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研究成果の概要（和文）：哺乳動物の臓器のなかで特に高い再生能力をもつことの知られるのは肝臓である。こ
の肝細胞の驚異的な再生機構については、細胞レベルで不明な点が多い。そこで、本研究では細胞容積増大過程
で働くTRPの活性化分子機構と、肝臓組織における役割の解明、さらに肝臓障害からの再生機構の解明を目的と
した。本研究課題で、細胞株や発現系細胞を用いて詳細な細胞増殖、細胞生存率、細胞増大機構を探り、さらに
肝組織を単離し、個々の細胞においてTRPとその周辺分子を含めた活性化分子機構の探索と新しく開発した技術
で生体内でのin situ細胞容積測定を行うことで肝細胞再生機構にTRPが関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Among the mammalian organs, the liver is known to have a particularly high 
regenerative capacity. There are many unclear points at the cellular level regarding the 
extraordinary regeneration mechanism of hepatocytes. Therefore, the purpose of this study was to 
elucidate the molecular mechanism of activation of TRP that works in the process of increasing cell 
volume, its role in liver tissue, and the mechanism of regeneration from liver damage. This research
 project explored detailed cell proliferation, cell viability, and cell growth mechanism using cell 
lines and expression cells, further isolate hepatocytes and activate TRP and its peripheral 
molecules in individual cells. By exploring the molecular mechanism and measuring in situ cell 
volume in vivo using a newly developed technology, it was clarified that TRP is involved in the 
hepatocyte proliferation mechanism.

研究分野： 細胞生理学

キーワード： 細胞容積調節能

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝硬変、肝がんの患者数は日本で推定11万人が罹患しているといわれている（厚生労働省健康局資料, 
WHO2008）。肝炎ウイルス感染やアルコール多飲、脂肪沈着などが引き起こす肝硬変は、肝臓病が多い国民の健
康を害する大きな要因の一つであるが、有効な治療法がない。そのために、本研究結果は肝細胞における細胞容
積増大にTRPの活性化分子機構を解明したことで、これらの有効な再生を促す治療法の開発へ重要な基盤情報を
与え、その発展に寄与することが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 

