mRNA の発現をリアルタイム PCR により評価した (図

3-12A, B)。Sham処置をした WT マウスと比較し、BCAS処置をした WT マウスでは、LIF mRNA の発現

が増加したが、TRPA1-KO マウスでは発現増加は認められなかった (図 3-12B)。アストロサイトでの LIF 

mRNA の発現を評価するために、抗 ACSA-2抗体を用いて magnetic-activated cell sorting (MACS) により

マウス全脳からアストロサイトを分取した (図 3-12C–E)。分取したアストロサイトにおける LIF mRNA 
の発現は、BCAS処置をした WT マウスで増加したが、TRPA1-KO マウスでは差は認められなかった (図

図 3-9. Endothelial cell-TRPA1-cKO および OPC/OL-TRPA1-cKO マウスは、BCAS 処置 14 日目に認知機能障害および白質傷害を示
さない 
(A, G) Endothelial cell-TRPA1-cKO (A) または OPC/OL-TRPA1-cKO (G) および対照マウスを得るための模式図。(B, H) NORTの実験タ
イムコース。(C, D, I, J) BCAS処置 14日後のトレーニング試行 (C, I) における青色の四角錐、テスト試行 (D, J) における木製の球を
探索した際の DI。(E, F, K, L) BCAS処置 14日後の脳梁のミエリン染色の代表画像 (E, K) とミエリン相対密度の定量データ (F, L)。
値は平均値 ± 標準誤差で表した。Scale bars: 100 μm. (C, D, F) n = 3–5; (I, J, L) n = 5–10. 
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3-12D)。逆に、アストロサイト以外の細胞からなる flow-through画分の LIF mRNA の発現は、アストロサ

イトの発現量よりも低く、WT マウス、TRPA1-KO マウスともに sham処置群と BCAS処置群で差は認め

られなかった (図 3-12E)。さらに、脳梁で免疫染色を行ったところ、BCAS 処置をした WT マウスでは

GFAP 陽性アストロサイトで LIF が増加したが、TRPA1-KO マウスでは増加は認められなかった (図 3-

12F, G)。BCAS 処置により増加する LIF の細胞ソースをさらに調べるため、脳梁において抗 LIF 抗体と

抗 Iba1 抗体または抗 PDGFRa抗体を用いた二重免疫染色を行った。その結果、GFAP 陽性アストロサイ

トとは異なり、Iba1 陽性ミクログリアや PDGFRa陽性 OPC と LIF はほとんど merge しなかった (図 3-

12F; 図 3-13)。これらの結果は、慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害において、アストロサイトから LIF 
が分泌されることを示唆している。 

図 3-11D に示した遺伝子のうち、毛様体神経栄養因子 (CNTF) も髄鞘形成を促進することが知られて

おり、血管性認知障害に対する保護候補の一つであると考えられる 119。そこで、CNTF mRNA の発現を

図 3-10. NORTにおいて、細胞種特異的 TRPA1-cKOマウスの総探索時間は群間で同程度である 
(A–F) Astrocyte-TRPA1-cKO (A, B)、endothelial cell-TRPA1-cKO (C, D)、OPC/OL-TRPA1-cKO (E, F) マウスにおける BCAS処置 14日後
のトレーニング試行 (A, C, E) およびテスト試行 (B, D, F) 中の総探索時間。値は平均値 ± 標準誤差で表した。(A, B) n = 7–13; (C, D) 
n = 3–5; (E, F) n = 5–10. 
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調べたところ (図 3-14A–C)、LIF と同様に、BCAS処置をした WT マウスでは、sham処置をしたマウス

