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緒言 

 脳は生命維持に最も重要な臓器であり、その活動は脳血流により運搬される

酸素や栄養に強く依存している。脳血流低下による酸素・栄養供給不全には、

まずは血栓・塞栓による血管閉塞などの理由で一過性に急激な血流低下が生じ

る急性虚血性脳卒中が挙げられ、しばしば身体障害や言語障害などの重篤な後

遺障害を伴う。またもう一つには、血流低下自体は緩やかであるものの持続的

な低血流状態、すなわち慢性脳低灌流があり、潜在的に進行していくことで認

知機能障害をはじめとした症状をもたらすとされている。以上、これらの脳血

流低下は深刻な高次脳機能障害の成因となり、さらに本病態には加齢がリスク

因子に挙げられることを考慮すると、今後の長寿社会においてはより一層医療

経済学的に重要な問題となる。 

近年、これらの病態には、脳常在性ミクログリアの異常活性化や血液脳関門

の破綻によるマクロファージや好中球の浸潤により炎症性サイトカインや細胞

傷害性因子の産生を介した過剰な炎症応答が惹起されることが示唆されている。

これらの炎症制御は本病態において重要なターゲットであることが想定される

が、その病態メカニズムには不明な点が多く、治療標的分子に関する情報が不

足しているのが現状である。 

Transient receptor potential (TRP) チャネルは、1989年にショウジョウバ

エの光受容応答変異株の原因遺伝子として初めて同定されたリガンド作動性カ

チオンチャネルである。ほ乳類には少なくとも 29 種類の TRP チャネルが存在

することが知られており、多様な機能に関与することが報告されている。その

一部は脳や免疫系の細胞に広く分布し、炎症環境を感知することが知られてい

る。本研究では、第一章において急性虚血性脳卒中と TRPV1に、第二章および

第三章では慢性脳低灌流と TRPM2 に着目して以下の検討を行った結果、以下

の新知見を得た。 

 第一章では、マウス急性虚血性脳卒中モデルにおいて、TRPV1 が脳虚血後の

神経症状や運動機能の増悪および梗塞巣増大に寄与することを示した。 

 第二章では、マウス慢性脳低灌流モデルにおいて、TRPM2 が本病態における

認知機能障害および白質傷害に寄与することを示した。 

 第三章では、TRPM2 の機能的発現が報告されているミクログリア/マクロファ

ージに着目し、ミノサイクリン/マクロファージ活性化抑制薬や骨髄キメラマウ

スを用いた検討より、ミクログリアに発現する TRPM2 が慢性脳低灌流における

病態増悪に関与することを示した。 

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。 

ADPR:  adenosinediphosphate ribose 

ANOVA:  analysis of variance 

BBB:  blood brain barrier 

BCAS:  bilateral common carotid artery stenosis 

BM:  bone marrow 

CD:  cluster of differentiation 

CNS:  central nervous system 

CX3CL1:  chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 

CX3CR1:  chemokine (C-X3-C motif) receptor 1 

DAMPs: damage-associated molecular pattern molecules 

GFAP:   glial fibrillary acidic protein 

GFP:  green fluorescent protein 

HMGB1: high mobility group box 1 

IL:  interleukin 

LPS:  lipopolysaccharide 

MHC:   major histocompatibility complex 

mRNA:  messenger ribonucleic acid 

NDS:  neurological deficit score 

NLRP3:  nod-like receptor protein 3 

NO:  nitric oxide 

OPC:  oligodendrocyte precursor cell 

PBS:  phosphate buffered saline 

PFA:  paraformaldehyde 

rCBF:  regional cerebral blood flow 

ROS:  reactive oxygen species 

RT-PCR:  reverse transcription-polymerase chain reaction 

TBS:  tris buffered saline 

TNFα:  tumor necrosis factor α 

TLR4:  toll-like receptor 4 

TREM2: triggering receptor expressed by myeloid cells 2 

TRPM2: transient receptor potential melastatin 2 

TRPV1:  transient receptor potential vanilloid 1 

TTC:  2,3,5-triphenyltetrazolium chloride 
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第一章 マウス急性虚血性脳卒中モデルにおけるTRPV1の

病態生理学的役割 

 

 急性虚血性脳卒中は先進国の死亡原因の第二位に挙げられ (1)、一命を取り留

めても身体障害や言語障害などの重篤な後遺障害を呈する (2) 。本病態にかか

る医療経済学的な負担は今後高齢化社会が加速するにあたって増していくと考

えられ、脳梗塞の病態解明と新たな治療標的の探索が強く求められている (2)。

実際、組織プラスミノーゲン活性化因子などを用いた現在の治療法は、神経細

胞死に関与するメカニズムよりもむしろ血流確保を目的としたものであり、部

分的にしか功を奏さないのが現状である (3)。 

 TRPV1はカプサイシン受容体として知られ、43度以上の熱や pH < 6.0 の酸、

数多くの脂質に対して活性化する (4)。TRPV1 は末梢の侵害受容に関与すると

されているものの、げっ歯類においては海馬、皮質、小脳、嗅球、中脳をはじ

めとした脳内において幅広く発現しており (5,6)、TRPV1 が CNS においても生

理的な機能を担うことが示唆されている。実際に、腹側中脳部における TRPV1

刺激は中脳ドパミン神経へのグルタミン酸入力を増強させる (7)。さらに、近年

の報告では TRPV1 は海馬介在ニューロン (8)、歯状回 (9)、側坐核 (10) におけ

るシナプス可塑性に関与することが報告されている。これらの知見は TRPV1が

CNS において機能していることを示唆しているものの、神経障害、特に急性虚

血性脳卒中における病態生理学的役割はよくわかっていない。 

 したがって本研究では、急性虚血性脳卒中における神経障害への TRPV1の関

与を検討するために、マウス一過性中大脳動脈閉塞モデルを用いて、TRPV1 の

遺伝子欠損および遮断による神経症状、運動機能障害、梗塞巣体積への影響を

観察した。 
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実験方法 

使用動物 

実験には雄性 C57BL6/J 系マウス (体重 20–30 g、 8–12週齢; 日本 SLC、静岡) 

を使用した。TRPV1 遺伝子欠損 (TRPV1-KO) マウスは University of California, 

San Francisco David Julius 教授より供与していただいた。TRPV1-KOマウスはバ

ックグラウンド系統である C57BL/6J 系マウスに 10 世代戻し交配させた。全て

の動物は室温が 24±1°C、明暗周期が 12 時間の室内で飼育し、餌および水は

自由に摂取させた。実験は全て、京都大学動物実験委員会による審査・承認

を受け、「動物実験に関する日本薬理学会指針」を遵守して行われた。 

試薬と薬物投与 

イソフルランはファイザー株式会社 (New York 、USA) より購入した。ソムノペ

ンチルは共立製薬株式会社  (東京) より購入した。カプサゼピンは Sigma 

(Missouri、USA) より購入し、術前 30分前に 20nmol/5μl で側脳室内に投与した。 

マウス一過性中大脳動脈閉塞モデルの作製 

実験動物用吸入麻酔気化器 (TK-4, TK-7; バイオマシナリー、千葉) を用いてイ

ソフルランによりマウスを麻酔し、濃度 3%で麻酔導入を行い、手術中は濃度 1%

で麻酔を維持した。マウスをうつ伏せにした状態で heating pad system で直腸温

を測定し、37.0±0.5°Cに維持した。正中線に沿って頸部を切開し、左総頸動脈を

露出し迷走神経を慎重に剥離した。心臓側の総頸動脈、外頸動脈を順に縫合糸 

(滅菌済み絹製縫合糸 No.7; アルフレッサファーマ株式会社 大阪) で二重に結

紮した。内頸動脈は一度結紮し、内頸動脈からの血流を遮断し、総頸動脈には

補助用の縫合糸を一つかけ、総頸動脈上の結紮部位と補助糸用縫合糸の間に切

れ込みを入れ、その切れ込みより内頸動脈に向かってナイロン栓子 (ナイロン糸 

(滅菌済ナイロン縫合糸 No.8; 秋山製作所、埼玉) の先端 5 mm に 180-200 µm の

太さにてシリコン (JMシリコン; MORITA、大阪) をコーティングしたもの) を

挿入した。ナイロン栓子の先が中大脳動脈の起始部に到達し、ナイロン栓子を

掴んでいるピンセットに軽い抵抗が生じた状態で内頸動脈および総頸動脈の補

助糸を結紮した。虚血中は濃度 1%で麻酔を維持し、虚血処置 60 分後において、

ナイロン栓子を引き抜くことにより中大脳動脈の血流を再開通させた。切開創

部を縫合糸 (滅菌済ブレードシルク No.5; 秋山製作所、埼玉) にて丁寧に縫合し、

heating pad system 上に仰向けにした状態で麻酔から醒めるのを待ち、麻酔より覚

醒した後に飼育ケージに移動させ手術前と同条件にて飼育した。 
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局所脳血流量 (rCBF; regional cerebral blood flow) の測定 

