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活性酸素種感受性TRPチャネルによる血管性認知障害の病態制御機構の解明
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はじめに
超高齢社会の現代において認知症患者は増加の一途をたどっており、社会的な課題となっている。一方で、認知症の新規治療薬の創出は難航しており既存の治療薬の満足度も未だ低いままである。近年、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多くの認知症に共通して脳血管障害が認められることが知られ始め1）、脳血管障害が認知症の主要な原因の1つであることが支持されるようになってきた。脳血管障害に起因する認知機能障害として血管性認知障害（vascular cognitive impairment: VCI）という疾患概念が提唱され、VCIを惹起する主な要因として加齢や生活習慣病などに伴い脳血流の穏やかな低下が続く慢性脳低灌流状態が知られている。慢性脳低灌流状態を伴う多くの動物モデルや認知症患者で神経細胞傷害に先立つ髄鞘の傷害や脱落（白質傷害）が観察され、VCIの特徴的で重要な病変として注目されてきた2, 3）。しかし、慢性脳低灌流状態により惹起されるVCIや白質傷害の病態制御機構には不明な点が多く、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。
慢性脳低灌流状態により惹起されるVCIの研究には、マウスの両側総頸動脈に内径0.18 mmのマイクロコイルを装着する手術により慢性脳低灌流状態を惹起する両側総頸動脈狭窄（Bilateral common carotid artery stenosis: BCAS）モデルマウスが多く用いられてきた（図1）4, 5）。BCASモデルマウスはVCIの臨床像をよく反映し、神経細胞傷害に先立ち手術の約4週後から認知機能障害と白質傷害が認められることが知られている。さらにBCASモデルマウスではグリア細胞の活性化が認められ、活性酸素種（reactive oxygen species: ROS）が病態に関与することが示唆されている2, 6）。
[image: ]図1 VCIにおけるROS感受性TRPチャネルを介した病態制御の二面性

そこで筆者は、慢性脳低灌流状態に伴い発症する認知機能障害、白質傷害の病態制御機構の解明を目指し、グリア細胞に機能的に発現するROS感受性transient receptor potential（TRP）チャネルのTRPM2およびTRPA1に着目して研究を進めてきた。本稿ではVCI病態におけるTRPM2とミクログリア、TRPA1とアストロサイトの病態制御機構についての筆者らの研究成果7–9）を紹介する。

VCIにおけるTRPM2の病態増悪機構
TRPM2は脳内のミクログリア10）、神経細胞11）や単球・マクロファージ12）、好中球13）などの末梢免疫細胞などに機能的に発現するROS感受性のCa2+透過性非選択的カチオンチャネルである。TRPM2は炎症性サイトカイン／ケモカインなどの産生を介した様々な炎症性疾患への関与が報告されている14）。一方で筆者らは、食餌投与によりミクログリアを除去できるCSF1R阻害薬のPLX3397を用いて、慢性脳低灌流によって惹起されるVCIにおいてミクログリアを介した脳内炎症が病態増悪に関与することを見出した15）。そこで本稿では、TRPM2とミクログリアに着目し慢性脳低灌流や加齢に伴い認められる認知機能障害、白質傷害への脳内炎症の関与について研究を行った。
BCASモデルマウスを用いた解析により、BCAS処置28日後において野生型マウスで認知機能障害、白質傷害が認められたのに対し、TRPM2欠損マウスでは抑制された。VCIにおけるミクログリアの機能へのTRPM2の関与を調べるため、白質が豊富な脳部位の脳梁において免疫染色を行ったところ、BCAS処置により野生型マウスではIBA1陽性ミクログリア数が増加したがTRPM2欠損マウスでは抑制された。またBCAS処置28日後の脳梁において、野生型マウスではIL1βやTNFαなどの炎症性サイトカインが増加したがTRPM2欠損マウスでは抑制された。
次に加齢に伴う認知機能低下へのTRPM2、ミクログリアの関与を調べるため高齢マウスを用いた解析を行った。20–24ヶ月齢の高齢野生型マウスでは認知機能低下、白質傷害が認められたのに対し、高齢TRPM2欠損マウスでは認められなかった。また脳梁において高齢野生型マウスで認められたIBA1陽性ミクログリア数やTnfa発現の増加が高齢TRPM2欠損マウスでは認められなかった。
以上より、慢性脳低灌流や加齢に伴う認知機能障害、白質傷害の病態増悪にTRPM2とミクログリアの活性化に伴う脳内炎症が関与していることを明らかにした（図1）7, 8）。

