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研究成果の概要（和文）：知覚神経細胞に発現しているTRPA1の活性化が低閾値型電位依存性Caチャネルにより
制御されていること、炎症時に産生される酸化ストレス物質によるTRPA1活性が、内因性イオウ化合物により調
節されていることを明らかにした。工業用硫黄含有化合物による有害作用の発現にTRPA1とTRPV1が関与すること
を見出した。TRPチャネル機能の動物種差に関する研究により、鳥類忌避剤の作用点としてTRPA1チャネルが重要
であること、TRPV1アンタゴニストにおける哺乳類と鳥類の違いを明らかにした。TRPV1機能を抑制する化合物の
検索により、バニロイド化合物の幾つかがTRPV1を抑制性に制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study clarified that the activation of TRPA1 expressed in sensory 
neurons is regulated by low-threshold voltage-gated Ca channels and that TRPA1 activity by oxidative
 stress substances produced during inflammation is modulated by endogenous sulfur compounds. Studies
 on species differences in TRP channel function revealed the importance of TRPA1 channels as a site 
of action in bird repellents and differences between mammals and birds in TRPV1 antagonists. A 
search for compounds that inhibit TRPV1 function revealed that some vanilloids showed inhibitory 
action on TRPV1.

研究分野： 細胞薬理学

キーワード： 疼痛

  ５版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、各種チャネル遺伝子発現細胞、実験動物より単離した知覚神経細胞及び動物個体を用いて行い、作
用の分子メカニズムについて遺伝子レベル、細胞レベル及び個体レベルで検討した。その結果、本研究において
TRPチャネルの新しい機能の解明、化学物質の毒性発現機構、忌避作用におけるTRPチャネルの病態生理学的意義
を明らかにすることが出来た。本研究の成果は、新規鎮痛薬や新しい疼痛緩和法の開発並びに痛み関連の病態解
明に向けた基礎的知見を提供すると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 
 
神経障害性疼痛などの慢性痛は、組織傷害から生体を保護するための警告信号である急性痛

とは異なり、痛みそのものが病態となる。そのためヒトや獣医療において問題となっている
が、その原因や治療法は十分に解明されていない。痛み信号の発射起点は、知覚神経に発現し
ている侵害受容体の活性化である。侵害受容体の分子実体として Transient Receptor 
Potential（TRP）チャネルが機能している。 
TRP チャネルの多くは、高い Ca2+透過性を持つ非選択的陽イオンチャネルであり、刺激性物

質や温度に感受性を有する。加えて TRP チャネルは、生体内で産生される活性酸素などの分子
センサーとしても働いている。これら TRP チャネルの機能抑制は、疼痛制御に深く関わると考
えられているため、チャネル抑制分子の同定や検索が広く行われている。しかし、現在まで特
異的な抑制作用を有する有効な化合物の臨床応用には至っていない。また、疼痛に関わる内因
性分子によるチャネル活性制御機構についても不明な点が残されている。更に、侵害受容チャ
ネルに作用する物質は、ヒトや動物に対して痛みなどの不快感や組織障害を引き起こすため、
刺激性化学物質による毒性発現や動物に対する忌避作用に関わる可能性があるが、それらの作
用点としての TRP チャネルの機能についても十分に解明されていない。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究の目的は、病態痛治療におけるターゲット分子として TRP チャネルに着目し、この分

子に作用する種々の化合物による活性化機構やその制御メカニズムを明らかにすることによ
り、新規鎮痛薬の開発や疼痛緩和法に関わる基礎的知見を得ることである。 
これらの研究では、各種 TRP チャネル遺伝子発現細胞、実験動物より単離した知覚神経細

胞、及び動物個体を用い、作用の分子メカニズムについて遺伝子レベル、細胞レベル及び個体
レベルで検討した。その結果、痛み受容や化学物質の毒性、忌避作用における TRP チャネルの
病態生理学的意義を明らかにすることが出来た。 
 
３． 研究の方法 

 
（１）使用動物 

野生型マウス、TRP チャネル遺伝子欠損マウス、ニワトリ（胚、初生ヒナ） 
（２）使用細胞 

①ヒト胎児腎由来（Human Embryonic Kidney: HEK)293 細胞。TRP チャネル遺伝子発現細胞
として HEK293 細胞を用いた。 

②ラット膵臓癌由来 RIN-14B 細胞。内因性に TRPA1 チャネル及び電位依存性 Ca2+チャネルを
発現している細胞株として RIN-14B 細胞を用いた。 

③マウス知覚神経細胞：炭酸ガスにより動物を安楽殺処置した後、背根神経節を摘出し、コ
ラゲナーゼ処理により知覚神経細胞を単離した。単離した細胞は、FBS を添加した DMEM 中
に分散し、5％CO2、95％O2下で 1日培養した。 