イソフルラン麻酔下で、左頭皮を切開し、左側頭筋を剥離した後、bregma より

左外側に 6 mm、尾側に 2 mm の位置に GJ プローブ (オメガウェーブ、東京) を

アロンアルファ (東亜合成、東京) と硬化促進剤 (1796、スリーボンド、東京) を

用いて接着した。GJ プローブを laser-Doppler flowmetry (FLO-C1 または FLO-N1; 

オメガウェーブ、東京) に接続し血流量 (ml/min/100 g) を測定した。虚血開始前

の血流量を 100%とし、虚血 5分後より再灌流 25分後まで 10分毎に測定を行い、

虚血中の血流が 20%以下かつ再灌流後に血流が 60%以上に回復した個体のみを

実験に使用した。 

神経症状の評価 

再灌流後 1、2 日後の神経症状をマウスの行動観察から次の通りに 0-5 の 6 段階

で評価した。0, 正常; 1, 右前肢および体躯の屈曲; 2, 回転運動; 3, 左にもたれか

かるような姿勢; 4, 正向反射の消失; 5, 無動。 

運動機能障害の評価 

再灌流後 1、2 日後の運動機能障害をマウスの行動観察から次の通りに 0-5 の 6

段階で評価した。0, 正常; 1, 四肢でぶら下がり、尾を巻きつける; 2, 前肢および

後肢の片足あるいは両足を使ってぶら下がる; 3, 前肢の片足あるいは両足を使

ってぶら下がる; 4, 5 に同じ、かつロープに登ろうと試みる; 5, 落下。 

梗塞巣体積の評価 

再灌流 1、2日後に頸椎脱臼により安楽死させ、断頭した。頭蓋をセッシで順に

剥離することにより全脳を露出し、アクリル製ブレインスライサー (ブレインサ

イエンス・イデア、大阪) とカミソリ (フェザー安全剪刀、大阪) にて吻側より

1 mm厚の冠状切片を 8枚作製した。12穴プレートに 2% 2,3,5-triphenyltetrazolium 

chloride (TTC) 溶液を 2 ml 注ぎ、切片の尾側を下面にして 20分間 37°C にて溶

液中に静置した。その後、12穴プレートに 10%ホルマリン溶液を 2 ml 注ぎ、冠

状切片を TTC 溶液からホルマリン溶液へと移し、2 日間 4°C にて静置した。ス

ワン滅菌シャーレ上に 8 枚の切片の尾側を下面にして静置した。カラーイメー

ジスキャナー (GT7600U; EPSON、長野) を用いて、撮像した。TTC 染色により

染色されていない白色の部分を梗塞巣として判定し、Image J (National Institutes 

for Health、Maryland、USA) を用いて面積を測定し、各脳切片の尾側面の梗塞巣

面積を計測することで評価した。 
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免疫染色法 

○ 経心灌流固定および冠状切片作製 

マウスをソムノペンチル  (50 mg/kg, i.p.) 麻酔下にて開胸し、0.1 M PBS 

(pH7.4) を 20 ml 経心灌流することで脱血した後、4％ PFA in 0.1 M phosphate 

buffer (pH 7.4) 10 ml で経心灌流し、全身を固定した。その後全脳を摘出し、

4%PFA 溶液で 4°C にて 3 時間、後固定を行った。次に 4°C にて 15% sucrose in 

0.1 M phosphate buffer に一晩静置し、粉砕したドライアイス (中川産業、京都) 

にて脳組織を凍結し冠状切片作製まで-80°C にて保存した。次に、ミクロトー

ム刃 (LEICA819; Leica, Germany) を装着した凍結ミクロトーム (LEICA3000; 

Leica, Germany) を用いて厚さ 20 m の凍結切片を作製し、MAS コート付ス

ライドガラス (松浪硝子工業、大阪) に接着した。切片作製の前に組織サンプ

ルはミクロトーム内で 30 分以上静置し、ミクロトーム内の温度 (-17 から

-20°C) まで組織サンプルの温度が上昇してから切片作製を開始した。 

○ 蛍光抗体法 

脳切片を 0.1％Triton-X100 を含む PBS にて透過処理を施した後、0.3%BSA を含

む PBS (抗体希釈液) にてブロッキングした。一次抗体として rabbit polyclonal 

anti-Iba1 antibody (1:500; WAKO、大阪)、rabbit polyclonal anti-GFAP antibody 

(1:1000; DAKO、Denmark)、rat monoclonal anti-Gr-1 (Ly-6G) antibody (1:300; R&D 

Systems、Minnesota、USA) を用いて 4°C で一晩静置し、PBS による洗浄後、適

切な蛍光標識二次抗体 (1:300; Molecular Probes、Oregon、USA) と室温遮光条件

で 1時間反応させた。PBS による洗浄後、Vectashield (Vector、California、USA) に

よりスライドグラス上に封入した。乾燥後、共焦点顕微鏡 (Fluoview FV10i; オ

リンパス、東京) により画像を取得した。 

 

統計解析 

値は全て、平均値±標準誤差で表記した。二群間の差は Student’s t-test により解

析し、免疫染色については two-way ANOVA および Bonferroni post hoc test を用

いて、Prism 5 software (GraphPad、California、USA) により解析した。危険率 5%

未満の場合には統計学的に有意な差があると判定した。 
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実験結果 

TRPV1遺伝子欠損の神経症状、運動機能障害、梗塞巣体積に及ぼす影響 

 急性虚血性脳卒中における TRPV1の関与を検討するために、マウス一過性中

大脳動脈閉塞モデルにおいてTRPV1遺伝子欠損の影響を評価した。まず、TRPV1

遺伝子欠損により脳血流量に影響するのか検討するために、虚血開始 5 分後か

ら再灌流 25 分後までの rCBF を 10 分毎に測定した。野生型マウスと比較して

TRPV1-KO マウスではいずれの時間においても rCBF に差はなかった  (図 

1-1A) 。次に、脳虚血 24、48時間後において、虚血-再灌流により惹起される神

経症状を評価した。その結果、野生型マウスでは脳虚血 1、2日後において重篤

な神経症状が観察されたが、TRPV1-KO マウスでは 2 日後において有意に低い

スコアを示した (図 1-1B) 。また、運動機能について評価を行ったところ、野

生型マウスでは脳虚血 1、2 日後において重篤な運動機能障害が観察されたが、

TRPV1-KOマウスでは 1、2日後において有意に低いスコアを示した (図 1-1C) 。

さらに、野生型マウスでは 2 日後、広範な梗塞巣の形成が認められた一方で、

TRPV1-KO マウスでは梗塞巣体積の有意な減少が認められた (図 1-1D,E) 。こ

れらの結果より、TRPV1 遺伝子欠損は急性虚血性脳卒中における神経症状、運

動機能障害、梗塞巣体積増大を改善することが示された。 

TRPV1遮断薬の神経症状、運動機能障害、梗塞巣体積に及ぼす影響 

 急性虚血性脳卒中における TRPV1の関与を更に検討するために、TRPV1遮断

薬であるカプサゼピンによる評価を行った。まず、Vehicle 投与マウスと比較し

てカプサゼピン投与マウスでは虚血-再灌流後のいずれの時間においても rCBF

に差はなかった (図 1-2A) 。また、Vehicle 投与マウスでは脳虚血 1、2 日後に

おいて重篤な神経症状 (図 1-2B) および運動機能障害 (図 1-2C) が観察された

が、カプサゼピン投与マウスでは 48時間後において有意に低いスコアを示した。

さらに、Vehicle 投与マウスでは 2 日後、広範な梗塞巣の形成が認められた一方

で、カプサゼピン投与マウスでは梗塞巣体積の有意な減少が認められた (図 

1-2D,E) 。これらの結果より、TRPV1 の遮断は TRPV1遺伝子欠損と同様に、急

性虚血性脳卒中における神経症状、運動機能障害、梗塞巣体積増大を改善する

ことが示された。 

TRPV1遺伝子欠損に対する TRPV1遮断薬の影響 

 カプサゼピンによる保護効果が TRPV1特異的なものであるのかを検討するた

めに、TRPV1-KOマウスにおいてカプサゼピンを投与することで評価を行った。
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まず、Vehicle投与 TRPV1-KOマウスと比較してカプサゼピン投与 TRPV1-KOマ

