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研究成果の概要（和文）：TRPM2は温度感受性の非選択的陽イオンチャネルである。本研究では、体温下TRPM2活
性制御機構の一つと考えられる細胞内Ca2+とTRPM2リン酸化によるTRPM2活性化温度閾値調節の分子基盤を明らか
にした。細胞内Ca2+は濃度依存性にTRPM2の温度閾値を低下させ、TRPM2リン酸化は細胞内Ca2+の効果に拮抗する
ことで温度閾値を上昇させた。PKCによるリン酸化部位として同定されたThr738のリン酸化不全変異（T738A）は
PKCの効果を消失させ、リン酸化模倣変異（T738D）はPKCの作用を再現したことから、TRPM2閾値調節御における
Thr738リン酸化の重要性が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Transient receptor potential melastatin type 2 (TRPM2) is a non-selective 
cation channel with sensitivity to warm temperature. This study has revealed one molecular mechanism
 regulating TRPM2 activity at body temperature mediated by cytosolic Ca2+ and TRPM2 phosphorylation 
by protein kinase C activity. Cytosolic Ca2+ decreases temperature threshold for TRPM2 activation in
 concentration-dependent manner. TRPM2 phosphorylation counteracts the effect of cytosolic Ca2+ to 
decrease temperature threshold for TRPM2 activation. Alanine-scan mutagenesis identified a candidate
 threonine residue (Thr738) and its phospho-deficient mutation (T738A) abrogated the effect of PKC 
on temperature threshold for TRPM2. Moreover, phospho-mimic mutation (T738D) recapitulated the 
effect of PKC, confirming the roles of Thr738 phosphorylation regulating temperature threshold for 
TRPM2. The findings in this study could propel elucidation of machinery enabling 
temperature-dependent activation of TRP channels.

研究分野： 生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
温度感受性TRPM2は、脳、免疫細胞、膵臓等の体温下に保たれた広範な組織に発現しており、免疫機能やインス
リン分泌調節への関わりが明らかになっている。一方で、過剰なTRPM2活性は細胞死や炎症を増悪させることも
数多く報告されており、生理的環境においてTRPM2体温下活性が適切に調節されることで種々生理機能に寄与し
ていると考えられる。生理的環境で変動しうる細胞内Ca2+とPKC活性によって体温下TRPM2活性が制御されること
を示した本研究成果は、TRPM2機能の関わる生理機能・病態生理の解明、さらには温度によるTRPチャネル活性化
の分子基盤の解明につなが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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

TRP チャネルは、外来物質に加え生体内の内因性物質など多刺激に応答するイオンチャネル
であり、そのうち 11 種が温度変化により活性化する温度感受性 TRP チャネルとして知られる。
感覚神経に発現する温度感受性 TRP チャネルは、温度感覚や侵害性温度刺激の受容に関わる。
一方で、温度感受性 TRP チャネル機能の多くは恒温動物を含む多くの生物で保存され[1]、劇的
な温度変化のない深部組織にも発現することから[2]、温度感受性 TRP チャネルが体温を受容す
る生理的意義が強く示唆されるものの、その体温下活性制御機構および生理機能はほとんど明
らかになっていない。 

温度感受性 TRP チャネルの一種である TRPM2 は、体温下に保たれた広範な組織に発現する
[3]。TRPM2 は温度に加えて、細胞内の adenosine diphosphate ribose (ADPR)および Ca2+や、
酸化ストレスにより活性化する[4]。研究代表者は本研究以前に、培養細胞に強制発現させた
TRPM2 の活性化温度閾値は約４７℃と非常に高く保たれているものの、酸化還元（レドックス）
シグナルの作用により活性化温度閾値が体温域まで低下することで体温下 TRPM2 活性が可能
となり、その結果として免疫能・インスリン分泌能等の生理機能調節に寄与することを明らかに
した[5,6]。したがってレドックスシグナル、ADPR、体温などの内在性因子により体温下 TRPM2
活性が調節されていると考えられる[7]。上記の通り、TRPM2 は活性酸素により活性化すること
から、細胞死や炎症性疾患など、病態との関連が数多く報告されて来たものの[3]、生理機能に
関する報告は現在のところ免疫機能やインスリン分泌等に限られている。一方で、TRPM2 は恒
温動物を含む多くの真核生物で保存されていることから、体温下 TRPM2 活性が我々生物の生
存にとり利益をもたらすものであることは疑いようもないが、研究代表者が明らかにしたレド
ックスシグナルを介する機構以外に、体温下 TRPM2 活性制御機構の解明は進んでいなかった。 
 