と比較して脳梁の CNTF mRNA 発現が増加したが、TRPA1-KO マウスでは差は認められなかった (図 3-

14A)。一方 LIF mRNA の発現とは異なり、分取されたアストロサイトにおける CNTF mRNA の発現は、

WT マウス、TRPA1-KO マウスともに増加は認められなかった。さらに、flow-through画分における CNTF 

mRNA の発現は、アストロサイトでの発現量と差がなく、BCAS 処置によっても変化しなかった (図 3-

14B, C)。さらに、脳梁における抗 LIF 抗体と抗 GFAP 抗体による二重免疫染色においても、WT マウス

と TRPA1-KO マウスともに GFAP陽性アストロサイトでの CNTF の発現に群間で差は認められなかった 

(図 3-14D, E)。 

血管性認知障害における LIF の関与をさらに検討するため、gp130 の選択的阻害薬で LIF などの gp130

リガンドの下流シグナルを減少させる SC144 を使用した 120,121。BCAS または sham 処置後 0–10 日目に

SC144 を連日腹腔内投与した (図 3-15A, B)。BCAS処置 14日後に新奇物体認識試験を行ったところ、ト

レーニング試行では、DI に群間で差は認められなかった (図 3-15C)。一方テスト試行において、vehicle

図 3-11. BCAS処置により、WTマウスではアストロサイト関連遺伝子の発現が増加するが、TRPA1-KOマウスでは増加しない 
(A) 脳梁における RNAseqの模式図。(B) BCAS処置を行ったWTマウスと TRPA1-KOマウス (7、10、14日目の平均) のデータセッ
ト中の全遺伝子を比較した volcano plot。赤い点: 反応性アストロサイトマーカー遺伝子。(C) BCAS処置をしたWTマウスと TRPA1-
KOマウスの間で発現量の異なる遺伝子について、Gene Ontology (GO) エンリッチメント解析で上位 10個のアストロサイト関連ター
ムを示した (7、10、14日目の平均値)。(D) Sham処置群 (sham処置をしたWTマウスと TRPA1-KOマウスの平均)、BCAS処置をし
たWTマウス群 (7、10、14日目の平均)、BCAS処置をした TRPA1-KOマウス群 (7、10、14日目の平均) におけるアストロサイト関
連 GOターム上位 3つ (GO：0014002, GO：0043615, GO：0048708) に含まれる遺伝子発現のヒートマップ。 n = 1. 
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を投与したマウスでは BCAS処置マウスでも sham処置マウスと比較し DI に差は認められなかったが、

SC144 を投与したマウスでは BCAS処置により sham処置群と比べ DI が有意に減少した (図 3-15D)。ま

た、2 つの物体に対する総探索時間は、テスト試行では群間で差が認められなかったが、トレーニング試

行では SC144 を投与した BCAS処置マウスで減少した (図 3-14F, G)。さらに、SC144 を投与した BCAS

処置マウスでは、ミエリン密度も減少していた (図 3-15E, F)。続いて、BCAS処置直後に LIF 中和抗体を

脳室内投与し認知機能およびミエリン密度を評価した (図 3-15G)。新奇物体認識試験において、トレー

ニング試行では DI は群間で差が認められなかった (図 3-15H)。SC144 を用いた実験と同様に、テスト試

行において、LIF 中和抗体を投与した BCAS 処置マウスでは、コントロール IgG 抗体を投与した BCAS

処置マウスと比較して DI が有意に減少した (図 3-15I)。2 つの物体に対する総探索時間は、群間で差は認

められなかった (図 3-14H, I)。また認知機能障害と同様に、LIF 中和抗体を投与した BCAS処置マウスで

は、コントロール IgG 抗体を投与した BCAS 処置マウスと比較してミエリン密度が減少した (図 3-15J, 

K)。これらの結果は、慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害において、アストロサイトの TRPA1 が LIF産

生に関与し、LIF の増加が血管性認知障害に対して保護的に作用していることを示唆している。 

 