ウスでは虚血-再灌流後のいずれの時間においても rCBF に差はなかった (図 

1-3A) 。さらに、脳虚血 1、2日後における神経症状 (図 1-3B) および運動機能

障害 (図 1-3C)、2 日後における梗塞巣体積増大 ((図 1-3D,E) に対するカプサゼ

ピン投与の影響は認められなかった。この結果から、カプサゼピンに認められ

た保護効果は TRPV1 を介したものであることが示唆される。 

TRPV1遺伝子欠損のミクログリアおよびマクロファージ、アストロサイト、好

中球集積に対する影響 

 最後に、Iba1、GFAP、Gr1染色により、脳虚血 1、2日後における梗塞巣周囲

のミクログリアおよびマクロファージ、アストロサイト、ならびに梗塞巣内部

の好中球の集積を検討した。Iba1 (図 1-4A)、GFAP (図 1-4B)、Gr1 (図 1-4C) 陽

性細胞数は脳虚血 1、2日後において増加が認められた。しかしながら、野生型

および TRPV1-KO マウスで有意な差は認められなかった。 
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図 1-1 TRPV1 遺伝子欠損によ

り脳虚血傷害の進展が抑制され

た。 

(A) レーザードップラー血流系

計を用いて中大脳動脈の支配領

域の局所脳血流量を測定した。

虚血直前を 100%としている。

(B,C) 虚血-再灌流処置 1、2日後

において、野生型マウスおよび

TRPV1-KO マウスの神経学的ス

コア  (B) および運動機能  (C) 

を評価した。(D) 一過性中大脳

動脈閉塞モデルマウスにおける

TTC 染色画像の典型例。上段が

野 生 型 マ ウ ス 、 下 段 が

TRPV1-KO マウス。(E) 虚血-再

灌流処置 1、2日後における野生

型マウスおよび TRPV1-KOマウ

スの梗塞巣体積。*P < 0.05. n = 

15–22 for A-D, n = 8–9 for E.  
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図 1-2 TRPV1 遮断薬により脳虚

血傷害の進展が抑制された。 

(A) レーザードップラー血流系計

を用いて中大脳動脈の支配領域の

局所脳血流量を測定した。虚血直

前を 100%としている。(B,C) 虚血

-再灌流処置 1、2 日後において、

Vehicle投与マウスおよびカプサゼ

ピン投与マウスの神経学的スコア 

(B) および運動機能 (C) を評価し

た。(D) 一過性中大脳動脈閉塞モ

デルマウスにおけるTTC染色画像

の典型例。上段が Vehicle投与マウ

ス、下段がカプサゼピン投与マウ

ス。(E) 虚血-再灌流処置 1、2日後

における Vehicle 投与マウスおよ

びカプサゼピン投与マウスの梗塞

巣体積。**P < 0.01, *P < 0.05. n = 

11.  
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図 1-3  TRPV1-KO マウスで

TRPV1 遮断薬の保護作用は消失

した。 

(A) レーザードップラー血流系計

を用いて中大脳動脈の支配領域の

局所脳血流量を測定した。虚血直

前を 100%としている。(B,C) 虚血

-再灌流処置 1、2 日後において、

Vehicle投与マウスおよびカプサゼ

ピン投与マウスの神経学的スコア 

(B) および運動機能 (C) を評価し

た。(D) 一過性中大脳動脈閉塞モ

デルマウスにおけるTTC染色画像

の典型例。上段が Vehicle投与マウ

ス、下段がカプサゼピン投与マウ

ス。(E) 虚血-再灌流処置 1、2日後

における Vehicle 投与マウスおよ

びカプサゼピン投与マウスの梗塞

巣体積。n = 10.  
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図 1-4 TRPV1 遺伝子欠損は脳虚

血後の各細胞の集積に影響しなか

った。 

(A–C) 虚血-再灌流処置 1、2 日後

の梗塞巣周囲における Iba1 (A), 

GFAP (B), Gr1 (C) の計数結果およ

び各細胞数の計数結果および虚血

-再灌流処置 2 日後の免疫染色画

像。スケールバーは 200 m であ

る。 n = 5–6.  
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考察 

 

 本章において著者は、TRPV1 遺伝子欠損により神経症状や運動機能障害の軽

減および梗塞巣体積の減少が認められることを示した。さらにカプサゼピンの

側脳室内投与により、野生型においては神経症状や運動機能障害の軽減および

梗塞巣体積の減少が認められた一方で、TRPV1-KO マウスではその効果が認め

られなかった。これらの結果から、TRPV1 活性化は脳虚血の病態増悪に寄与し

ていることが示された。 

 TRPV1は末梢や中枢神経系において様々な細胞種に発現しており (5,6)、急性

虚血性脳卒中の病態においても特定の細胞種において機能することが示唆され

る。本研究では、カプサゼピンの脳内投与および TRPV1の欠損が神経症状や運

動機能障害の軽減および梗塞巣体積の減少を示したことから、少なくとも

TRPV1 の機能が脳虚血病態の改善に影響を及ぼしていると考えられる。過去の

研究において、TRPV1 は脳内においてミクログリア (11,12) やアストロサイト 

(13) に発現することが報告されている。本研究では、脳虚血 1、2 日後における

Iba1、GFAP、Gr1 陽性細胞数は、増加は認められたものの、両遺伝子型で有意

差は認められなかった。したがって、これらの細胞種は TRPV1 を介した急性虚

血性脳卒中の病態増悪に重要ではない可能性がある。 

 これまでの電気生理学的な研究により、TRPV1 活性化がプレシナプス 

(7,8,14–16) とポストシナプス (9,10) 両方を介したシナプス伝達を制御するこ

とが明らかとなっている。カプサイシンや内因性 TRPV1アゴニストであるアナ

ンダミドによる刺激で、黒質緻密部ドパミン神経 (7)、線条体ニューロン (14)、

中脳水道周囲灰白質ニューロン (15) における自発的興奮性後シナプス電流を

増加させた。さらに、Shodai らは、TRPV1 を介したカルシウム流入が、末梢神

経の神経終末において、電位依存性カルシウムチャネル非依存にグルタミン酸

放出に関与することを報告した (16)。これらの結果は、TRPV1 刺激が中枢神経

系においてもグルタミン酸放出に関与することを示唆する。グルタミン酸が神

経伝達物質として以外にも、急性虚血性脳卒中において神経変性にも関与する

こと (17)、TRPV1 の内因性アゴニストであるパルミトイルエタノールアミド 

(20) やアナンダミド (21) の脳内レベルが脳虚血後に増加することを考慮する

と、TRPV1の過剰活性化が脳虚血後の神経毒性に関与する可能性が考えられる。 

さらに、当研究室における過去の報告において、TRPV1 の活性化が培養ラット

皮質ニューロンにおいて神経毒性を示すことがわかっていることから (18)、

TRPV1 を介した細胞体またはポストシナプスでのカルシウム流入が直接的に神

経の生存に影響を与える可能性がある。もし、側頭葉てんかん患者と同様に (19)、
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急性虚血性脳卒中患者の中枢神経においても TRPV1の発現上昇が認められるの

であれば、TRPV1 による神経毒性はより促進されると考えられる。 

 急性虚血性脳卒中の病態では、脳内において嫌気性代謝や乳酸蓄積、pH低下

が認められる (22)。また、他にもブラジキニン (23) やプロスタグランジン (24) 

といった起炎物質も産生される。さらに近年の研究では、ブラジキニンを介し

たプロテインキナーゼ C のリン酸化が TRPV1 を活性化し、一次感覚神経シナプ

スにおけるグルタミン酸放出を促進させることが報告されている (25)。これら

のことから、神経における TRPV1が急性虚血性脳卒中において様々な刺激に応

答することでグルタミン酸神経毒性へ寄与している可能性が考えられる。 

 カプサゼピンの側脳室内投与により病態は改善されたものの、その効果は

TRPM8 (26) のような非特異的な作用によることも考えられた。しかしながら本

研究では、TRPV1-KO マウスにおいてカプサゼピンの保護作用は消失したこと

から、カプサゼピンの効果は TRPV1特異的なものであること考えられる。 

 一方で、過去の研究では、TRPV1 活性化がげっ歯類脳虚血モデルにおいて、

おそらく低体温を惹起することにより保護作用を示すことが報告されている 

(27,28)。しかしながら、TRPV1 アゴニストであるリンバニルの 25mg/kg 投与に

より低体温が生じ、脳虚血病態に対する保護作用を及ぼした一方で、50mg/kgの

高用量での投与では有意な作用が認められなかった (27)。この違いを生み出す

仮説として、中枢と末梢における TRPV1 の果たす役割の違いが考えられる。プ

ロトンを介した TRPV1活性化が腹部内蔵における温度調節に恒常的に関与して

いることや (29)、TRPV1 アンタゴニストである AMG9810 による体温上昇が β

アドレナリン受容体アンタゴニストであるプロプラノロールにより抑制される

ことは (30)、中枢よりもむしろ末梢における TRPV1活性化が主に低体温に関与

することを強く示唆している。この考えは、脳透過性の高い TRPV1 のアンタゴ

ニストである AS1928370 が体温上昇にほとんど効果を示さなかったこと (31) 