④ニワトリ知覚神経細胞：17～21 日胚より背根神経節を摘出し、マウスと同様な処置により
知覚神経細胞を単離、培養した。 

（３）遺伝子発現 
①各種動物（ヒト、マウス、ニワトリ）由来 TRP チャネル遺伝子を組込んだ哺乳動物細胞発

現ベクターを用いた。 
②ミュータント遺伝子：PrimeSTAR Max DNA Polymerase により変異遺伝子を作出した。 

（４）異所性遺伝子発現：HEK293 細胞への遺伝子導入は、リポフェクション法により行った。
遺伝子導入細胞を同定するために EGFP を組み込んだ発現ベクターを共発現させ、蛍光顕
微鏡に装着したフィルターを介して GFP 蛍光を検出した。 

（５）細胞膜電流測定：感覚神経細胞や種々の TRP チャネル遺伝子導入細胞のチャネル活性を
ホールセルパッチクランプ法により解析した。 

（６）細胞内蛍光イメージング： TRP チャネルは高い Ca2+透過性を有するため、活性測定のた
め細胞内 Ca 濃度（[Ca2+]i）を計測した。蛍光 Ca2+指示薬である Fura2 を細胞に負荷して、
リアルタイム細胞内イオン画像解析システムを用いて Ca イメージングを行った。 
細胞内ポリスルファイド濃度の測定には、Fura2 に加えて、SSip-1 DA を細胞内に付加
し、蛍光変化を経時的に測定した。 

（７）RT-PCR：各種細胞より RNA を精製、cDNA を作成後、各種 TRP チャネル及び House 
Keeping Gene に対する特異的プライマーを用いてリアルタイム RT-PCR を行った。 

（８）疼痛行動解析：マウス及びニワトリへ種々の薬物を投与し、生じた疼痛関連行動及び痛
覚過敏反応を計測した。 
  



４． 研究成果 
 

（１）侵害受容性 TRPA1 チャネルと電位依存性 Ca2+チャネルの機能的連関：T型 Ca2+チャネルと
TRPA1 は感覚神経に発現しており、両チャネルは痛みの伝達に関連している。しかし、その機
能的な相互作用については十分に解明されていない。この研究では、マウスの感覚神経細胞を
用いて T 型 Ca2+チャネルと TRPA1 の機能的関係を薬理学的に証明した。 
RT-PCR 解析により、マウス知覚神経細胞には、全ての T 型 Ca2+チャネルサブタイプが発現し

ていることが分かった。15ｍMカリウム（15K）による[Ca2+]i上昇は、選択的 T型 Ca2+チャネル
阻害薬により抑制された。TRPA1 アゴニスト感受性ニ
ューロン（TRPA1 発現細胞）における 15K 反応は、
TRPA1 非発現細胞及び TRPA1 遺伝子欠損マウス由来知
覚ニューロンより有意に大きかった。また、TRPA1 阻
害剤（HC030031）は TRPA1 発現細胞における 15K 反応
を減少させ、更に TRPA1 アゴニストと 15K の併用によ
り [Ca2+]i増加反応は有意に増強した。 
これらの結果から、知覚神経において T型 Ca2+チャ

ネルは TRPA1 と機能的相互作用を有していることが示された。それ故、T型 Ca2+チャネルは
TRPA1 関連痛覚制御のためのターゲット分子となりうる可能性が示された。 
 

（２）内因性イオウ化合物による酸化ストレス誘発性疼痛に対する抑制機構：硫化水素の酸化
により生成される内因性硫黄化合物の（polysulfide）は、侵害受容性 TRPA1 チャネルを刺激す
ることを申請者は既に明らかにしている。一方 TRPA1 は、炎症時に生成される過酸化水素
（H2O2）などの活性酸素種によっても活性化される。そこでこの研究では、polysulfide による
活性酸素種（H2O2）作用に与える影響について検討した。 
マウス知覚神経細胞において、H2O2による TRPA1 活性化

作用は polysulfide の前処理により減弱した。TRPA1 遺伝
子発現細胞における H2O2反応も polysulfide により減弱
し、その作用には TRPA1 チャネルのシステイン修飾と
Ca/calmodulin 系を介したチャネル脱感作が関与してい
た。マウスへの polysulfide の適用により H2O2による侵
害行動は減弱した。 
これらの結果から、内因性イオウ化合物である polysulfide が炎症状態における TRPA1 の機

能変化を介して、侵害受容調節に関与している可能性があることを明らかにした。 
 
（３）工業用硫黄含有化合物による刺激作用に関連する生体内分子の同定：過硫酸塩類は工業
薬品として広く使用されており、暴露により職業性喘息、職業性鼻炎、接触性皮膚炎などを引
き起こす。しかし、これらの毒性発現メカニズムは十分に解明されていない。ある種の TRP チ
ャネルは、呼吸器疾患や皮膚疾患に関与しているため、本研究では過硫酸ナトリウムによる
TRP チャネル機能に与える影響について検討した。 
野生型マウスの感覚神経細胞において、過硫酸塩は[Ca2+]i増加を引き起こし、この反応は

TRPA1 遮断薬で抑制された。一方、過硫酸塩は TRPA1 遺
伝子欠損マウス由来神経細胞では反応を起こさなかっ
た。異所性遺伝子発現細胞において、過硫酸塩は TRPA1
チャネルに加えて、TRPV1 チャネルに対しても活性作用
を示した。 
変異チャネルを用いた解析により、過硫酸塩は TRPA1