H2O2での TRPA1 刺激によるアストロサイトの LIF産生の培養 OPC の髄鞘形成への影響 

アストロサイトでの LIF 産生の分子機構をさらに明らかにするために、WT マウスまたは TRPA1-KO

マウス由来の初代培養アストロサイトを用いて in vitro 実験を行った。H2O2 を培養細胞に 3 時間処置し

図 3-12. TRPA1は、BCAS処置 14日後のWTマウスのアストロサイトにおける LIF産生を仲介している 
(A) 脳梁のリアルタイム PCRの模式図。(B) 脳梁における LIF mRNAの発現。(C) MACSを用いた全脳からのアストロサイトの分取
の模式図。(D, E) 分取したアストロサイト (D) および flow-through (E) における LIF mRNAの発現。(F, G) 脳梁における抗 LIF抗体 
(緑) および抗 GFAP抗体 (赤) による共免疫染色の代表画像 (F)、および 14日目の LIF/GFAP二重陽性面積の割合の定量データ (G)。
値は平均値 ± 標準誤差で表した。Scale bars: 50 μm. (B) n = 17–21 (WT), n = 18 (TRPA1-KO); (D, E) n = 5–6 (WT), n = 5–6 (TRPA1-KO); 
(G) n = 7–8. *P < 0.05. 
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TRPA1 を刺激した際の LIF mRNA の発現をリアルタイム PCR で評価した (図 3-16A)。予想通り、H2O2

を処置した WT アストロサイトでは LIF mRNA の発現が増加したが、TRPA1-KO アストロサイトでは増

加が抑制された (図 3-16B)。過去の研究で、PKC、ERK1/2、p38-MAPK の活性化がアストロサイトでの

LIF の発現と放出に関与することが示されていたため 118、これらの経路が H2O2 による LIF mRNA 発現に

及ぼす影響について検討した。H2O2 による LIF mRNA の発現増加は、p38-MAPK阻害薬の SB203580 の

共処置により有意に抑制され、PKC阻害薬の chelerythrine chloride の共処置で一部抑制され、ERK阻害薬

の PD98059 の共処置では抑制されなかった (図 3-16C)。さらに、細胞内 Ca2+キレーターである BAPTA-

AM の共処置により、H2O2 による LIF mRNA の発現増加が抑制された (図 3-16C)。これらの結果と同様

に、ウェスタンブロットにおいて、H2O2 処置により ERK-MAPK のリン酸化は WT アストロサイト、

TRPA1-KO アストロサイトともに認められなかった一方、p38-MAPK のリン酸化は WT アストロサイト

でが認められ、TRPA1-KO アストロサイトでは認められなかった (図 3-16D–G)。以上の結果から、H2O2

による TRPA1 刺激は、p38-MAPK のリン酸化を増加させ、LIF の産生を促進することが示唆された。 

最後に、LIF などの H2O2 を処置したアストロサイトからの分泌分子が OPC の髄鞘形成を促進するか

どうかを調べるために、in vitro での培養上清置換実験を行った。アストロサイトの培養 7日目に培養上

清を回収し、OPC の培養 2 日目に培養液を増殖条件培地から回収したアストロサイト培養上清に置換し

た (図 3-16H)。アストロサイト培養上清に置換後 5日間培養した後、OPC のマーカーである抗 PDGFRa

抗体および成熟オリゴデンドロサイトのマーカーである抗MBP抗体による二重免疫染色を行い、OPC の

図 3-13. BCAS処置による LIFの増加はミクログリアや OPC由来ではない 
(A, B) BCAS処置 14日後のWTマウスの脳梁における抗 LIF抗体 (緑) および抗 Iba1 (A) または抗 PDGFRa (B) 抗体 (赤) による免
疫染色の代表画像。Scale bar: 50 μm. 
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分化度を評価した。H2O2 を処置した WT アストロサイト培養上清では、MBP陽性成熟オリゴデンドロサ

イトの面積が増加したが、H2O2 を処置した TRPA1-KO アストロサイト培養上清では MBP 陽性面積の増

加が抑制された (図 3-16I, J)。H2O2 を処置した WT アストロサイト培養上清による OPC の髄鞘形成作用

が、LIF によって媒介されているかを調べるために、LIF 中和抗体を用いた培養上清置換実験を行った。

OPC の培養 2 日目に、培養液を増殖条件培地から H2O2 を処置した WT アストロサイト培養上清に置換

し、LIF 中和抗体またはコントロール IgG を共処置し 5日間培養後、抗 PDGFRa抗体および抗MBP 抗体
による二重免疫染色を行った (図 3-17A)。コントロール IgG の共処置と比較し、LIF 中和抗体の共処置に