にも支持されている。したがって、中枢神経系において影響を及ぼす低用量の

TRPV1アゴニストは、末梢 TRPV1を介した低体温による保護が主作用であると

考えられる。しかしながら、急性虚血性脳卒中における TRPV1 の影響の相反す

る結果を考慮すると、TRPV1 活性化を介した低体温療法は中枢において神経毒

性のリスクを伴うことを留意すべきである。したがって、末梢の TRPV1には影

響を及ぼさないような中枢特異的な TRPV1 の選択的抑制が可能であれば、低体

温を維持しつつ TRPV1を介した神経毒性をも抑制できるという点でより魅力的

な治療戦略となり得る。 

 以上、本章において著者は、TRPV1 が急性虚血性脳卒中において重要な役割

を果たすことを明らかにした。 
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第二章  マウス慢性脳低灌流モデルにおける TRPM2欠損の

影響 

 慢性脳低灌流は脳への酸素や栄養の供給不全を招くが、加齢 (32) や動脈硬

化、高血圧、肥満 (33) といった様々な因子により引き起こされることが報告

されている。さらに、慢性脳低灌流はアルツハイマー型 (34) や脳血管性 (35) 

の認知症や、多発性硬化症 (36)、大うつ病 (37)、てんかん (38) などのその

他の中枢神経疾患においても認められる。近年、認知機能障害は認知症に限

らず (35)、多発性硬化症 (39)、パーキンソン病 (40)、大うつ病 (41)、統合失

調症 (42)、てんかん (43) を含む多くの中枢神経疾患で生じることが明らか

となってきている。これらの事実は、慢性脳低灌流が認知機能障害を伴うあ

らゆる中枢神経疾患の上流に位置することを示唆する。この仮説に一致して、

いくつかの研究では、慢性脳低灌流が上述の神経変性疾患および精神障害の

病態を惹起することが示されているが (33)、慢性脳低灌流に起因した認知機

能障害における詳細な分子メカニズムについては不明な点が多い。 

 現在行われている研究として、慢性脳低灌流は炎症応答の増悪に関与する

ことが報告されている (44)。マウス (45) やヒト (46) において、炎症が慢性

脳低灌流に起因する認知機能障害に寄与すること、さらに抗炎症薬が本病態

における認知機能障害を改善すること (47) が報告されており、炎症応答の制

御が慢性脳低灌流における認知機能の低下において重要な標的となることが

示唆される。 

 TRPM2は過酸化水素を含む活性酸素感受性や温度感受性を有しているポリモ

ーダルな Ca2+透過性陽イオンチャネルであり、C 末端の細胞内ドメインに ADPR 

を分解するピロホスファターゼ活性をもつ Nudix モチーフを有している (48)。

TRPM2 は脳内で神経細胞 (49)、ミクログリア (50,51) における発現が報告され

ている他、単球/マクロファージ (52)、好中球 (53) などの末梢免疫細胞にも発

現している。過去の研究では、潰瘍性大腸炎モデルマウスにおいて TRPM2 を介

した Ca2+流入が単球の炎症性サイトカイン産生を促進させることが示された 

(52)。また著者の所属する研究室では、神経障害性疼痛モデルマウスにおいて、

TRPM2 がミクログリアおよびマクロファージのサイトカイン産生に関与し、炎

症応答を媒介することを報告している (54)。 

そこで本章では、TRPM2 遺伝子欠損マウス (TRPM2-KO マウス) を用いて、

マウス慢性脳低灌流モデルを作成し、TRPM2 遺伝子欠損の影響を検討した。本

モデルである両側総頚動脈狭窄 (BCAS) モデルは比較的緩徐な慢性脳低灌流を
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惹起し、虚血性脳卒中様の強い虚血病態は呈さないことを確認している (55)。

BCAS で惹起される低灌流は、認知機能障害を伴う様々な中枢神経疾患で認めら

れる低灌流を想定した強度である。 

 

実験方法 

使用動物 

実験には雄性 C57BL6/J 系マウス (体重 20–30 g、 9–12週齢; 日本 SLC、静岡) 

を使用した。TRPM2-KO マウスは京都大学工学研究科 森泰生先生より供与し

ていただいた。その他については、第一章実験方法に同じ。 

両側総頚動脈狭窄 (BCAS) 

マウスの頸部を 1.5%イソフルラン麻酔下で切開し、両総頸動脈を直径 0.18 mm

の微小コイルにより狭窄した。総頚動脈剥離までの過程は第一章実験方法に同

じ。頭皮を切開、左側頭筋を剥離し、bregma 左外側に 6 mm、尾側に 2 mm の位

置にドップラー血流計のプローブを固定し単位時間当たりの局所脳血流量を測

定した。処置開始前の血流を 100%とし、処置 60分後の血流を測定した。 

Y迷路試験 

Y迷路試験は術後 14、28日後に行った。Y迷路はそれぞれ等角の 3つのアーム

から構成される (長さ 40 cm、高さ 12 cm、幅 3 cm)。試験直後のマウスの場所を

Aとし、その他のアームを B、C とした。8分間の試行をビデオカメラにより記

録した。交替行動率は三回連続して異なるアームに侵入する割合とした (e.g. 

ABC, CAB, BCA)。アームへの総侵入回数を自発的行動量の指標とした。アーム

への総侵入回数が 15回未満のマウスを除外基準とした。 

新奇物体探索試験 

新奇物体探索試験は術後 14、28 日後に行った。試験は 30Lx の暗室で行われ、

マウスは訓練試行前に 3日間、1日 10分黒箱 (30 x 30 x 30 cm) にて馴化させた。

訓練試行において、2 つの物体 (黄色三角柱および青色四角錐) が黒箱内に配置

され、マウスを 10 分間自由に探索させた。6 時間後、テスト試行として青色四

角錐を木製の球体に置換し、再度マウスに探索させた。訓練試行においては青

色四角錐、テスト試行においては木製の球体における探索時間をそれぞれ自発

的行動量の指標とした。嗜好性は総探索時間に対する、訓練試行においては青

色四角錐、テスト試行においては木製の球体への探索時間の割合を算出し、認
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知機能の指標とした。 

Fluoromyelin 染色 

凍結切片を FluoroMyelin Green (1:300; Molecular Probes、Oregon、USA) により、

遮光条件で 1時間反応させた。Bregma + 0.7 mm における脳梁部 200 x 200 µm2

領域での平均蛍光強度を評価した。その他の免疫染色プロトコルについては第

一章実験方法に同じ。 

免疫染色法 

一次抗体としてGSTpi (rabbit anti-GSTpi antibody, 1:200; MBL Life Science) を用

いた。Bregma + 0.7 mmにおける脳梁部での細胞数を評価した。その他の免疫染

色プロトコルについては第一章実験方法に同じ。 

酵素抗体法 

NeuNの組織染色に関して、一次抗体としてNeuN (mouse anti-NeuN antibody, 

1:500)を用いて4°Cで一晩静置し、PBSによる洗浄後、biotinylated horse anti-rmouse 

IgG (1:200; Vector、California、USA) と室温で90分間反応させた。PBSによる洗

浄後、ABC Elite reagent (1:200, Vector, California, USA) と室温で60分間反応させ

た。TBSで洗浄後、ペルオキシダーゼ活性はdiaminobenzidine (Dojindo) および

H2O2で可視化した。70%、90%、100%、エタノール溶液で脱水し、切片上に

ENTELLAN®neu (MERCK) を滴下し、カバーガラス (松浪硝子工業、大阪) に

て封入した。蛍光バイオ顕微鏡 (BZ8100) により画像を取得した。 

IgG染色は切片をPBSによる洗浄後、biotinylated horse anti-rmouse IgG (1:200, 

Vector, California, USA) と室温で90分間反応させた。その後のプロトコルはNeuN

の組織染色に同じ。 

H2O2測定 

脳梁を摘出した後、液体窒素を用いて急速冷却し、使用するまで- 80°Cで保存し

た。50 mM phosphate buffer (pH 7.4) with 0.5% hexadecyltrimethylammonium 

bromide中で組織をホモジナイズした。ホモジネートは22000 g、4°Cの条件下で

10分間遠心し、上清を回収した。上清中のH2O2量はAmplex Red Assay Kit 

(Invitrogen) を用いて測定した。 

ELISA法 

脳梁部を、PBS (0.1% Triton X-100、1% protease-inhibitor mixture) 中でホモジナイ

ズした。ホモジネートは22000 g、4°Cの条件下で10分間遠心し、上清を回収した。
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タンパク量をDC protein assay reagents (Bio-Rad) により測定した。IL1β、TNFα、 

