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研究成果の概要（和文）：TRPV4は27～35℃の温度だけでなく多くの物理的刺激やアラキドン酸代謝物により活
性化する非選択性陽イオンチャネルである。本研究では炎症性腸疾患と生理的味覚受容におけるTRPV4の役割に
ついて検討を行った。炎症性腸疾患モデルにおいて、血管内皮に発現増大したTRPV4はJNKシグナルの活性化を介
してVE-cadherin発現を有意に低下させることで血管透過性を増大し，大腸炎症の悪化に関与することが示唆さ
れた。マウス舌におけるTRPV4の発現局在と味覚感受性との関連について検討を行った。TRPV4は、Ⅳ型味細胞に
発現し、酸味受容細胞であるIII型味細胞への分化及び増殖に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：TRPV4 channel is a non-selective cation channel that responds to mechanical,
 thermal and chemical stimuli, in addition to various endogenous ligands such as arachidonic acid 
metabolites. The present study aimed to investigaete the role of TRPV4 in DSS-induced colitis and 
taste in mice. TRPV4 are highly upregulated in vascular endothelial cells of the colon during 
DSS-induced colitis.TRPV4 activation induce JNK phosphorylation, and decrease  VE-cadherin 
expression in endothelial cells.An up-regulation of TRPV4 channels in vascular endothelial cells 
contributes to the progression of colonic inflammation by increasing vascular permeability. We 
investigated the function and expression of TRPV4 in taste buds using Trpv4-deficient mice. TRPV4 
contributes to sour taste sensing by regulating type III taste cell differentiation in mice.

研究分野：薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症性腸疾患は患者のQOLを著しく下げることから、臨床的に大きな問題となっている。しかし、病態について
は不明な部分が多い。TRPV4は病態時おいて血管内皮細胞に増加し血管透過性を制御することで炎症性細胞の組
織への浸潤を調整していることが示唆された。炎症性腸疾患の新たな治療薬標的となることが期待される。
味覚は、甘味、旨味、塩味、酸味、苦味の5味から形成されている。TRPV4が酸味受容に関わっており、Ⅳ型味細
胞からⅢ型味細胞への分化を制御していることを示唆するデータを得た。これはTRPV4が酸味の受容において重
要な因子であることを示唆するものであり、生理的に非常に意義のある発見である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
消化管は粘膜上皮細胞をへだてて外界と接しており、様々な情報を感知するだけでなく、免
疫系を複雑に発達させることで、恒常性を維持している。しかしこのシステムが破錠すること
により、炎症など様々な病態を引き起こす。炎症性腸疾患（IBD）、抗がん剤の使用に伴う小腸、
味覚障害、過敏性腸症候群などは、患者の QOL を著しく下げることから、臨床的に大きな問
題となっている。しかし、これらの疾患の病態については不明な部分が多く、医療上の必要性
に十分に応える治療薬が無いのが現状である。温度感受性 Transient Receptor Potential 
（TRP）チャネルは細胞外の環境変化を感じ取るセンサーの役割を担っている。TRPチャネル
は多くの臓器に発現しているが、外界とつながる臓器である消化管において、重要な役割を担
っている。そのため TRP チャネルは、難治性消化管疾患に対する新しい創薬標的として注目
されている。 
 代表者は、TRPチャネルの消化管炎症や内臓痛における役割について研究を行ってきた。そ
の中で、カプサイシンの受容体である TRPV 1が食道や大腸の知覚神経に発現し、消化管炎症
時の内臓痛覚過敏に関わっていることを明らかにした。さらに酸化的ストレスによって活性化
される TRPM2が免疫細胞や知覚神経に発現し、内臓感覚を制御していることを明らかにした。 
本研究で着目する TRPV4 は、低浸透圧刺激や機械刺激の受容に関わっており、外界の刺激を
受けやすい粘膜上皮や知覚神経に発現している。臨床研究から、多くの TRP 内因性リガンド
のなかで、特に TRPV4 リガンドが、内臓痛覚過敏の患者で顕著に増加していることが明らか
となった（Gastroenterology 2015;149:433-）。このような背景から、代表者は TRPV4が消化
管の病態時のセンサーとして、非常に重要な役割を担っていると考え、研究を開始し、以下の
知見を得た。 
 