より MBP陽性成熟オリゴデンドロサイトの面積は有意に減少した (図 3-17B, C)。以上のことから、H2O2

による TRPA1 刺激で産生されるアストロサイト由来の LIF は、OPC の髄鞘形成の促進に重要な役割を担

っていることが示された。 

図 3-14. BCAS処置はアストロサイトにおける CNTF mRNAの発現を増加させない 
(A–C) BCAS処置 14日後にリアルタイム PCRで測定した脳梁 (A)、MACSで分取したアストロサイト (B)、MACSの flow-through (C) 
の CNTF mRNA発現量。(D, E) BCAS処置 14日後の脳梁における抗 CNTF抗体 (緑) および抗 GFAP抗体 (赤) による免疫染色の代
表画像 (D)、および CNTF/GFAP 二重陽性面積の割合の定量データ (E)。(F–I) BCAS 処置 14 日後のトレーニング試行 (F, H) および
テスト試行 (G, I) における総探索時間。値は平均値 ± 標準誤差で表した。Scale bar: 50 μm. (A) n = 17–22 (WT), n = 18 (TRPA1-KO); (B, 
C) n = 6 (WT), n = 5–6 (TRPA1-KO); (E) n = 7–10; (F, G) n = 7–9; (H, I) n = 4–5. *P < 0.05. 
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考察 
 

本章で得られた知見は以下の通りである (図 3-18)。(i) TRPA1欠損は、慢性脳低灌流の初期段階 (BCAS

処置 14日後) における認知機能障害および白質傷害を増悪させた。 (ii) BCAS処置後 15–24日目のシン

ナムアルデヒドによる TRPA1 刺激は、認知機能障害および白質傷害を改善した。 (iii) 慢性脳低灌流の

初期段階 (BCAS 処置 14 日後) において、BCAS 処置により脳梁の GFAP 陽性アストロサイト数が増加

し、TRPA1欠損によりアストロサイト数の増加は認められなくなった。 (iv) BCAS処置による認知機能

障害および白質損傷は、血管内皮細胞またはオリゴデンドロサイト系譜細胞特異的な TRPA1欠損ではな

く、アストロサイト特異的な欠損によってのみ増悪された。 (v) TRPA1 欠損は、慢性脳低灌流の初期段

階 (BCAS処置 14日後) のアストロサイトにおける LIF の発現増加を抑制した。 (vi) 初代培養アストロ

サイトを用いた実験において、H2O2を処置した WT アストロサイトでは LIF の発現が増加したが、TRPA1-

KO アストロサイトでは増加せず、H2O2 を処置した WT アストロサイトの培養上清は OPC の髄鞘形成を

促進した。これらの結果は、アストロサイトの TRPA1 が LIF産生を介して、慢性脳低灌流により惹起さ

れる血管性認知障害の病態発症を防ぐ保護的な役割を担っていることを示唆している。 

脳内血管の異常は、アルツハイマー病の発症においてアミロイドbの沈着やタウのリン酸化などの他

の所見よりも早く起こることが報告されている 122。また、アルツハイマー病患者の高齢者の 80％以上に

アルツハイマー病態に加えて脳血管障害が認められることから 87、血管性認知症のみならずアルツハイ

マー病においても脳小血管病が重要であることが示唆されている。過去の研究では、慢性脳低灌流が脳

図 3-15. LIFシグナルの阻害は、BCAS処置による認知機能障害と白質傷害を増悪させる 
(A) SC144の阻害メカニズムの模式図。(B, G) SC144 (B) または LIF中和抗体 (G) の投与と NORTの実験タイムコース。(C, D, H, I) 
BCAS処置 14日後のトレーニング試行 (C, H) における青色の四角錐、テスト試行 (D, I) における木製の球を探索した際の DI。(E, 
F, J, K) BCAS処置 14日後の脳梁のミエリン染色の代表画像 (E, J) とミエリン相対密度の定量データ (F, K)。値は平均値 ± 標準誤差
で表した。Scale bars: 100 μm. (C, D) n = 7–9; (F) n = 6–9; (H, I) n = 4–5; (K) n = 5. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. 
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小血管病の主要な因子である可能性が強く示されている 87,88。興味深いことに、Deschaintre らは、糖尿病、