IL6量をmouse IL1β、TNFα、IL6 ELISA kit (R&D Systems) により定量した。 

リアルタイムRT-PCR法 

摘出した組織は液体窒素を用いて急速冷却し、使用するまで-80°Cで保存した。

マウス脳からの全RNAの抽出はISOGEN® (Nippon Gene、Tokyo) を用いて、仕様

書に基づいて行った (56)。ReverTra Ace® (Toyobo、Osaka) を用いて全RNAを

cDNAに逆転写し、全RNA 1 µg分に相当するcDNAをTHUNDERBIRDTM SYBR® 

qPCR Mix (Toyobo、Osaka) を用いて全量20 µlにて定量的リアルタイムRT-PCRを

行った。反応は、StepOneTM real-time PCR system (Applied Biosystems) を用い、

95°Cで10分、その後95°Cで10秒、60°Cで60秒を40サイクルのプログラムで行っ

た。解析にはStepOneTM software (Applied Biosystems) を用いた。PCR産物の確認

は、融解曲線により行った。各mRNAの発現量は、標準曲線法を用いて計算し、

内部標準として測定したHPRT1のmRNA発現量との相対的な値として表現した。

用いたマウス用のプライマーは以下の通りである。 

TRPM2 (Fw: 5′-ACA GAC AAT GCC TGG ATC G-3′, Rv: 5′-TGG ATC ATG AGT 

GTG CAG GT-3′), 18S (Fw: 5′-GCA ATT ATT CCC CAT GAA CG-3′, Rv: 5′-GGC 

CTC ACT AAA CCA TCC A-3′)  

統計解析 

値は全て、平均値±標準誤差で表記した。One-way ANOVAおよび Dunnett’s post 

hoc test、Kruskal-Wallis test および Dunn’s post hoc comparison test、two-way 

ANOVA および Bonferroni post hoc test のいずれかを用いて、Prism 6 software 

(GraphPad、California、USA) により解析した。危険率 5%未満の場合には統計学

的に有意な差があると判定した。 
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実験結果 

慢性脳低灌流における認知機能障害に対する TRPM2 遺伝子欠損の影響 

まず、BCAS 処置 60分後の血流は、野生型マウス、TRPM2-KO マウスともに

basal の約 60％まで低下し、両群間で差がないことを確認した。慢性脳低灌流状

態における認知機能障害への TRPM2 の関与を検討するために、Y迷路試験を行

った。交替行動率は、BCAS 処置 14日では差が認められなかった (図 2-1A)。28

日後において野生型マウスで有意な減少が認められたが、その減少は

TRPM2-KOマウスでは抑制した (図 2-1B)。自発的行動量の指標としてのアーム

への総侵入回数については、両遺伝子型で変化は認められなかった (図 2-1C,D)。

認知機能障害への TRPM2 の関与の更なる検討として、新奇物体探索試験を行っ

た。テスト試行において、BCAS 処置 14 日後では新奇物体への嗜好性に差は認

められなかったが (図 2-1E)、28日後では野生型マウスで有意な減少が認められ、

その減少を TRPM2-KOマウスでは抑制した (図 2-1F)。これらの結果より、慢性

脳低灌流状態における認知機能障害に TRPM2 が関与することが示唆される。 

慢性脳低灌流における白質傷害に対する TRPM2 遺伝子欠損の影響 

白質傷害は様々な中枢神経疾患に特徴的に認められ、認知症や(57) その他の

精神疾患 (58) との関連が報告されている。慢性脳低灌流状態における白質傷害

への TRPM2 の関与を検討するために、ミエリン密度の定量を行った。野生型マ

ウスでは、BCAS 処置後のミエリン密度の段階的な低下が認められた  (図

2-2A,B)。一方で、TRPM2-KO マウスではその低下が認められなかった  (図

2-2A,C)。さらに、白質構成細胞の一種である成熟オリゴデンドロサイト数を定

量するため、抗 GSTpi 抗体による免疫染色を行った。ミエリン密度と同様、GSTpi

陽性細胞数は野生型マウスにおいて段階的な低下が認められたが (図 2-2D,E)、

その低下は TRPM2-KO マウスでは認められなかった (図 2-2D,F）。これらのこ

とから、慢性脳低灌流状態における白質傷害に、TRPM2 が関与することが示唆

される。 

慢性脳低灌流状態における灰白質への TRPM2 の関与を検討するために、抗

NeuN抗体を用いた免疫染色を行った。CA1 (図 2-3A,E)、CA3 (図 2-3B, F)、歯状

回 (図 2-3C, G)、大脳皮質 (図 2-3D, H) の各部位において、BCAS 処置後の神経

細胞数は Sham 群と比較して差は認められなかった。 

慢性脳低灌流における炎症性変化に対する TRPM2 遺伝子欠損の影響 

BCAS 処置 14日および 28日における白質部での変化について、さらなる検討
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を行った。BBB は慢性脳低灌流における病態増悪因子の１つである (59)。そこ

で IgG染色により BBBの破綻を検討したところ、BCAS 処置 14 日後において有

意な上昇が認められたが、両遺伝子型で差は認められなかった (図 2-4A,B)。

TRPM2 の内因性活性化物質である過酸化水素の定量を行ったところ、BCAS 処

置 14日後において有意な上昇が認められたが、両遺伝子型で差は認められなか

った (図 2-4C)。次に BCAS 処置 14日、28 日後において、TRPM2 遺伝子の発現

および各種炎症性サイトカインのタンパク定量を行った。BCAS 処置 28 日後に

おいて、TRPM2 の mRNA レベルの有意な上昇を確認した (図 2-5A)。また野生

型マウスにおいて、BCAS 処置 28 日後における IL1β (図 2-5B)、TNFα (図 2-5C)、

IL6 (図 2-5D) の有意な産生上昇が認められた。一方で、TRPM2-KOマウスでは

IL1β (図 2-5B) および TNFα (図 2-5C) のタンパク量は有意に低下していた。こ

れらの結果より、TRPM2 は慢性脳低灌流における炎症増悪に寄与することが示

唆される。 
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図 2-1 BCAS処置 28日

後における認知機能障

害はTRPM2遺伝子欠損

により抑制された。 

(A–D) BCAS 処置 14 日 

(A,C) および 28 日後 

(B,D) のY迷路試験にお

ける交替行動率  (A,B) 

およびアームへの総侵

入 回 数  (C,D) 。 (E,F) 

BCAS処置14日 (E) お

よび 28 日後 (F) の新奇

物体探索試験における

新奇物体への探索嗜好

性。n = 12–25 for A–D; n 

= 10–13 for E,F. *P < 

0.05, ***P < 0.001 vs WT 

sham; #P < 0.05, ###P < 

0.001 vs WT BCAS. 
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図 2-2 BCAS 処置 28 日後における白質傷害は TRPM2 遺伝子欠損により抑

制された。 

(A–C) 白質脳梁部でのフルオロミエリン染色による免疫染色画像、および野

生型マウス、TRPM2-KO マウスにおける定量結果。(D–F) 白質脳梁部での抗

GSTpi 抗体による免疫染色画像、および野生型マウス、TRPM2-KO マウスに

おける定量結果。n = 8–12 for A–C; n = 6–9 for D–F. *P < 0.05 vs WT sham. 
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図 2-3 BCAS処置 28日後における海馬神経細胞数は変化しなかった。 

(A-H) CA1 (A)、CA3 (B)、歯状回 (C)、大脳皮質 (D) での抗 NeuN 抗体によ

る免疫染色画像、および各定量結果 (E-H)。n = 3–6. 
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図 2-4 BCAS 処置 14 日、28 日後における BBB 透過性および過酸化水素産

生量は両遺伝子型で差は認められなかった。 

(A–B) 白質脳梁部における、抗 IgG 抗体による免疫染色画像 (A)、および各

定量結果 (B)。(C) 脳梁組織における過酸化水素量の定量結果。n = 4–8. **P < 

0.01 vs WT sham. 
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図 2-5 BCAS 処置 28 日後において野生型マウスで TRPM2 遺伝子発現およ

び炎症性サイトカイン産生の上昇が認められた。 

(A) 脳梁組織における、TRPM2 遺伝子の real-time PCR 結果。(B-D) ELISA法

による脳梁組織における IL1β (B)、TNFα (C)、IL6 (D)の定量結果。n = 9–14. 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs WT sham; #P < 0.05, ###P < 0.001 vs 