(1) 大腸上皮、神経における TRPV4の局在は、消化管炎症下では血管内皮細胞に変化する。 
(2) TRPV4は IBD、IBD関連大腸がんの病態の進行に関与している。 
(3) 生理的条件で TRPV4 は舌の粘膜上皮に最も多く発現し、抗がん剤投与により発現増加す
る。 

 
２．研究の目的 
本研究では、多様な動物モデルにおいて、TRPV4 遺伝子欠損動物と野生型の病態評価と

TRPV4 の病態時の局在・発現変化から標的疾患を絞っていく。本研究では消化管における
TRPV4の局在と病態における変化とその役割について以下の検討を行った。 
Ⅰ.IBDモデルにおいて、炎症時に顕著に増大する血管内皮の TRPV4を介した、病態制御のメ
カニズムを検討する。 
 
Ⅱ.味覚受容における TRPV4の関与を明らかにする 
 
３．研究の方法 
(1) IBD モデル動物の作製と病態評価 
各種TRP遺伝子欠損と野生型マウスに2%デキストラン硫酸ナトリウムを7日間自由飲水し大腸
を摘出する。病態評価は期間中の体重変化、下痢、血便と摘出大腸の長さ、病理所見、好中球
浸潤により行った。 
(2) TRPV4 の活性化と血管透過性亢進メカニズムの解明 
  TRPV4 活性化薬 GSK1016790A 処置後の変化を以下の実験系において測定する。また選択的拮
抗薬（RN1734）を用いて TRPV4 の関与を明らかにした。 
・エバンスブルー法：マウス吸入麻酔下0.5%Evans blueを0.2mL尾静脈内投与し、2時間後Saline
還流、遠位結腸を摘出し、透過した Evans blue を測定した。 
・ウェスタンブロッテイング：TRPV4、JNK、p-JNK 
・免疫組織染色：撮影は共焦点レーザー顕微鏡（機関所有 Nikon A1）で行った。 
(3) 味嗜好性の変化 
基本味 （甘味、酸味、苦味、塩味及びうま味）の味覚感受性に対する影響を、定量的味覚感受
性行動試験である、リック試験※1及び二瓶選択試験※2にて検討した。 
※1 味溶液をマウスに呈示し、10 秒間にその給水ノズルを舐める回数（リック数）を測定す
る試験法 
※2 水と味溶液の入ったボトルをマウスに呈示し、総飲水量のうち味溶液を飲んだ割合を測定
する試験法 
(4) 味受容体の発現変化、神経線維の形態学的変化の検証 
TRP チャネル、味受容体、神経線維の形態学的変化、発現はそれぞれ免疫組織染色、リアルタ
イム PCR によって行った。 
 
４．研究成果 
1.DSS 誘起 IBD モデルの病態の進行における TRPV4 の関与 
2%DSS7 日間処置は、野生型（WT）では、顕著な体重減少、下痢・下血を誘起し、7日目には
大腸の短縮、好中球浸潤の指標であるミエロペルオキシゲナーゼ活性の増大および組織学的傷



害を惹起した。DSS 処置によるこれらの変化は、TRPV4 遺伝子欠損マウス（TRPV4KO）では、WT
とくらべ、いずれも有意に抑制された。さらに TRPV4 選択的作用薬である GSK1016790A を DSS
投与期間中 1 日 1 回（20 μg/マウス）結腸内投与したところ、DSS 処置 WT 群と比べ有意な体
重減少、下痢・下血を誘起し、7 日目には大腸の短縮、好中球浸潤の指標であるミエロペルオ
キシゲナーゼ活性の有意な増大および組織学的傷害の悪化が確認された TRPV4KO マウスを用い
た本研究の結果から、TRPV4 は DSS 誘起大腸炎の病態の悪化に関与していることが明確となっ
た。 
次に DSS 誘起大腸炎における造血細胞の影響を検討するため、X 線照射により骨髄破壊した
WT、TRPV4KO に WT もしくは TRPV4 から採取した骨髄細胞を移植することで、骨髄キメラマウス
を作製した。DSS 誘起大腸炎は、ドナーが WT および TRPV4KO にかかわらず、レシピエントが
TRPV4KO の場合に病態の進行が有意に抑制された。よって大腸炎の進行には骨髄由来細胞の
TRPV4 ではなく、非骨髄由来の部位に発現する TRPV4 が関与していることが示唆された。 
 