肝硬変、肝がんの患者数は日本で推定 11 万人が罹患しているといわれている（厚生労働省健

康局資料, WHO2008）。肝炎ウイルス感染やアルコール多飲、脂肪沈着などが引き起こす肝硬変

は、肝臓病が多い国民の健康を害する大きな要因の一つであるが、有効な治療法がない。肝臓は

肝細胞が通常の細胞分裂を行い、再生すると考えられてきたが、詳細な細胞の振る舞いについて

不明な点が多い。 

これまで、細胞増殖や細胞死が細胞容積調節能に関連することを分子、細胞、組織から個体レ

ベルまでの多階層において包括的な理解を目指す過程で、申請者は、これまで長年にかけて研究

を行ってきた細胞容積調節能における細胞が分泌やアポトーシスなどによって本来の細胞の大

きさより小さくなった細胞の容積を回復させる機構である調節性細胞容積増大に着目した。 

細胞容積増大機構は、ナトリウムイオン/プロトン交換体およびクロライドイオン/重炭酸イ

オントランスポーターが関与することを薬理学的な研究から明らかにされてきた。この中で、ト

ランスポーターのみでは調節性細胞容積増大機構が達成されないことから、不明のイオンチャ

ネルシステムが関わっているのではないかという点に気づいた。 

私たちは、パッチクランプ法を用いて上皮細胞における調節性細胞容積増大に関わるイオン

チャネルの有無と機能的な特徴づけ研究に注力した。その結果、高浸透圧刺激による細胞縮小時

に直線的な電流電圧曲線を描く性質の陽イオン電流を観察した。この電流は、主にナトリウムイ

オンなど 1価の陽イオンに対して透過性を示し、2価の陽イオンに対してはほとんど透過性を示

さなかった。さらに、薬理学的な特徴づけとして今までに報告のある各種の陽イオンチャネル阻

害剤を投与した。高浸透圧刺激で誘発された陽イオン電流は、SKF96365 やフルフェナミン酸に

よって感受性を持つことが明らかとなった。実際に私たちの見つけた高浸透圧刺激で誘発され

る陽イオンチャネル活性が調節性容積増大機構に関与するか、コールターカウンターを用い、細

胞容積測定で高浸透圧刺激による細胞縮小から細胞が元の容積に戻るまでの過程を時間経過観

察することによって実験を行った。また、先述した薬物感受性を利用することで調節性容積増大

過程に高浸透圧刺激誘発性陽イオンチャネルの関与を確かめた。見つけられた 2 種類の薬物投

与は、調節性容積増大を大きく抑制した。つまり、コントロールでは高浸透圧刺激から 60 分経

過すると元の容積へと復帰するが、薬物投与群では細胞容積は高浸透圧刺激前の元の細胞容積

へと回復しなかった。このようにして、私たちは、高浸透圧刺激によって活性化する陽イオンチ

ャネルの機能的な同定を行ってきた。 

次に、分子実体へ生物物理的特性と薬理学的の両方を用いて迫った。私たちを含むいくつかの

研究グループの精力的な研究の結果、古くから分子実体が明らかとなっている上皮型ナトリウ

ムイオンチャネルと近年に明らかになってきた TRP チャネルの二つの分子群の可能性が浮かび

上がってきた。私たちは、機能的分類から、TRP チャネルの可能性を追求し、遺伝子発現調節と

クローニングを行うことによって分子同定した。これらの機能的な分類と分子実体が明らかと

なった今を好機と考え、私たちは本研究計画に着手した。予備的な検討によって肝臓における肝

硬変などの障害にいくつかの TRP チャネルとその周辺タンパク質が複合的に関与することを見

出してきている。さらに、肝障害からの肝再生過程において TRP チャネルの組織内での細胞の振

る舞いを知るためには、従来のイメージング法のみでは、困難であったが、新たに計算アルゴリ



ズムを加えた in situ 細胞測定法を適用することで、組織内の細胞の解析を可能にし、測定でき

ることを検証してきた。以上より、本課題は、肝細胞の再生過程における細胞の変化を測定する

ことで TRP チャネルの役割を明確にできる好機と考えた。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では肝細胞における細胞の増殖や細胞死に関わる TRP チャネルの活性化分子機構の解

明を行うことを目的とした。これらの有効な再生を促す治療法の開発へ重要な基盤情報を与え、

その発展に寄与することが期待される。また本課題は、分子、細胞レベルにおける研究を基盤と

して、新たに開発した組織内 1細胞可視化技術を用いて生体内における役割（組織、個体）を示

すことで、個体レベルにおける再生肝の理解を目指した。 

 

 

３．研究の方法 

 

本研究では、TRP チャネルの活性化分子機構と生体内における役割を明らかにするため、Ⅰ. 

TRP チャネル活性化分子機構の解明、Ⅱ. 肝臓細胞機能における TRP チャネルの役割、Ⅲ. 生体

内における TRP チャネルの役割の解明、Ⅳ. 肝障害からの再生過程における TRP チャネルの関

係性の検討を行った。 

 

Ⅰ TRP チャネルの活性化関連分子のクローニングと機能解析---本課題では、予備実験で見つけ

た 11 の分子と TRP チャネルとの関連の有無を確かめた。はじめに、11 の分子のクローニングを

行った。次にそれぞれの分子の siRNA 処置細胞とクローニングした分子の強制発現細胞におけ

る機能をパッチクランプ法によって評価した。TRP チャネルと関連分子の物理的相互作用の有無

については、免疫沈降法および FRET を用いて検討を行った。TRP チャネルの活性化には、活性

酸素種、細胞内 Ca2+、や pH についても検討を行った。 

 

Ⅱ 肝臓単離細胞における TRP チャネルの機能解析-----ヒト初代培養肝細胞での TRP チャネル

は、機能的な発現にともなう細胞増殖への関与があった。マウスにおいては、肝組織を単離して

TRP チャネルの mRNA の発現を RT-PCR 法で確かめた。次にマウス単離肝細胞における TRP チャネ

ルの機能をパッチクランプ法によって評価した。さらに、TRP チャネルノックアウトマウスから

単離した肝細胞を用いて、TRP チャネルの電流成分を比較することにより機能的発現を確かめた。

細胞増殖や細胞死への関与は、イメージング法や MTT 法、核染色法にて検討した。この際、Ⅰで

見つけた TRP チャネル周辺の分子の発現と関与を siRNA によるノックダウンや阻害剤を用いて

検討した。また、TRP チャネルに関連して発現する分子の増減を DNA マイクロアレイによって、

確認することによりⅠの候補分子との相関を確認した。 

 

Ⅲ 肝組織内における TRP チャネルの役割の検討-----単離された細胞と組織内における細胞で

は、多くの場合、微妙な変化や培地（血液）中の刺激物質の影響があるため、違いがあることに

注意が必要である。また、組織内での細胞を測定することは、イメージング技術を駆使しても困

難である。本研究課題では、これを解決するためにイメージング技術と計算科学によって肝臓組



織における in situ 細胞測定を行った。具体的には、肝小様における二次元切片を毛細単管、類

洞胆管、胆管、核で位置決定を行い、これを重ね合わせることによって三次元組織の像とした。

各種位置決定された間の細胞は適切な計算アルゴリズムによって 1細胞ごとの情報を得た。 

 

Ⅳ 肝障害からの再生過程における TRP チャネルの関与の検討-------Ⅲで確立した技術を用い

て、野生型および遺伝子欠損マウスにおける肝障害時における肝臓の細胞について評価を行っ

た。肝障害は、アセトアミノフェンや四塩化炭素を用いた。障害における指標であるアンモニア、

ALT、AST、GDH 測定などで TRP チャネルの関与を評価した。組織が再生を起こす際の変化につい

て、障害後からの時間経過を観察を行うことで、障害の有無、TRP チャネルの有無の条件におけ

る細胞の挙動の違いを明らかにした。 

 

 

４．研究成果 

 

TRP チャネルの肝臓における役割の解明において、課題を遂行した結果、TRP チャネルの短い

バリアントが TRP チャネルの活性に影響を与えることを明らかにし、論文および学会で報告し

た。また、関連する TRP チャネルにおいては、肝障害、骨の形成や、がん細胞死、増殖・分化に

関連することを明らかにして、論文および学会で報告した。細胞容積調節能の課題では、関連す

るイオンチャネルを同定し、新たに活性制御分子を明らかにした。さらに、総説として論文およ

び学会で報告した。いくつかの研究発表では、ドイツ、米国などと国際共同研究で得られた結果

だった。 
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