WT BCAS. 
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考察 

 本章において著者は、TRPM2が慢性脳低灌流における認知機能障害、白質傷

害、および脳内炎症性サイトカインの産生に寄与することを示した。 

 BCASモデルを用いた研究において示唆されている病態初期の変化はBBBの

破綻である。SeoらはIgG染色において、脳梁部におけるIgG漏出がBCAS処置3、

7日後より生じることを報告した (59)。この時点ではアストロサイトやミクログ

リアの顕著な活性化は認められないとされている (60)。視神経脊髄炎の患者に

おいて、BBBの破綻と炎症性サイトカインの産生量が相関することが報告され

ている (61)。トロンビン (62) やCCL11 (63) といった末梢血由来因子はCNSに

おける炎症を増悪させることから、BBBの恒常性はこれらの毒性因子が脳内に

浸潤するのを防ぐ一端を担っていると考えられる。実際に、BBB透過性亢進は

血管性認知症やアルツハイマー型認知症患者における白質高信号と相関するこ

とが知られている (64)。本研究では、野生型マウスとTRPM2-KOマウスでBBB

破綻の程度に差が認められなかったことから、TRPM2はBBB破綻に寄与せず、

慢性脳低灌流病態のより下流において機能することが示唆される。 

 ROSはオリゴデンドロサイトの脆弱性 (65) やBBB透過性亢進 (66) に関与す

るとされている。これらの徴候はいずれも慢性脳低灌流における認知機能障害

に関与するものである (67)。より重要なことに、ROSはTRPM2の内因性活性化

物質であることが知られる (68)。ROSのスカベンジャーやマーカーを用いた研

究では、慢性脳低灌流においてROSが産生されることが示唆されている (69-71)。

本研究においてROSの産生を脳梁部において定量したところ、両遺伝子型で差

が認められなかったことから、TRPM2はROS産生自体には影響を与えず、

TRPM2-KOによる保護作用はROS減少によるものではないことを示している。 

 次に、炎症性サイトカイン産生や白質傷害についての検討を行ったところ、

TRPM2 欠損により IL1β や TNFα の産生、および白質傷害が抑制された。IL1β

の産生レベルは脳血管性認知症患者 (72) および統合失調症患者由来単球 (73) 

で上昇すること、またマウス慢性脳低灌流モデルにおいて、IL1 受容体の欠損お

よび中和抗体処置によって白質傷害や OPCの遊走が促進されることが報告され

ている (74)。TNFα については、脳血管性認知症患者 (75) や統合失調症患者 

(76) において顕著な発現上昇が認められている。また、その産生レベルは双極

性障害(77) や未熟新生児 (78) における白質高信号と相関することから、炎症性

サイトカインの過剰発現は白質傷害と強く関連することが示唆される。TRPM2

は NLRP3 を介した活性化 IL1β の産生に関与すること (79)、TRPM2 はヒト単球

における LPS 誘発 TNFα および IL6 の産生 (80)、培養ミクログリアにおけるア

ミロイド β 誘発 TNFα 産生 (81) に必要であることが報告されている。これらの
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知見は本研究結果と一致するものである。ゆえに、TRPM2 がこれらのサイトカ

イン産生を亢進し、白質傷害を惹起することで慢性脳低灌流における認知機能

障害に関与している可能性がある。 

以上、第二章において著者は、TRPM2 が慢性脳低灌流における認知機能障害

や白質傷害といった病態増悪に寄与することを示した。 
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第三章 ミクログリアに発現する TRPM2 の慢性脳低灌流

における病態への関与 

第二章において著者は、TRPM2 が慢性脳低灌流において認知機能障害や白質

傷害、脳内炎症性サイトカイン産生に寄与することを示した。そこで第三章で

は、TRPM2 を介した病態増悪に関与する責任細胞の同定を目指した。 

本病態モデルにおいては、アストロサイトや、ミクログリアあるいはマクロ

ファージといった脳内グリア細胞の異常活性化が報告されている (82)。また、

TRPM2 は脳内で神経細胞 (49)、ミクログリア (50,51) における発現が報告され

ている他、単球/マクロファージ (52) 、好中球 (53) などの末梢免疫細胞にも発

現しているとされ、どの細胞に発現する TRPM2 が慢性脳低灌流において重要な

働きをしているのか正確に特定することは困難であることが予想される。 

そこで本章では、責任細胞同定のために複数の手法を用いた。まず、グリア

細胞および末梢免疫細胞に着目し、その浸潤および集積における TRPM2 の関与

について免疫組織化学的検討を行った。また、薬理学的な細胞選択的阻害を目

的としてミクログリア/マクロファージの活性化抑制薬であるミノサイクリンの

投与実験を行った。さらに、中枢常在性の細胞および末梢由来の骨髄細胞を識

別する手法として骨髄キメラマウスを用いて、ミクログリア/マクロファージの

活性化がもたらす慢性脳低灌流における病態増悪への TRPM2 の関与を詳細に

検討した。 

 

実験方法 

使用動物 

第二章実験方法に同じ。 

両側総頚動脈狭窄 (BCAS) 

第二章実験方法に同じ。 

免疫染色法 

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

(rabbit anti-Iba1 antibody, 1:500; Wako Pure Chemical Industries)、GFAP (rabbit 

anti-GFAP antibody, 1:1000; Dako)、CD3 (rat anti-CD3 antibody, 1:100; BD 

Biosciences) を用いた。Bregma + 0.7 mmにおける脳梁部およびBregma - 2.8 mm
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における海馬 0.125 µm2領域での細胞数を評価した。その他の免疫染色プロトコ

ルについては第二章実験方法に同じ。 

試薬と薬物投与 

ミノサイクリン塩酸塩は Sigma (Missouri、USA) より購入した。ミノサイクリン 

(50 mg/kg) は 0.1 M PBS 溶液 (pH7.4) に溶解させた。テルモシリンジ (1 ml ツベ

ルクリン用 SS-01T; テルモ、東京) とテルモ注射針 (26G NN-2613S; テルモ、東

京) を接続したものを用い、BCAS 処置 30 分後およびその後は 1 日 1 回腹腔内

投与した。 

新奇物体探索試験 

第二章実験方法に同じ。 

H2O2測定 

海馬を摘出した後、液体窒素を用いて急速冷却し、使用するまで- 80°C で保存し

た。以下、第二章実験方法に同じ。 

骨髄キメラマウスの作製 

骨髄由来細胞  (BM; bone marrow) ドナーマウスとして雄性TRPM2-KO 

(TRPM2-/-) マウスと雌性GFPトランスジェニックマウス (GFP-TRPM2+/+) を交

配させ、さらに得られたGFP陽性TRPM2+/-を交配させることで、GFP陽性野生型

マウスおよびGFP陽性TRPM2-KOマウスを用意した (83)。レシピエントマウス

は6週齢の雄性マウスを用い、移植前日の夕方より絶食させた。レシピエントマ

ウスは10分かけて8 Gyのγ線を照射した。BMドナーマウスを頸椎脱臼により安

楽死させ、ヒビテン®溶液 (大日本住友製薬、大阪) に浸して消毒し、大腿骨お

よび脛骨を単離し、テルモ注射針 (26G NN-2613S) の針先を骨髄内に刺し、1 ml

の冷PBSを注入し骨髄細胞を回収した。2000 rpmで10分遠心後、PBSで懸濁させ

た。γ線照射の3-5時間後、骨髄細胞をレシピエントマウスに4.0 x 106 cells/ 200 µl

で静脈内投与した。作製後、レシピエントマウスはフィルター付きケージ内で

飼育し、6週間飼育後に実験に用いた。本論中の表記に関して、野生型のレシピ

エントマウスにGFP陽性野生型マウス由来のBMを移植したものをWTWT-BM、 

TRPM2-KOマウスのレシピエントマウスにGFP陽性野生型マウス由来のBMを移

植したものをTRPM2WT-BMと記述した。 

フローサイトメトリー解析 

骨髄移植後の血中GFP陽性細胞の純度を測定するためにフローサイトメトリー

解析を行った。骨髄移植6週間後の骨髄キメラマウスより末梢血100 µlを尾静脈
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より採血した。血液に3倍希釈した生理食塩水を300 µl加え10秒反応させ溶血さ

せた。速やかに生理食塩水を1 ml加え、2000 gで5分間遠心した。同様に生理食

塩水1 mlで洗浄後、2000 gで5分間遠心し、0.02 M ethylenediaminetetraacetic acid

および0.01% bovine serum albuminを含むPBS溶液500 µl に懸濁させた。フローサ

イトメーター (Gallios, Beckman Coulter; California、USA) を用いてGFPの純度を

測定した。ネガティブコントロールとしては野生型マウスを、ポジティブコン

トロールとしてはGFPトランスジェニックマウスの血液を用いた。 

リアルタイムRT-PCR法 

第二章実験方法に同じ。用いたマウス用のプライマーは以下の通りである。 

TRPM2 (Fw: 5′-ACA GAC AAT GCC TGG ATC G-3′, Rv: 5′-TGG ATC ATG AGT 

GTG CAG GT-3′), CX3CR1 (Fw: 5′-TCA CCG TCA TCA GCA TCG A-3′, Rv: 

5′-CTG CAC TGT CCG GTT GTT CA-3′), CXCL1 (Fw: 5′-GCG ACA AGA TGA 

CCT CAC GA-3′, Rv: 5′-TGT CGT CTC CAG GAC AAT GG-3′), MHCII (H2-Aa; 