2.IBD モデルの病態の進行における TRPV4 の発現変化 
マウス遠位結腸における TRPV4 の局在を免疫組織染色により検討したところ、TRPV4 は正常
時において上皮細胞様の構造に免疫活性が観察された。DSS 処置 7 日目の遠位結腸では粘膜、
粘膜下層の血管様の構造に発現増大していた（図 1A）。この免疫活性は TRPV4KO では消失して
いた（図 1B）。ウエスタンブロットによる検討から、正常時と比べ TRPV4 は病態時において、
その発現量が有意に増大していた（図 1C）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 TRPV4 は病態時、遠位結腸において発現増大する。DSS 投与前（Normal）、投与 7日目（DSS）
の遠位結腸における TRPV4 の免疫組織学的染色画像（A）。WT、TRPV4KO における TRPV4 の免疫
活性（B）。ウエスタンブロットによる Normal、DSS 処置時の TRPV4（104, 98 kDa）の発現変化
（C）。データは平均 ± SEM *P < 0.05 vs normal-WT（n = 7） 
 
次に DSS 誘起 IBD モデルにおける TRPV4 の変化について、DSS 投与前（Normal）、投与 4日目
（Day 4）、7日目（Day 7）に遠位結腸を摘出し、免疫組織染色を行った。TRPV4 は上皮細胞マ
ーカーkeratin と共局在した。TRPV4 の免疫活性は Day4、Day7 と炎症の進行に伴って粘膜、粘
膜下層の血管様の構造に増加し、Normal と比して Day7 では約 40倍増加した。一方、筋層にお
ける TRPV4 発現は変化しなかった。Day4、Day7 において血管様の構造上の TRPV4 は血管内皮マ
ーカーである CD31 との共局在が観察された。粘膜の CD31 は、Normal と比して Day7 では約 2
倍に増加したが、粘膜下層、筋層の CD31 は Normal とくらべて有意な変化は確認されなかった。
また粘膜においてリンパ管マーカーLYVE-1、知覚神経マーカーCGRP と TRPV4 との共局在は確認
されなかった。Day4, Day7 の粘膜下層において TRPV4 陽性細胞の増加が観察され、この免疫活
性はマクロファージマーカーF4/80 と共局在した。しかしながら F4/80 陽性細胞の大部分は
TRPV4 と共局在しなかった。これらの結果をまとめると、TRPV4 は消化管炎症の進行にともない、
上皮細胞から粘膜、粘膜下層の血管内皮細胞に発現変化・増大することが明らかとなった。ま
た TRPV4 は炎症時、粘膜下層のマクロファージに一部発現することが示唆された。 



正常時の上皮細胞上に TRPV4 発現は検出されたが、血管内皮細胞における TRPV4 発現とくら
べその免疫活性は非常に弱いものであった。また Day7 において TRPV4 陽性細胞は F4/80 と共局
在したが、多くの F4/80 陽性細胞は TRPV4 と共局在しなかった。 
 
3. TRPV4 を介した血管透過性制御機構 
炎症時に血管内皮細胞に増大する TRPV4 と血管透過性の関連性を明らかにするため、エバン
スブルー0.2 mL を静脈内投与 2時間後に遠位結腸を摘出し、腸管へのエバンスブルーの漏出量
を測定した（図 2）。DSS 処置は血管透過性を亢進させたが、この増大は WTと比較して TRPV4KO
では有意に抑制された（図 2A, B）。TRPV4 作動薬である GSK1016790A の静脈内投与（3 μg/kg） 
は、WTにおいて DSS 処置による血管透過性の亢進をさらに増大させたが、この作用は TRPV4 拮
抗薬である RN1734（600 μg/kg）の静脈内投与により拮抗された（図 2C）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 TRPV4 は DSS 誘起大腸炎における血管透過性の亢進に関与する。エバンスブルー静脈内
投与 2時間後の、WT、TRPV4KO マウス遠位結腸における漏出量の評価（A）と DSS 処置 WT、TRPV4KO
大腸の典型写真（B）。データは平均 ± SEM、*P < 0.05 vs normal WT もしくは normal KO マ
ウス、 #P < 0.05 vs DSS WT マウス（n = 7）。DSS 処置前（normal）、7 日間処置後（DSS）に
おける TRPV4 作用薬 GSK1016790A （GSK）のエバンスブルー漏出量における影響と TRPV4 拮抗
薬 RN1734 の効果（C）。データは平均 ± SEM、*P < 0.05 vs normal vehicle もしくは normal 
GSK 群、 #P < 0.05 vs DSS vehicle 群、+P < 0.05 vs DSS GSK 群（n = 7） 
 