脂質異常症、高血圧などの慢性脳低灌流に関連する脳小血管病を惹起する原因となる生活習慣病の治療

により認知症が改善されることを報告した 123。また、認知症のリスク因子である心房細動 124 の患者への

カテーテルアブレーション治療は、心機能を回復し慢性脳低灌流状態を緩和することで認知機能が改善

図 3-16. H2O2による TRPA1を介したアストロサイトの LIFの増加は、培養 OPCの髄鞘化を促進する 
(A) 初代培養アストロサイトを用いた in vitro実験のタイムコース。(B) リアルタイム PCRによる、H2O2 (100 μM, 3時間) を処置した
初代培養アストロサイトにおける LIF mRNAの発現評価。(C) リアルタイム PCRによる、H2O2 (100 μM) と ERK経路阻害薬 (PD98059, 
10 μM)、p38阻害薬 (SB203580, 30 μM)、PKC阻害薬 (chelerythrine chloride (CHE), 1 μM)、Ca2+キレーター (BAPTA-AM, 10 μM) のい
ずれかを共処置した初代培養アストロサイトにおける LIF mRNAの発現評価。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs control; #p < 0.05, 
###p < 0.001 vs H2O2. (D–G) ERK (D) および p38 (F) のウェスタンブロットの代表画像、および ERK (E) および p38 (G) のタンパク質
およびリン酸化レベル。(H) In vitro培養上清置換実験の実験タイムコース。(I, J) アストロサイト培養上清を適用した初代培養 OPCに
おける抗 MBP 抗体 (緑)、抗 PDGFRa抗体 (赤) および DAPI (青) による免疫染色の代表画像 (I)、ならびに MBP 陽性面積の割合の
定量データ (J)。値は平均値 ± 標準誤差で表した。Scale bar: 100 μm. (B) n = 5–6; (C, E) n = 4; (G) n = 5–6; (J) n = 9. *P < 0.05, **P < 0.01, 
***P < 0.001. 
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されることから 125、慢性脳低灌流状態そのものを改善することも血管性認知障害を治療する有力な方法

であることが示唆される。 

血管性認知障害における TRPA1 の保護的役割と、どのような刺激に対して TRPA1 が機能しているの

かを実証することは、興味深い点である。血管性認知障害において TRPA1 を刺激する候補分子として最

も有力なのは、H2O2 などの活性酸素種である。TRPA1 は酸化還元変化を最も鋭敏に検知する TRP チャネ

ルであり 93、低酸素をよく検知し開口しやすくなり 126,127、また H2O2 によっても活性化される 128。実際、

H2O2 によって TRPM2 ではなく TRPA1 を介して Ca2+が流入すると、がん細胞の酸化ストレス耐性が誘導

される 129。また、感覚神経において H2O2 は TRPA1 依存的で TRPV1、TRPM3 に非依存的な熱刺激への

反応を増強することが報告されている 130。興味深いことに、慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害マウス

モデルを用いた著者らの以前の研究では、sham処置群と比較し、BCAS処置 14日後に H2O2濃度が有意

に増加することを明らかにした 27。血管性認知障害において活性酸素種は、病態の中・後期と、初期では

逆の作用を果たすと想定される。BCAS 処置による血管性認知障害の後期では活性酸素種が有害な作用

を及ぼすことが報告されている 27,104。著者らの過去の研究において、活性酸素種を検知する TRP チャネ

ルで、ミクログリアに機能的に発現している TRPM2 が、BCAS処置による血管性認知障害の中・後期に

おいて、CNS 炎症、白質傷害、認知機能障害を悪化させることを報告している 27。一方で、活性酸素種は

必ずしも細胞毒性があるわけではなく、適度な活性酸素種レベルは細胞の恒常性維持にポジティブな作

用を及ぼすことも報告されている 131。軽度の酸化ストレスはアストロサイトの抗酸化反応を活性化し、

図 3-17. LIF中和抗体は、H2O2を処置したWTアストロサイト培養上清で促進される培養 OPCの髄鞘形成を抑制する 
(A) LIF中和抗体を用いた in vitro培養上清置換実験のタイムコース。(B, C) LIF中和抗体またはコントロール IgG を添加した H2O2を
処置した WT アストロサイト培養上清を適用した初代培養 OPC における抗 MBP 抗体 (緑)、抗 PDGFRa抗体 (赤) および DAPI (青) 
による免疫染色の代表画像 (B) およびMBP陽性面積の割合の定量データ (C)。値は平均値 ± 標準誤差で表した。Scale bar: 100 μm. 
(C) n = 12. *P < 0.05. 
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一度脳虚血を経験した脳での神経細胞の生存に寄与することも知られている 132。本章の研究では、BCAS