VCIにおけるTRPA1の病態抑制機構
TRPA1は最もredox感受性の高いTRPチャネルで16）、知覚神経の侵害受容器に発現し様々な痛みに関与することが知られている17）。中枢神経系において、TRPA1はアストロサイト18–20）、血管内皮細胞21）、オリゴデンドロサイト22）などに発現し、アルツハイマー病や脳血管疾患への関与が報告されている22–25）。本稿では慢性脳低灌流により惹起されるVCIにおけるTRPA1の役割に着目し、脳内に最も豊富に存在するグリア細胞であるアストロサイトとの関与についてBCASモデルマウスを用いて検証した。
野生型マウスにおいて、BCAS処置により惹起される認知機能障害、白質傷害は、モデル作製28日後の後期で観察されたが、14日後の早期では観察されなかった。一方で、TRPA1欠損マウスでは、BCAS処置14日後の早期から認知機能障害、白質傷害が認められた。次に、BCAS処置後の野生型マウスにTRPA1刺激薬のシンナムアルデヒドを連日投与することで、BCAS処置28日後の後期に認められた認知機能障害、白質傷害が抑制された。VCIにおけるアストロサイトの機能へのTRPA1の関与を調べるため、免疫染色や定量的PCRを用いた組織学的解析を行ったところ、野生型マウスでBCAS処置14日後の早期から脳梁でのGFAP陽性アストロサイト数やGfap遺伝子発現が増加したが、TRPA1欠損マウスでは増加しなかった。そこでCre-loxPシステムを用いて細胞種特異的TRPA1欠損マウスを作製し検討を行ったところ、全身TRPA1欠損マウスと同様にBCAS処置14日後の早期において、アストロサイト特異的TRPA1欠損マウスでも認知機能障害、白質傷害が認められた。一方、TRPA1の発現が知られる血管内皮細胞やオリゴデンドロサイト系譜細胞の特異的TRPA1欠損マウスでは認知機能障害、白質傷害は観察されなかった。これより、アストロサイトのTRPA1がVCIにおいて病態抑制の役割を担っている可能性が示された。
次にTRPA1によるVCI病態抑制の分子機序を明らかにするため、RNAseqにより遺伝子発現変動を網羅的に解析した。BCAS処置によりTRPA1欠損マウスと比べ野生型マウスでアストロサイト関連遺伝子の発現増加が認められた。発現変動が認められた遺伝子についてGene Ontologyエンリッチメント解析を行い、上位に見出されたアストロサイト関連遺伝子の中から髄鞘化促進作用のある白血病阻止因子（leukemia inhibitory factor: LIF）26）に着目し解析を行った。脳梁やMACSにより分取したアストロサイトにおける定量的PCRにより、BCAS処置14日後の野生型マウスではLifの発現増加が認められたのに対し、TRPA1欠損マウスでは遺伝子発現に変化は認められなかった。さらに脳梁の免疫染色により、BCAS処置14日後の野生型マウスではGFAP陽性アストロサイトでLIFの増加が認められたのに対し、TRPA1欠損マウスでは認められなかった。そこで、慢性脳低灌流により惹起されるVCIへのLIFの作用を評価するため、LIF受容体を構成するgp130の阻害薬のSC144や抗LIF中和抗体を野生型マウスに投与し解析を行った。BCAS処置14日後の早期の野生型マウスでは認められなかった認知機能障害、白質傷害がSC144の連日腹腔内投与や抗LIF中和抗体の脳室内投与により観察された。これよりTRPA1を介したアストロサイトからのLIFの増加が病態抑制に関与することが示された。
TRPA1を介した病態抑制機序をさらに詳細に明らかにするため、初代培養細胞を用いた実験を行った。初代培養アストロサイトにTRPA1刺激作用のあるH2O2を処置すると、野生型アストロサイトでPKC/p38の活性化を介したLifの発現増加が認められた。さらにH2O2を処置した野生型アストロサイトの培養上清を初代培養オリゴデンドロサイト前駆細胞（OPC）に適用することで髄鞘を形成する成熟オリゴデンドロサイトへの分化が促進された。一方で、TRPA1欠損アストロサイトではH2O2処置によるLifの発現増加やアストロサイト培養上清によるOPCの成熟オリゴデンドロサイトへの分化促進作用は認められなかった。またH2O2を処置した野生型アストロサイトの培養上清に抗LIF中和抗体を処置することで、OPCに対する分化促進作用が抑制された。
以上より、アストロサイトのTRPA1活性化がLIFの産生を介して髄鞘形成を促進することで、VCIにおける内因性の生体防御機構を担っていることを明らかにした（図1）9）。

おわりに
最近、アルツハイマー病において新たに疾患修飾薬が承認され注目を集めているが、解決すべき課題も多く残されており、認知症の新規治療薬の創出は未だに難航している。近年、アルツハイマー病を含む多くの認知症をVCIとして捉え、認知症の主要な原因として脳血管障害やそれに伴う白質傷害の重要性が支持されるものの、脳血管障害や白質傷害を対象に新規治療標的を探索する研究は十分に進んでいない。脳血流の低下や白質傷害はうつ病などの他の中枢神経疾患においても観察されることが知られており27）、治療対象としての白質傷害の重要性を明らかにした本稿の研究成果は、VCIを始めとした多くの中枢神経疾患に対する創薬標的探索のための有望な研究戦略となることが期待される。
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