の親電子アゴニスト感受性システイン残基に作用する
こと、TRPV1 への作用については酸による間接作用が関
与していることが明らかになった。 
これらの結果より、工業用硫黄含有化合物の曝露による呼吸器系および皮膚障害には、侵害

受容性 TRPA1 及び TRPV1 チャネルが関与している可能性が示された。それ故、過硫酸塩による
毒性作用の改善には、これら TRP チャネル遮断が有効であることを示した。 
 
（４）動物忌避作用における侵害受容体の関与：化学的な忌避剤には不快な感覚を引き起こす
ものがあり、この作用が動物に対し忌避行動を惹起させ
る。現在、種々の動物忌避剤が用いられているが、その
詳細な作用メカニズムは不明なものが多い。この研究で
は、鳥類に対する忌避剤の一つである pulegone による
忌避作用に対する侵害受容性 TRP チャネルの関与につい
て、ニワトリ感覚神経細胞及び異種発現系を用いて検討
した。 
ニワトリ感覚神経細胞において pulegone は 2 種類の

異なる感受性を示した。即ち、低濃度から反応する細胞



と高濃度から反応する細胞に分類された。薬理学的解析の結果、前者は TRPM8 のみを、後者は
TRPA1 と TRPM8 の両方を介することが明らかとなった。 
ニワトリ TRP チャネルを用いた異種発現系を用いて、

pulegone による両チャネルの活性化について検討した結
果、高濃度では TRPM8 は抑制されたが、TRPA1 は抑制さ
れなかった。 
一方、マウス TRPM8、TRPA1 とも pulegone により抑制

されたことから、その効果には動物種差があることが分
かった。ニワトリヒナへの pulegone 投与により痛み関連
行動が誘発され、この行動は TRPA1 アンタゴニストによ
り抑制された。 
これらの結果から、pulegone は鳥類の感覚神経細胞において TRPM8 と TRPA1 の両チャネル

を刺激し、高濃度では前者を抑制するが後者を抑制しないことから、鳥類における忌避作用の
分子標的として、主に侵害受容性 TRPA1 が重要であることが示唆された。この研究は、TRP チ
ャネル機能における動物種差のメカニズムの解明に加えて、新たな忌避剤の探索に有用な情報
を提供すると考えられる。 
 
（５）細胞外陽イオンと TRPV1 作動薬による疼痛行動の誘発：TRPV1 感受性は動物種によって
異なり、特に鳥類では capsaicin 感受性が低いことが示されている。また、哺乳類では細胞外
ナトリウムイオン（[Na+]o）が TRPV1 活性を調節することを申請者らは既に報告している。し
かし、鳥類 TRPV1 においてこれらの調節作用は明らかにされていない。そこで本研究では、
capsaicin 及び [Na+]oによる鳥類 TRPV1 活性に与える影響について検討した。 
ニワトリ感覚神経細胞において、

capsaicin による感受性は約 30 倍力価が低
かった。[Na+]oを低下させると哺乳類とほぼ
同程度の力価で TRPV1 チャネル活性が見ら
れた。 
TRPV1 アンタゴニストの作用について調べ

たところ、哺乳類に対して抑制作用を示す
アンタゴニストは、低[Na+]oによる鳥類
TRPV1 の活性化をほとんど抑制しなかった。
変異原性解析により、低[Na+]oはプロトン結

合部位との相互作用により TRPV1 活性を示す
ことが明らかになった。Capsaicin 又は低
[Na+]oのニワトリヒナへの投与により、痛み関
連行動が誘発された。 
これらの結果は、細胞外低[Na+]oが in 

vitro で鳥類 TRPV1 を活性化し、in vivo では
痛みを惹起することが明らかになった。本デ
ータより、鳥類 TRPV1 の機能解析は阻害薬の
作用点や TRPV1 チャネル活性機構を調べる上
で有用な手段になることが示された。 
 

（６）バニロイド化合物による TRPV1 チャネル活性制御機構の解明：TRPV1 は、唐辛子の辛味
成分である capsaicin に反応する熱感受性侵害受容チャネルである。このチャネル機能を抑制
する化合物は、鎮痛薬の候補分子と成り得るが、現在までに有効なものは見つかっていない。
この研究では、capsaicin の構造的特徴に着目し、
capsaicin と同様のバニリル骨格を有する複数の化合物に
よる TRPV1 チャネル活性に与える影響を調べた。 
その結果、vanillic acid (VAcid), vanillyl alcohol 

(VAlc)及び vanillyl butyl ether (VBE)は、TRPV1 に対し
て活性化作用を有していることが明らかになった。これら
作用は TPPV1 における capsaicin n 感知部位の変異により
減弱した。 
更に、Vacid と vanillylmandelic acid (VMA)は

capsaicin 及び酸による TRPV1 活性を抑制した。VMA によ
る TRPV1 抑制作用は感覚神経細胞においても見られた。 
この実験の結果から、バニロイド構造を持つ化合物が

TRPV1 を標的とする新しい鎮痛剤開発のための戦略を提供
すると考えられる。 
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