Fw: 5′-GAC GCT CAA CTT GTC CCA AAA C-3′, Rv: 5′-GCA GCC GTG AAC TTG 

TTG AAC-3′), CD68, (Fw: 5′-TTC TGC TGT GGA AAT GCA AG-3′, Rv: 5′-AGA 

GGG GCT GGT AGG TTG AT-3′), TLR4 (Fw: 5′-TCC AGC CAC TGA AGT TCT 

GA-3′, Rv: 5′-ACC AGG AAG CTT GAA TCC CT-3′), CD14 (Fw: 5′-AGG GTA 

CAG CTG CAA GGA C-3′, Rv: 5′-CTT CAG CCC AGT GAA AGA CA-3′), TREM2 

(Fw: 5′-GCA CCT CCA GGA ATC AAG AG-3′, Rv: 5′-GGG TCC AGT GAG GAT 

CTG AA-3′), IL1β (Fw: 5′-TGA GCA CCT TCT TTT CCT TCA-3′, Rv: 5′-TTG TCT 

AAT GGG AAC GTC ACA C-3′), TNFα (Fw: 5′-TGC CTA TGT CTC AGC CTC 

TTC-3′, Rv: 5′-GAG GCC ATT TGG GAA CTT CT-3′), IL6 (Fw: 5′-GTG GCT AAG 

GAC CAA GAC CA-3′, Rv: 5′-TAA CGC ACT AGG TTT GCC GA-3′), 18S (Fw: 

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

A-3′)  

統計解析 

値は全て、平均値±標準誤差で表記した。二群間の差は Student’s t-test により、

三群以上の差は、two-way ANOVA および Bonferroni post hoc test を用いて、Prism 

6 software (GraphPad、California、USA) により解析した。危険率 5%未満の場合

には統計学的に有意な差があると判定した。 
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実験結果 

 

慢性脳低灌流における白質部位での Iba1 陽性細胞の関与 

 慢性脳低灌流の病態生理においてどの細胞に発現する TRPM2 が重要である

かを明らかにするために、脳梁部における免疫組織化学的検討を行った。BCAS

処置 14、28日後においてアストロサイトと想定される GFAP 陽性細胞数の増加

が認められたが、両遺伝子型において差は認められなかった (図 3-1A,B)。一方

で、マクロファージおよびミクログリアのマーカーである Iba1 陽性細胞数が、

野生型マウスでは顕著な増加が認められたが、TRPM2 遺伝子欠損マウスでは

BCAS 処置 14日から段階的な低下を示した (図 3-1C,D)。そこで、ミクログリア

およびマクロファージの関連遺伝子の発現に関して検討を行った。その結果、

クログリアおよびマクロファージに特異的に発現する受容体である  (84) 

CX3CR1 の発現量は BCAS 処置後において野生型マウスでは上昇が認められた

が、TRPM2-KO マウスでは抑制された (図 3-1E)。CX3CR1 のリガンドであり、

ニューロン由来ケモカインである (84) CX3CL1 に関しては BCAS 処置による発

現変動は確認されなかった (図 3-1F)。活性化ミクログリアおよびマクロファー

ジのマーカーである (85)、MHCII (図 3-1G) およびCD68 (図 3-1H) については、

BCAS 処置 14 日後において野生型マウスでは有意な上昇を認めたが、

TRPM2-KOマウスでは抑制された。自然免疫に関与する受容体である TLR4 (図

3-1I) およびその共受容体である CD14  (図 3-1J) の発現上昇の程度については

両遺伝子型で差は認められなかった。ミクログリアおよびマクロファージの抗

炎症性の貪食マーカーである (86)、TREM2 に関しては BCAS 処置による発現変

動は確認されなかった (図 3-1K)。 

Iba1 陽性細胞が慢性脳低灌流における認知機能障害に関与するかを直接的に

検討するために、ミクログリアおよびマクロファージの抑制薬であるミノサイ

クリンの投与実験を行った。ミノサイクリンの 1日 1回投与により、想定通り、

BCAS 処置 28 日後における Iba1 陽性細胞数は Vehicle 群と比較して有意に減少

した (図 3-1L,M)。さらに、新奇物体探索試験を行ったところ、テスト試行にお

いて、BCAS 処置により減少した新奇物体への嗜好性が、ミノサイクリン投与群

で有意に改善した (図 3-1N)。これらの結果から、慢性脳低灌流状態における認

知機能障害に Iba1 陽性細胞が関与する可能性が示唆される。 

慢性脳低灌流における海馬での Iba1 陽性細胞の関与 
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白質脳梁部と同様に、認知機能に重要な役割を果たす海馬領域においてアス

トロサイト、ミクログリアおよびマクロファージの関与を検討した。CA1 (図

3-2A,B)、CA3 (図 3-2E,F)、歯状回 (図 3-2I,J) における GFAP 陽性細胞数は、野

生型マウスおよび TRPM2-KOマウス両群において有意な増加または傾向が認め

られたが、両遺伝子型で差はなかった。一方で、Iba1 陽性細胞に関しては、CA1 

(図 3-2C,D)、CA3 (図 3-2G,H)、歯状回 (図 3-2K,L) において、野生型マウスで有

意な増加が認められたのに対し、TRPM2-KO マウスではその増加の有意な抑制

またはその傾向が認められた。次に、BCAS 処置 28 日後における TRPM2 遺伝

子発現を検討したところ、野生型マウス由来の海馬組織において TRPM2 mRNA

の発現上昇傾向が認められた (図 3-2M)。また、白質脳梁部での結果と同様に、

野生型マウスで認められた CX3CR1 の遺伝子発現上昇は TRPM2 遺伝子欠損に

より有意に抑制された一方で (図 3-2N)、CX3CL1 の発現に関しては変化が認め

られなかった (図 3-2O)。しかしながら、白質脳梁部における知見とは異なり、

BCAS 処置 28日後における IL1β (図 3-2P)、TNFα (図 3-2Q)、IL6 (図 3-2R) の遺

伝子発現についてはわずかな上昇しか確認できなかった。さらに、海馬におけ

る過酸化水素の産生はBCAS処置 28日後においては認められなかった (図3-2S)。

図 2-3 における検討結果も考慮して、これらの結果は、少なくとも BCAS 処置

28日後時点では海馬傷害に至る炎症の程度は軽度であることが示唆される。 

慢性脳低灌流の病態に寄与する Iba1 陽性細胞の細胞種同定 

最後に、BCAS 処置後に上昇する Iba1 陽性細胞が末梢由来マクロファージな

のか、あるいは中枢常在性のミクログリアであるのかを、末梢由来骨髄細胞を

GFP 標識した骨髄キメラマウスを作製することで検討した。GFP 陽性野生型マ

ウス由来骨髄を野生型マウス  (WTWT-BM) および TRPM2-KO マウス 

(TRPM2-KOWT-BM) に移植したマウスをそれぞれ作製した。作製した骨髄キメラ

マウスは 98％以上の骨髄置換に成功していることを確認した。まず、sham 群に

おいて免疫染色を施したところ、Iba1 陽性細胞の異常活性化 (図 3-3A,C) および

GFP 陽性細胞の顕著な浸潤 (図 3-3B) は認められなかった。このことから、キ

メラマウスの脳内に対するγ線照射の影響はほとんどないと考えられる。BCAS

処置 28日後において免疫染色を行ったところ、GFP 陽性細胞を両群で確認でき

たが、細胞数に差は認められなかった (図 3-3D,E)。また、Iba1 陽性細胞数は Fig. 

5 と同様に、TRPM2-KOWT-BMマウスで有意な低下が認められた (図 3-3D,F)。興

味深いことに、Iba1 陽性細胞は GFP を共発現していなかった (図 3-3D)。このこ

とは、Iba1 陽性細胞は末梢由来マクロファージではなく、中枢常在性のミクロ
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グリアであることを示唆する。さらに、BCAS 処置 28 日後において、WTWT-BT

マウスと比較してTRPM2-KOWT-BMマウスではGSTpi陽性細胞数の有意な増加が

観察された (図 3-3G,H)。GFP 陽性細胞における共染色では、ほとんどが T細胞

のマーカーである CD3と共発現していた (図 3-3I)。認知機能についての検討を

行ったところ、野生型骨 TRPM2-KOWT-BMマウスでは、WTWT-BTマウスと比較し

て、Y迷路試験における交替行動率 (図 3-3J) および新奇物体探索試験における

新奇物体への嗜好性 (図 3-3K) のそれぞれにおいて高値を示した。 

  これらの結果より、BCAS 処置後に上昇する Iba1 陽性細胞は、末梢由来マク

ロファージではなく、脳常在性のミクログリアであることが示唆され、TRPM2

はミクログリアの活性化に重要であることが示唆された。 
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図 3-1 BCAS 処置後に認められる Iba1 陽性細胞数の増加は TRPM2 欠損によ

