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研究成果の概要（和文）：Flexstationアッセイで、漢方薬由来の27種類化合物のスクリーニングを検討した。
その中で、4種類化合物がTRPA1を活性化することを確認した。EC50が濃い濃度で反応が弱いことが認められた。
TRPA1におけるこれらの化合物の効果は、選択的TRPA1阻害剤HC030031により抑制された。更に、化合物がTRPA1
を脱感作する効果やラット疼痛モデルにおける鎮痛効果が認められた。一方、その中の2種類化合物（エボジア
ミンとルテカルピン）がTRPV1を活性化することを確認した。エボジアミンはTRPV１を活性化し、パーシャルア
ゴニストとしての競合的結合と脱感作の２つの機序で抑制することがわかった。

研究成果の概要（英文）：Using flexstation calcium assay, we screened 27 natural compounds derived 
from traditional Chinese medicines. Four compounds were identified to activate TRPA1 channel with 
the higher EC50 values and lower responses. The agonistic effects of these compounds on TRPA1 could 
be inhibited by HC030031, a selective TRPA1 antagonist, in TRPA1 expressing human X cells and dorsal
 root ganglion (DRG) neurons. Further studies showed that these compounds induced the 
desensitization of TRPA1 channel and the analgesic effects on rat pain models. In addition, we 
identified two compounds (evodiamine and rutaecarpine) which activated TRPV1 channel. Evodiamine 
partially activated TRPV1 and inhibited TRPV1 activation through competitive partial antagonism and 
channel desensitization.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 

痛みは日常臨床上最も多い訴えである。

我が国では、13.4％（1700 万人）の人々が

何らかの慢性的な痛みを抱えており、医療

機関を受診した人のうち満足のいく程度に

痛みが和らいだ人が 22.4％と報告されて

いる（服部ら、ペインクリニック 25，2004）。

痛みのなかには、神経障害性疼痛のように

鎮痛薬が効きにくい「慢性難治性疼痛」が

あり、多くの患者が苦しみ、QOL が低下し

たまま社会生活を強いられている。慢性難

治性疼痛の特効薬は乏しく、今なお多くの

研究開発が行われているが、有効な治療薬

がないのが現状である。一方、近代西洋薬

の開発に果した伝統薬物、天然薬物の役割

は大きく、今なお薬物開発において重要な

地位を占めている。慢性難治性疼痛の臨床

治療においても、天然薬物成分を含有する

漢方薬の効果が注目されている。漢方薬は

永年の人類の叡智による薬効付帯情報を有

する創薬リソースで、臨床予測性の高い新

規創薬シーズが見出される可能性が高いこ

とから、漢方薬成分による難治性疼痛治療

の新薬開発が期待されている。 

TRP (transient receptor potential) 

ファミリー受容体は多様な機能を示すイオ

ンチャネルで、細胞内外の様々かつ複合的

な刺激によって活性化する“センサー”や

シグナルを変換する“トランスデューサー”

として機能する。TRP ファミリーメンバー

の TRPV1 や TRPA1、TRPM8 などは疼痛受容と

疼痛シグナル伝達において極めて重要な分

子として働くことが明らかになっている。

近年、シンナムアルデヒドやカンフルなど

多くの天然薬物成分は TRPA1 チャネルなど

を活性化する或いは抑制することが報告さ

れ、漢方薬は TRP チャネルを介して生体内

環境を調節し疼痛受容の制御に関わる可能

性が示唆された。 

 

２．研究の目的 

本研究では、現在日本で使用されてい

る医療用漢方製剤に含まれる約 200 種類の

化合物の中から、ペインセンサーTRPA1 受

容体を標的とする化合物を、in vitro と in 

vivo 系アッセイを組み合わせた新しい総

合評価系を用いてスクリーニングを行い、

ライブラリを構築する。さらに、これらの

中から難治性疼痛治療薬のリードと期待で

きる漢方方剤含有化合物を見出し、その鎮

痛薬理機序を解明する。 

 

３．研究の方法 

本研究は、細胞内カルシウムアッセイ、

電気生理学的、行動薬理学的、形態学的手

法を用いて、TRPA1 或は TRPV1 受容体を標

的とする化合物を検討した。 

（1）細胞の培養 

①TRPA1 或は TRPV1 強制発現細胞の構築。

Human embryonic kidney 293 (HEK293) 細

胞に TRPA1 或は TRPV1 を導入し、TRPA1 と

TRPV1 強制発現 HEK 細胞を構築した。導入

した HEK 細胞を培養し、2 日後にカルシウ

ムアッセイ或は電気生理測定を行った。 

②人由来 X細胞を 96well plate に培養し、

2日後カルシウムアッセイを行った。 

③ラット脊髄後根神経（DRG）ニューロンを

培養して 1日後に、カルシウム測定或は電

気生理的測定を行った。 

（2）カルシウムアッセイ 

蛍光プローブを細胞にローディグして、そ

れぞれの化合物によって、細胞内のカルシ

ウム変化を Flexstation マルチプレートリ

ーダーにより測定した。 

（3）電気生理学的測定 

ホールセルパッチクランプ法を用いてそれ

ぞれの化合物による細胞の内向き電流を記

録した。化合物が TRPA1 或は TRPV1 を活性

化することを検討した。 

（4）動物行動測定 



5-6 週齢のラットを用いて、足底に化合物

を注射し、自発痛や温度による痛み行動を

測定した。 

 