処置 14日後に、TRPA1-KO マウスで認知機能障害が観察されたが、WT マウスでは観察されなかった。

したがって、活性酸素種感受性チャネルである TRPA1 は、慢性脳低灌流による血管性認知障害の初期段

階において予防的な役割を果たす可能性がある。 

慢性脳低灌流誘により惹起される血管性認知障害の病態に対して、脳の TRPA1 がどの細胞で関与して

いるかは重要である。本章の研究により、in vitro 実験および脳切片の免疫染色とリアルタイム PCR によ

り、TRPA1 がアストロサイトの機能を媒介することが明らかになった。さらに、Cre リコンビナーゼ-loxP

システムを用いて、細胞特異的な TRPA1欠損マウスを作製した。その結果、血管内皮細胞やオリゴデン

ドロサイト系譜細胞ではなく、アストロサイト特異的 TRPA1欠損マウスのみが慢性脳低灌流の早期の認

知機能障害や白質障害を増悪させることが明らかになった。TRPA1 は、アストロサイトに機能的に発現

し、アストロサイトの Ca2+レベルを制御していることが報告されている 95–97。さらに、アストロサイトの

TRPA1 は、pFRG/RTN における軽度の低酸素状態を選択的に検知する 133。また、TRPA1 は脳血管内皮細

図 3-18. アストロサイトの TRPA1は慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害において、LIFの産生を介して、保護的役割を担っている 
慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害時の TRPA1の役割と機序の模式図。慢性脳低灌流状態でのアストロサイトの TRPA1刺激は、Ca2+

流入の増加と p38-MAPKリン酸化の誘導により LIF産生を増加させ、髄鞘形成を促進する。 
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胞に存在し、脳血管の拡張に寄与していることが報告されている 98,134。さらに、脳血管内皮細胞におけ

る TRPA1 は低酸素のセンサーとして機能しており、急性の低酸素負荷により TRPA1 を介した Ca2+流入

sparklet頻度が増加し、血管拡張をもたらすことから、TRPA1 は虚血性脳卒中において保護的役割を担っ

ている 100。一方で、TRPA1 はオリゴデンドロサイトにも発現しており、TRPA1 の遮断が擬似虚血処置に

よるミエリン障害を軽減することも報告されている 99。 

本章の研究で、オリゴデンドロサイトや脳血管内皮細胞の TRPA1 が血管性認知障害になぜ関与してい

ないのかは不明である。本研究で用いた慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害マウスモデルは、神経細胞