り抑制されるとともに、ミクログリアおよびマクロファージの薬理学的抑制は

認知機能を改善した。 

(A,B) 脳梁部 GFAP 陽性細胞に関する免疫染色画像 (A) および計数結果 (B)。

(C,D) 脳梁部 Iba1 陽性細胞に関する免疫染色画像 (A) および計数結果 (B)。

(E–K) 各種遺伝子発現検討。(L,M) ミノサイクリン投与実験における脳梁部 Iba1

陽性細胞に関する免疫染色画像 (L) および計数結果 (M)。(N) ミノサイクリン

投与実験における新奇物体探索試験。n = 5–12 for A-D; n = 6–16 for E-K; n = 4–5 

for M; n = 12–13 for N. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs WT sham; #P < 0.05, 
###P < 0.001 vs WT BCAS or vehicle. 
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図 3-2 BCAS処置 28日後に海馬において GFAPおよび Iba1陽性細胞数の増加

が認められたが、炎症性サイトカインの顕著な発現上昇は認められなかった。 

(A,B,E,F,I,J) GFAP 陽性細胞に関する CA1、CA3、歯状回における免疫染色画像

および計数結果。(C,D,G,H,K,L) Iba1陽性細胞に関する CA1、CA3、歯状回にお

ける免疫染色画像および計数結果。(M–R) 各種遺伝子発現検討。(S) 海馬組織

における過酸化水素量の定量結果。n = 4-6 for A–L; n = 6–16 for E–K; n = 5–13 for 

M-R; n = 5–6 for S. *P < 0.05, **P < 0.01 vs WT sham; #P < 0.05 vs WT BCAS. 
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図 3-3 BCAS処置 28日後に増加した Iba1陽性細胞は末梢由来マクロファ

ージではなく、中枢常在性のミクログリアであった。 

(A–C) sham 処置を施した骨髄キメラマウスの脳梁における、Iba1/GFP 陽性

細胞に関する免疫染色画像 (A) および GFP (B)、Iba1 (C) 陽性細胞数の計

数結果。(D–F) BCAS 処置 28日後における骨髄キメラマウスの脳梁におけ

る、Iba1/GFP 陽性細胞に関する免疫染色画像 (D) および GFP (E)、Iba1 (F) 

陽性細胞数の計数結果。(G,H) BCAS 処置 28 日後における骨髄キメラマウ

スの脳梁における、GSTpi 陽性細胞に関する免疫染色画像 (G) および計数

結果 (H)。CD3/GFP 陽性細胞に関する免疫染色画像 (I)。n = 3 for B,C; n = 

9–15 for E,F,H,J,K. *P < 0.05, **P < 0.01 vs WTWT-BM. 
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考察 

 本章において著者は、TRPM2が中枢常在性のミクログリア活性化を介して慢

性脳低灌流における病態増悪に寄与することを示した。 

 ミクログリア/マクロファージの関与について免疫組織化学的検討を行ったと

ころ、TRPM2欠損によりBCAS処置によるそれらの細胞数増加は抑制された。さ

らに、CX3CR1、MHCII、CD68の発現は野生型マウスで上昇を確認したが、

TRPM2-KOマウスでは認められなかった。この知見と一致して、過去の報告で

は免疫抑制薬がラット慢性脳低灌流モデルにおける白質傷害に対して著効を示

すことが報告されている (87)。さらに、TRPM2はミクログリア活性化 (51,54,88) 

や病態モデルにおける炎症応答に寄与すること (52,54,89) が明らかとなった。

したがって、著者の研究結果は、ミクログリアまたはマクロファージに発現す

るTRPM2が白質における炎症性サイトカインの上昇に寄与することを示唆する。  

本研究では、TRPM2責任細胞はミクログリアあるいはマクロファージである

と想定し、骨髄キメラマウスを用いた実験を行った。その結果、興味深いこと

に、Iba1陽性細胞は GFP標識されなかった。加えて、TRPM2-KOWT-BMマウス

は、骨髄が野生型であるにも関わらず、全欠損 TRPM2-KO マウスと同程度の

Iba1 陽性細胞数の減少を示した。このことから、本モデルでは末梢由来のマク

ロファージはほとんど浸潤せず、本研究結果は活性化した Iba1 陽性細胞はミク

ログリアであることを示唆する初めての報告となる。本モデルにおけるミクロ

グリアの関与については、ミクログリア特異的 CX3CR1受容体を標的とした実

験による報告 (61) とも一致する。 

過剰な炎症性サイトカイン産生は組織傷害に強く寄与することが知られてい

る (90)。本研究において、白質脳梁部においては IL1β、TNFα および IL6 の過

剰産生が認められたが、海馬領域においては、Iba1 陽性細胞や GFAP 陽性細胞

の増加は認められたにも関わらず、これら炎症性サイトカインの発現は微弱だ

った。組織間で認められたこの違いの原因は不明である。しかしながら、活性

化ミクログリアから産生される炎症性サイトカインはオリゴデンドロサイト系

譜細胞の毒性に重要な役割を果たす (91,92)。オリゴデンドロサイトや OPC が海

馬と比較して白質において豊富に存在することを考慮すると、傷害を受けた細

胞から放出される DAMPs (93) が海馬よりも白質においてより存在している環

境であると言える。そして、DAMPs によってミクログリアがさらに活性化する

ことによって過剰な炎症性サイトカインの放出が促進されるのかもしれない。

その結果として、海馬よりもむしろ白質においてより顕著な炎症環境が再現さ

れている可能性がある。 

本モデルにおいて、アストロサイトは傷害的な機能と保護的な機能の両面で
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の研究が報告されている。GFAP 陽性細胞における NFκB の抑制は炎症シグナ

ルおよび白質傷害・認知機能障害を改善した (45)。一方で、GFAP 陽性細胞に

おける BDNF の欠損は病態を増悪させた (94)。本研究では GFAP 陽性細胞数

に両群間で差は認められなかったため、TRPM2 は BCAS 後のアストロサイト

活性化には重要でないと考えられる。しかしながら、新生児低酸素/脳虚血傷害

モデルにおいて、TRPM2 遺伝子の欠損は Iba1および GFAP陽性細胞の両方の

細胞数減少を引き起こしたことから (89)、慢性脳低灌流におけるアストロサイ

トにおける TRPM2 の関与についてはより詳細な検討が待たれる。 

BCAS モデルにおいては、末梢由来白血球の浸潤が確認されている (95)。本

研究では好中球の浸潤を十分に確認することができなかった (図 省略) 一方で、

T細胞に関してはGFP陽性細胞のうち著しい割合での存在を確認することがで

きた。このことから、BCAS 処置後に浸潤する末梢由来白血球は、マクロファ

ージあるいは好中球ではなく、T細胞であることが示唆される。 

 以上、第三章において著者は、TRPM2がミクログリアの活性化を介して慢性

脳低灌流における炎症応答に関与することを示した。第二章および第三章の結

果より、TRPM2は慢性脳低灌流の関与する中枢神経疾患において有力な創薬標

的となることが期待される。 
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総括および結論 

 本研究において著者は、脳血流低下後の病態形成における TRP チャネルの関

与について検討を行い、以下の新規知見を得た。 

 

 TRPV1遺伝子欠損マウスおよび TRPV1 拮抗薬を用いた検討により、マウス急

性虚血性脳卒中モデルにおける神経症状や運動機能の増悪および梗塞巣増大に

TRPV1が寄与することが明らかとなった。 

 

マウス慢性脳低灌流モデルにおいて、TRPM2遺伝子欠損によりBCAS処置28

日後の野生型マウスでは認知機能障害および白質傷害が認められたのに対して、

TRPM2-KOマウスではそれらが顕著に抑制されていた。また、野生型マウスで

は炎症性サイトカインである IL1β、TNFαおよび IL6が増加したのに対し、

TRPM2-KOマウスではそれらの産生が抑制されていた。 

 

 BCAS 処置 14、28 日後において Iba1 陽性細胞の顕著な増加が野生型マウスで

認められ、TRPM2-KO マウスではその増大は抑制されていた。また、野生型マ

ウスで認められた炎症性ミクログリアおよびマクロファージ関連遺伝子の発現

上昇が TRPM2-KO により抑制された。これらの細胞を薬理学的に抑制すること

で認知機能の改善効果が認められた。さらに、骨髄キメラマウスを用いた検討

により、Iba1 陽性細胞は脳常在性のミクログリアであることが示された。

TRPM2-KOBM-WTマウスでは、末梢骨髄が野生型であるにも関わらず、Iba1 陽性

細胞数の増加、成熟オリゴデンドロサイト細胞数の減少および認知機能障害が

抑制された。 

 

以上、著者は各種マウスモデルを用いて、血流低下に伴う脳機能障害に果た

す TRP チャネルの病態生理学的役割の一端を明らかにした。本研究の成果は、

脳血流低下が関与する様々な中枢神経疾患に対する治療薬の開発に資する重要

な基礎的知見を提供するものである。 
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