次に内皮細胞の主要な接着因子である VE-cadherin の変化について免疫組織染色により検討
を行った。 Day7 において、VE-cadherin の構造は Normal と比べて脆弱化した。GSK1016790A
の静脈内投与（10 μg/kg, Days 2, 4, 6）により、Day7 の VE-cadherin 陽性面積は vehicle
投与群と比して有意に減少した。また血管内皮に発現増大したTRPV4の免疫活性はVE-cadherin
と共局在した。 
最後にマウス大動脈由来内皮細胞株において、TNF-α処置、TNF-α/GSK1016790A 併用時の TRPV4、
VE-cadherin の変化について、ウエスタンブロットにより検討を行った。TNF-α、6時間処置に
よって、TRPV4 の発現量は処置前と比べ有意に増加したが、VE-cadherin は変化しなかった。TNF-
α/GSK1016790A の併用において、TRPV4 の発現量は処置前と比べ有意に増加した。一方
VE-cadherin は有意に減少した。過去の報告から、JNK シグナルは VE-cadherin の発現、血管透
過性を調節していることが示唆されている（12, 13）。VE-cadherin の発現に影響を与える JNK
のリン酸化について TNF-α処置、GSK1016790A 処置、TNF-α/GSK1016790A 併用時の検討をおこ
なった。その結果 TNF-α/GSK1016790A 併用時において JNK のリン酸化が確認されたが、TNF-



α、GSK1016790A それぞれの単独処置では影響を及ぼさなかった。したがって、JNK シグナル経
路の活性化には、炎症下 TNF-αの反応が必要である可能性が示唆された。これらの結果から、
DSS による大腸炎症時、TRPV4 の活性化により JNK シグナルが活性化し、VE-cadherin が減少し
ていることが示唆された。 
 
4. 味覚受容における TRPV4 の関与 
免疫組織学的検討から、C57Bl6 マウスにおいて TRPV4 は、食道、胃、小腸および大腸などの
消化管に広く発現しており、特に舌で最も顕著であった（図 3A, B）。味細胞マーカーとの二重
免疫染色により TRPV4 は，sonic hedgehog 陽性の味蕾前駆細胞（IV型）に発現していることが
明らかとなった（図 3C）。さらに野生型（WT）と TRPV4 遺伝子欠損動物（TRPV4KO）を用いて味
嗜好性の解析を行ったところ、TRPV4KO は WT と比較して、酸味溶液に対する感受性が有意に低
下していた。TRPV4KO の味蕾内における、酸味受容細胞であるⅢ型味細胞マーカーの免疫活性
および mRNA 発現は WT と比較し有意に減少していた。さらに、TRPV4KO では、味蕾における Ki67
陽性細胞数およびβカテニン発現が WT と比べて低かった．ゆえに，TRPV4 は酸味受容細胞であ
る III 型味細胞への分化および増殖を制御することで、酸味の感受性に影響していることが示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 マウス消化管における TRPV4 発現 マウス舌，食道，胃，小腸，大腸における TRPV4 の
免疫組織学的染色画像（A）と各部位の蛍光強度（B）．データは平均 ± SEM（n = 7）．スケー
ルバーは 50 µm． マウス舌（有核乳頭）における TRPV4 と sonic hedgehog の 2 重染色画像，
矢印は共局在部位を示す（C）．スケールバーは 20 µm． 
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