死や麻痺のような、オリゴデンドロサイト 99 や脳血管内皮細胞 100 の TRPA1 が関与する虚血性脳卒中モ

デルで生じる症状を引き起こさない軽症の病態モデルである。つまり、刺激に TRPA1 が応答する細胞種

は、病態によって異なる可能性がある。脳血管内皮細胞やオリゴデンドロサイトの TRPA1 は、虚血性脳

卒中のような重度の低酸素状態において重要な役割を果たすと考えられる。一方、アストロサイトの

TRPA1は、BCAS処置による血管性認知障害マウスモデルのような少量の活性酸素種が発生する環境や、

生体に備わっている防御機構が CNS 傷害に保護的に機能する環境において重要な役割を担っている可能

性がある。しかしながら、血管内皮細胞やオリゴデンドロサイトにおける TRPA1 の血管性認知障害への

関与については、さらなる検討が必要である。 

過去の研究において、LIF が CNS において重要な役割を担っていることが報告されている 135。LIF は

アストロサイトから放出され、髄鞘形成を促進し 115、クプリゾンによる脱髄から保護し 116、低酸素虚血

性脳傷害において髄鞘形成と神経機能を改善する 117。著者は、BCAS処置 14日後の慢性脳低灌流初期段

図 3-19. LIFシグナル阻害薬の SC144は GFAP陽性アストロサイト数を抑制し、BCAS処置はWTマウスではなく TRPA1-KOマウ
スで 14日目の血液脳関門の透過性を上昇させる 
(A, B) SC144を用いた実験における BCAS処置 14日後の脳梁の抗 GFAP抗体による免疫染色の代表画像 (A) および GFAP陽性細胞
数の定量データ (B)。(C, D) BCAS処置 14日後の脳梁におけるフルオレセインナトリウム蛍光画像の代表画像 (C) および陽性面積の
割合の定量データ (D)。値は平均値 ± 標準誤差で表した。Scale bars: 100 μm. (B) n = 8–9; (D) n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01. 
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階において、WT アストロサイトで LIF の発現が増加するが、TRPA1-KO アストロサイトでは増加しない