２．研究の目的 
研究の背景に記載の通り、TRPM2 は種々の内因性因子により体温下活性が調節されることで、

様々な生理機能を発揮していると考えられるが、その体温下活性制御機構についてはほとんど
明らかになっていなかった。研究代表者は、予備検討によりプロテインキナーゼ C（PKC）活性
化剤であるホルボールエステル（PMA, 100 nM 20min）処置後、持続的に TRPM2 のリン酸化
が増加することを見出していた。したがって TRPM2 の活性化により自身のポアを介して細胞
内へと流入する Ca2+が、Ca2+の直接作用によるポジティブフィードバックループと同時に、Ca2+

依存性 PKC の活性化を介して間接的に TRPM2 活性調節にあたる可能性が示唆された。そこで
本研究では PKC 活性による TRPM2 リン酸化に注目し、体温下 TRPM2 活性制御機構の探索お
よび分子基盤解明を目的として研究を遂行した。 
 
３．研究の方法 
（1）PKC 活性化による TRPM2 リン酸化部位の同定 
 TRPM2 発現 HEK293T 細胞を用いた Phos-tag SDS-PAGE 法により、PMA 処置による
TRPM2 リン酸化部位の同定を行った。リン酸部位予測プログラムにより抽出された TRPM2 細
胞内領域に位置する候補セリン・スレオニン残基をアラニン置換し、Phos-tag SDS-PAGE で認
められるリン酸化レベルの変化を検証した。 
 
（2）TRPM2 リン酸化による TRPM2 活性化温度閾値調節機構の解明 

TRPM2 発現 HEK293T を用いたホールセルパッチクランプ測定において、細胞内に ADPR
（10 M）を添加、熱刺激により活性化する TRPM2 電流を測定した。細胞内の遊離 Ca2+濃度
を各濃度にコントロールした電極内液（5 mM EGTA）および Ca2+を含まない細胞外液を用いる
ことで、TRPM2 の活性化時においても細胞内 Ca2+濃度一定となる条件を実現させた。得られ
た温度依存性 TRPM2 電流‐温度関係のアレニウスプロットにより活性化温度閾値を算出した。 
 
（3）低温電子顕微鏡解析による３次元構造を用いたリン酸化 TRPM2 部位の三次元配置解析 
ヒト TRPM2 の３次元構造(PDB ID; 6pus)[8]をもとに、PyMOL Molecular Graphics System 

(Version 2.0 Schrödinger, LLC)ソフトウェアーを用いた解析を行った。 
 

  



４．研究成果 

TRPM2 発現 HEK293T を用いたホールセルパッチクランプ測定において、細胞内に ADPR
（10 M）を添加、細胞内 Ca2+濃度一定条件において、熱刺激により活性化する TRPM2 電流
を解析した結果、細胞内 Ca2+濃度に依存して TRPM2 の活性化温度閾値が低下した（図１左）。
PKC 活性化剤（PMA）処置は TRPM2 リン酸化を上昇させるとともに（データ未掲載）、Ca2+

依存性の活性化温度閾値の低下を消失させた（図１中央）。これらの結果は、TRPM2 リン酸化
が細胞内 Ca2+の効果に拮抗することで TRPM2 の活性化温度閾値を上昇させていることを示唆
する（図１右）。 

 
さらに、詳しい分子メカニズムを解析するために、phos-tag SDS-PAGE 法を用いたリン酸化

タンパク検出により TRPM2 リン酸化のターゲットアミノ酸残基の探索を行った。その結果、
TRPM2 の細胞内領域にある数個の候補アミノ酸が同定された（データ未掲載）。そのうち、野
生型 TRPM2 で認められた PMA 処置による活性化温度閾値の上昇（図２左、黒および赤トレー
ス）は、一つのスレオニン残基へのリン酸化欠失変異（Thr738Ala, Ala;アラニン）の導入によ
り消失した（図２右、黒および赤トレース）。さらに同一アミノ酸残基のリン酸化模倣変異