４．研究成果 

（1）TRPA1 及び TRPV1 を標的とした化合物

のスクリーニング。カルシウムアッセイ法

で、人由来 X細胞に TRPA1 が存在すること

を確認した。さらに TRPV1 が発現しないこ

とを確認した。この X細胞を用いて、TRPA1

を活性化する化合物のスクリーニングを行

った。（図 1～図 3） 

 

図 1:カルシウムアッセイ法で、AITC を投与

すると細胞内のカルシウムを増加すること

から X細胞に TRPA1 が存在することを確認

した。 

 

 

図 2: カルシウムアッセイ法で、capsaicin

を投与すると TRPV1 が X細胞に存在しない

ことを確認した。 

 

 

図 3: カルシウムアッセイ法で、生薬成分

を単独投与及び TRPA1 選択的阻害剤である

HC030031 との同時投与すると、生薬成分が

TRPA1 を活性化することを確認した。 

（特許申請や論文作成の関係上、生薬名や

化合物名を公表していない） 

 

（2）生薬呉茱萸の成分であるエボジアミン

が TRPV1 チャネルを活性化することを確認

した。一方、TRPA1 を活性化することが認

められなかった。（図 4～図 9） 

 

図 4:呉茱萸エキス（EF）を培養 DRG ニュー

ロンに投与すると、細胞内カルシウムが増

加することを確認した。 

 



図 5:呉茱萸に含有化合物エボジアミン

（EVO）を DRG ニューロンに投与すると、

TRPV1 が発現された細胞に反応することを

確認した（A,B）。 

 

 
図 6: 培養した DRG ニューロンにエボジア

ミンをアプライすると内向き電流が確認さ

れ、同一細胞にカプサイシン（CAP）を投与

すると同じく内向き電流が観察された。 

 

 

図 7:TRPA1 或は TRPV1 が強制発現された

HEK 細胞を用いて、エボジアミンが TRPV1

を活性化することを確認した（A,B）。 

 

 
図8: TRPV1が強制発現されたHEK細胞を用

いて、呉茱萸成分であるエボジアミンが

TRPV1を活性化するI-Vカーブを作成した。

I-V カーブから、エボジアミンはカプサイ

シンと同様な外向き整流性が認められた。 

 

 

図9: TRPV1に対するエボジアミンの用量反

応関係を調べた。エボジアミンの EC50 は

0.6μM である、カプサイシンより 10 倍高

く、最大反応はカプサイシンの 3分の 1で

あることがわかった。これらの結果により、

エボジアミンは TRPV1 のパーシャルアゴニ

ストであることが示唆された。 

 

（3）エボジアミンによるカプサイシン電流

の抑制作用により、TRPV1 チャネルに対し

て、パーシャルアゴニストとしての競合結

合機序と脱感作機序の２つが存在すること

が示唆された。（図 10～図 12） 

 

図 10: エボジアミンとカプサイシンを同

時投与すると、濃度依存にカプサイシンの

最大反応性が変化しないが、EC50 は増加す



ることで、カプサイシンのドーズカーブを

右側に移動させた（A,B）。エボジアミンは

カプサイシン電流を競合性的に抑制するこ

とがわかった。 

 

 

図11: エボジアミンによるTRPV1チャネル

の脱感作作用を調べた。ドーズカーブで示

しているように、エボジアミンの前処置は

用量依存的にカプサイシン電流を抑制した

ことが確認された。 

 

 

 

図 12:エボジアミンは TRPV1 内因性アゴニ

ストであるプロトンに対する抑制効果を確

認した。pH6 の酸性潅流液による TRPV1 電

流を引き起こしたが（A,D）、エボジアミン

処置後のプロトン電流は、酸潅流液単独投

与時の電流に比べ弱小化していることがわ

かった（B,D）。しかし、エボジアミンと酸

の同時投与では、抑制効果が認められなか

った（C,D）。これらの結果から、エボジア

ミンは TRPV1 の脱感作を通して酸による

TRPV1 活性化を抑制したことが考えられた。 

 

（4）エボジアミンは TRPV1 と関わる熱刺激

行動を抑制した。（図 13） 

 

図 13:エボジアミンはラットの足底に注射

し、カプサイシンが起こした熱刺激に対す

る敏感行動を抑制した。 

 

以上の結果により、様々の生薬由来化

合物が TRP チャネルにターゲットとして働

いていることがわかった。TRP チャネルを

活性化し、パーシャルアゴニストとしての

競合的結合と脱感作の２つの機序で抑制す

ることがわかった。 
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