ことを明らかにした。このことは、TRPA1 を介したシグナルが血管性認知障害を初期から抑制している

ことを示唆している。さらに、本研究では、H2O2 の処置により WT アストロサイトの LIF mRNA 発現が

増加し、H2O2 を処置した WT アストロサイト培養上清が初代培養 OPC の髄鞘形成を誘導することを明ら

かにした。このことから、アストロサイト由来の LIF は、血管性認知障害における白質傷害に対する代償

機構として、再髄鞘化を促進する可能性が示唆された。また、LIF はアストロサイトの分化 136 および CNS

傷害に対する応答を誘導する 137 ことも知られている。LIF をはじめとする様々なサイトカインによって

活性化される STAT3 をアストロサイト選択的に欠損させると、脊髄損傷後の細胞肥大、GFAP の発現上

昇、瘢痕形成などの反応性アストログリオーシスに見られる応答が著しく減弱される 138–140。実際に、

SC144 を用いた実験で GFAP の免疫染色を行ったところ、SC144 を投与した BCAS 処置マウスでは、

vehicle を投与した BCAS処置マウスより GFAP陽性細胞数が少ないことが観察された (図 3-19A, B)。さ

らに、傷害を受けた CNS 組織において、アストロサイトは、神経保護、血液脳関門 (BBB) の維持、およ

び炎症の制御に寄与していることも知られている 141。これらのことは、アストロサイトから放出された

LIF は OPC に作用して髄鞘形成を促進するだけでなく、STAT3依存的な機構を介して隣接するアストロ

サイトにも作用し、傷害を受けた CNS 組織の修復に広く寄与することを示唆している。 

そこで、慢性脳低灌流誘発血管性認知障害の初期段階である BCAS 処置 14 日後において WT マウス

と TRPA1-KO マウスの BBB 機能を比較検討した。アストロサイト数が有意に増加した WT マウスでは、

フルオレセインナトリウムの BBB の透過性に有意な変化は見られなかった。一方、アストロサイト数が

変化しなかった TRPA1-KO マウスでは、フルオレセインナトリウムの BBB の透過性が有意に増加した 

(図 3-7, 図 3-19C, D)。これは、TRPA1 の欠損がアストロサイトの機能障害を引き起こし、結果として慢

性脳低灌流誘発血管性認知障害の初期段階に BBB の完全性を維持できないことを示唆している。このこ

とはさらに、LIF がオートクラインやパラクラインシグナルとして細胞外に放出されることで、アストロ

サイトが神経血管ユニットの完全性の維持に寄与すること、つまりアストロサイト由来の LIF が血管性

認知障害における BBB 障害からも保護する可能性があることを示している。しかしながら、CNS におけ

る炎症反応など、血管性認知障害における LIF の他の保護メカニズムに関してはさらなる研究が必要で

ある。 

TRPA1 開口の下流シグナルに関して、TRPA1 が軟骨細胞において LIF を含む IL-6 ファミリーサイト

カインの発現上昇に関与すること 142、アデノシン受容体を介したアストロサイトからの LIF 発現、放出

には PKA ではなく PKC の活性化を必要とし、JNK ではなく ERK1/2-および p38-MAPK 活性化に依存す

ること 118 などが過去の報告から明らかにされている。本章の研究では、ERK阻害薬 PD98059 ではなく、

p38 MAPK阻害薬 SB203580 と Ca2+キレーターの BAPTA-AM が、H2O2処置による LIF mRNA 発現の増加

を抑制することが確認された。さらに、H2O2 の処置により ERK-MAPK のリン酸化に差は見られなかっ

たものの、p38-MAPK のリン酸化は WT アストロサイトでは観察されたが、TRPA1-KO アストロサイト

では認められなかった。以上のことから、H2O2 は TRPA1 を刺激し、アストロサイトの Ca2+流入、p38-

MAPK リン酸化、LIF 産生を増加させ、OPC の髄鞘形成を促進させることが明らかになった。しかしな

がら、アストロサイトにおける LIF の産生における他の経路や分子の関与については、さらなる研究が

必要である。 

結論として、TRPA1 はアストロサイトの活性化、LIF 産生の増加、OPC の髄鞘形成促進により、慢
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性脳低灌流により惹起される血管性認知障害および白質傷害に対して保護的な役割を担っていることが

明らかになった。血管性認知障害におけるアストロサイトの TRPA1-LIF と髄鞘形成の一連の作用は、生

体に備わっている内在性の保護機構であると考えられる。以上のことから、本章の研究は、アストロサイ

トの TRPA1 が血管性認知障害に対する有望な治療標的となる可能性を示している。 
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総括および結論 
 

本研究において著者は、⾎管性認知障害におけるグリア細胞の病態⽣理学的役割について検討を行

い、以下の新規知見を得た。 

第 1 章 

• 高齢マウスを用いた検討により、野生型マウスで認知機能の低下が認められたが、TRPM2遺伝子欠

損マウスでは認められなかった。 

• 高齢マウスを用いた検討により、野生型マウスで脳梁の白質傷害、海馬の神経細胞傷害が認められた

が、TRPM2遺伝子欠損マウスでは認められなかった。 

• 高齢マウスを用いた検討により、脳梁において野生型マウスで Iba1 陽性ミクログリア数の増加、

TNFa mRNA の増加が認められたが、TRPM2遺伝子欠損マウスでは認められなかった。 

第 2 章 

• BCAS 処置による慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害マウスモデルにおける認知機能障害、白質傷

害が、ミクログリアの除去により抑制された。 

• IL6 や TNFa mRNA 発現がミクログリアの除去により抑制された。 

第 3 章 

• BCAS 処置による慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害マウスモデルにおける認知機能障害、白質傷

害が、TRPA1欠損マウスで早期から認められた。 

• BCAS 処置による慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害マウスモデルにおける認知機能障害、白質傷

害が、TRPA1 刺激薬のシンナムアルデヒドにより抑制された。 

• BCAS 処置による慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害マウスモデルにおいて、野生型マウスで認め

られる GFAP陽性アストロサイト数の増加が TRPA1欠損マウスでは認められなかった。 

• BCAS 処置による慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害マウスモデルにおける認知機能障害、白質傷

害が、アストロサイト特異的 TRPA1欠損マウスで早期から認められた。 

• BCAS 処置による慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害マウスモデルにおいて、野生型マウスでアス

トロサイトでの LIF の発現の増加が認められたが、TRPA1欠損マウスでは認められなかった。 

• BCAS 処置による慢性脳低灌流誘発の血管性認知障害マウスモデルにおける認知機能障害、白質傷

害が、LIFシグナルの阻害により早期から認められた。 

• H2O2 刺激をした野生型アストロサイトでは LIF mRNA の発現増加が認められたが、TRPA1欠損アス

トロサイトでは発現増加が抑制された。 

• H2O2刺激をした野生型アストロサイトの培養上清は OPC の髄鞘化を促進したが、その作用は TRPA1

欠損アストロサイトの培養上清では認められず、LIF の阻害により抑制された。 

 

以上、著者はマウスモデルを用いて、血管性認知障害におけるグリア細胞の病態生理学的役割の一端

を明らかにし、さらにその制御分子として TRP チャネルの関与を見出した。本研究の成果は、血管性認

知障害が関与する様々な中枢神経疾患の病態解明および新薬の創出に資する重要な基礎的知見を提供す

るものである。  
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