 
図１ TRPM2 リン酸化は、細胞内 Ca2+による TRPM2 活性化温度閾値の低下作用に拮抗する
ことで活性化温度閾値を上昇させる 
（左）PMA 未処置条件下、各濃度の細胞内 Ca2+存在下における野生型 TRPM2 の活性化温度閾
値（アレニウスプロット）；低濃度（10 M）の内因性リガンド（ADPR）存在下、PKC 活性化
剤（PMA）未処置条件で熱刺激活性化 TRPM2 電流を測定した。温度の上昇によるチャネルの
活性化に伴い、温度―電流関係の屈曲点が認められる。各プロットの線形回帰を破線で、破線の
交点における温度（活性化温度閾値）を実線および数値で示す。細胞内 Ca2+濃度依存性に活性
化温度閾値の低下が生じた。 
（中央）PMA 処置条件下、野生型 TRPM2 の活性化温度閾値（アレニウスプロット）；PMA 処
置（100 nM 20min, 処置後 2～3h）により細胞内 Ca2+による TRPM2 の活性化温度閾値の低下
が消失した。 
（右）細胞内 Ca2+と TRPM2 リン酸化による TRPM2 活性化温度閾値調節機構の模式図；細胞
内 Ca2+濃度上昇による閾値の低下に TRPM2 リン酸化が拮抗することで閾値が上昇する。 

 
図２ TRPM2 リン酸化による活性化温度閾値上昇における Thr738 アミノ酸残基の関与 
（左）PMA 未処置(-)群（黒）および PMA 処置(+)群（赤）における野生型 TRPM2 の活性化温
度閾値（アレニウスプロット）；細胞内 Ca2+（100 M）および ADPR（10 M）存在下で測定さ
れた野生型 TRPM2 の熱刺激活性化電流の温度閾値が PMA 処置により上昇した。 
（右）Thr738Ala 変異体および Thr738Asp 変異体の活性化温度閾値（アレニウスプロット）；ス
レオニン残基のアラニン変異（Thr738Ala）により、PMA 処置による活性化温度閾値の上昇が消
失した。さらに、同一アミノ酸残基のリン酸化模倣変異体（Thr738Asp）は、野生型チャネル PMA
処置と同程度の高い活性化温度閾値（青）を示した。 



（Thr738Asp, Asp;アスパラギン酸）は、リ
ン酸化 TRPM2 と同程度の高い活性化温度
閾値を再現した（図２右、青トレース）。こ
れらの結果は、Thr738 が PKC 活性による
TRPM2 の活性化温度閾値調節を担うアミ
ノ酸である可能性を示唆する。 
低温電子顕微鏡解析により報告されてい

たヒト TRPM2 の立体構造から、同定した
アミノ酸残基（Thr738）は、TRPM2 の細胞
膜領域に存在する Ca2+結合部位[8-10]近傍
に位置し（図３）、リン酸化により Thr738
部位に大きな負電荷をもつリン酸基が導入
されることで、Ca2+結合部における Ca2+の
アフィニティーが変化し、活性化温度閾値
の変化が生じたと考えられる。 
以上の結果より、体温下 TRPM2 活性制

御における細胞内 Ca2+および TRPM2 リン
酸化の役割が明らかとなった。さらにはリ
ン酸化アミノ酸残基も同定することができ
た。近年飛躍的に進展している低温電子顕
微鏡技術による立体構造解析により、多く
のTRPチャネルの微細構造が明らかになっ
てきている。しかしながら温度による活性
化を可視化することは現在のところ困難で
あり、温度による TRP チャネルの活性化メ
カニズムの解明には至っていない。本研究
成果は、細胞内 Ca2+および単一アミノ酸（Thr738）のリン酸化が TRPM2 の温度感受性を劇的
に変化させる分子メカニズムを示した初めての報告であり、温度感受性 TRP チャネルが如何に
して物理刺激である温度によって活性化を受けるのか、さらにその活性化温度閾値が決定する
詳細なメカニズムの解明に道を開くものと期待する。 
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図３ TRPM2 リン酸化による活性化温度閾値調節
への関与が示唆されたアミノ酸残基（Thr738）の
立体構造配置 
TRPM2 チャネル単一サブユニットの立体構造を示
す。膜貫通セグメント（S1-S6）とその中央に形成さ
れるポア領域を含む細胞膜領域、その下に示した細
胞質領域（一部のみ表示）からなる（実際の機能的
チャネルは、4 つのサブユニットの会合によって形
成されている）。Thr738 残基（マゼンタ）は、細胞
膜貫通領域（S2 および S3、緑）と TRP ヘリックス
（シアン）で形成される Ca2+（青）の結合部位（赤）
近傍に位置する。 
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