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研究成果の概要（和文）：マウス食道上皮に、TRP イオンチャンネルの一つ TRPV4 が存在するこ

と、および上皮基底層～中間層に局在することを確認した。この TRPV4 は、食道上皮細胞での

カルシウム流入、ATP の産生に関与し、食道の知覚そして粘膜防御にかかわる機能を有するこ

とが明らかになった。また TRPV4 のこれらの機能は、酸の存在によって低下することも見いだ

された。これらの結果より、食道の TRPV4 が胃食道逆流症の病態に関与することが示唆され、

胃食道逆流症の病態解明に結びつく重要な知見と考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：TRPV4 channels were mainly expressed in the esophageal epithelial 
cells of the basal and intermediate layers. Both 4α-PDD, a selective agonist for TRPV4, 
and hypoosmolar solution elevated the intracellular calcium concentration in a subset 
of the isolated esophageal cells. These calcium increases were inhibited by RuR, a TRPV4 
antagonist, and were suppressed by extracellular protons. Direct exposure of 
TRPV4-expressing cells to gastric acid, as would occur in the case of GERD, could influence 
their cellular functions, possibly aggravating the disease state.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2009 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

2010 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

2011 年度 800,000 240,000 1,040,000 

年度    

  年度    

総 計   3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・消化器内科学 

キーワード：食道、知覚、イオンチャンネル 

 
１． 研究開始当初の背景 
（１） 胃食道逆流症(Gastroesophageal 
reflux disease;GERD)は、胃酸を中心とする
胃内容物の食道内への逆流と、胃酸による粘
膜障害そして食道の知覚過敏が主要な病態
と考えられている。その発症には食生活の欧
米化、肥満などの因子も関与し、それゆえ胃
食道逆流症は生活習慣病の一つとも考えら

れており、今後その患者数はさらに増加する
ことが予想されている。また胃食道逆流症の
病態の一つである食道の知覚過敏は、胃から
逆流した酸と、過食や逆流物による進展刺激、
内圧上昇に対して現れる。しかし食道の知覚
に関しては、これまで生物学的研究、分子生
物学的研究ともほとんどなされていないの
が現状である。                                    
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（ ２ ） こ れ ま で Transient receptor 
potential vanilloid (TRP)イオンチャンネ
ルの食道における存在、局在や機能解析など
の検討はまったくされていない。このうち
TRP ファミリーのタイプ１、TRPV1 はカプサ
イシン、酸によって活性化され、消化管にお
いても知覚の中心をなす物質と考えられて
きた。しかし TRPV1 は pH６で最も活性化され
ることから、食道における酸のセンサーとす
るには矛盾が生じる。我々は TRP チャンネル
のうち、温度感受性で進展刺激で活性化され、
pH４の酸にも反応するとされる TRPV4に着目
し、その食道における存在、局在、役割を検
討する本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
（１）マウス食道において TRP イオンチャン
ネルのうち TRPV1、TRPV4 の発現の有無、お
よび存在を認めた場合その局在を明らかに
する。 
 
（２）食道粘膜に存在する TRP イオンチャン
ネル（予想としては TRPV4）に着目し、マウ
ス食道上皮単離細胞を用いてカルシウムイ
メージング法により細胞内カルシウムの流
入を、また ATP アッセイにて ATP 産生の有無
を検討する。また TRPV4 の活性化因子４α
-phorbal 12, 13 didecanoate４α-phorbal 
12, 13 didecanoate（４α-PDD）や低浸透圧
刺激を、さらに抑制因子としてし、rium red 
(RuR) を用いてその機能解析を行う。 
 
（３）カルシウムイメージング法や ATP アッ
セイのさいの細胞外液を pH5 の酸性条件とし
胃酸にさらられる食道上皮という胃食道逆
流症という病的状態を作り出し、食道上皮で
の TRPV4の機能が酸によりどのような影響を
うけるか確認する。この酸と TRPV4 機能の関
連性の検討から、胃食道逆流症の病態におけ
る TRPV4 のかかわりに関して考察を加える。 
 
３．研究の方法 
（１）TRP チャンネルのうち TRPV1、TRPV4 の
食道での発現と局在を検討する。対象として
C57BL ワイルドタイプマウスを用い、食道を
採取し、RT-PCR 法、DIG-in situ 
hybridization 法により mRNA レベルで、また
免疫組織化学染色、Western blotting により
タンパクレベルで発現の有無、発現がある場
合はその局在を検討する。 
 
（２）TRP チャンネルのうち食道上皮での存
在、局在が明らかになった TRPV4 に対し、そ
の機能解析を行う。C57BL マウス食道上皮細
胞を単離した初代培養細胞を用いてカルシ
ウムイメージング法、ATP アッセイ法を行う。

細胞内へのカルシウム流入を測定するカル
シウムイメージング法では、刺激として
TRPV4 の選択的アゴニストである４α
-phorbal 12, 13 didecanoate (4α-PDD)10
μM と低浸透圧（160 mOsm）を利用し、阻害
薬として TRPV ファミリーのアンタゴニスト
である Rutherium red (RuR) 10μM を使用し
た。また胃食道逆流症の主要な病態因子と考
えられる酸が TRPV4 活性におよぼす影響を、
細胞外液を pH 5.0 に変化させて検討した。 
 
４．研究成果 
（１）RT-PCR では、TRPV4 のアミノ酸配列の
N 末端、中間、C 末端を増幅するプライマー
を設計し、マウス食道上皮から抽出した
total RNA と反応させると、それぞれ目的と
する高さにシングルバンドが得られた。これ
により、マウス食道に mRNA レベルで TRPV4
が発現していることを証明した。次に DIG-in 
situ で、マウス食道上皮中間層～基底層に
TRPV4 mRNA が分布していることを確認した。
次にマウス全食道から抽出したタンパクで
行った Western blotting では、目的とする
110kDaの高さにウサギ多クローンTRPV4抗体
のバンドが得られ、タンパクレベルでの
TRPV4 の発現を確認した。なお使用した抗体
の抗体特異性は吸収試験により確認した。免
疫染色では、TRPV4 の抗原抗体反応のシグナ
ルは食道上皮にのみ観察され、上皮基底層に
強い蛍光発色を認め、上皮中間層には中等度
の発色が観察された。TRPV1 は PCR ではシン
グルバンドは得られたが、免疫染色では食道
上皮に発色は観察されず、その食道上皮での
存在は確認できなかった。これらの結果より、
食道上皮での TRPV4 の存在と、上皮基底層～
中間層への発現が証明された。 
 
（２）TRPV4 の機能解析のために施行したカ
ルシウムイメージングでは、単離した食道上
皮細胞の 87.5％（84/96）が TRPV4 の選択的
アゴニストである 4α-PDD に応答し、細胞内
カルシウム濃度の増加を引き起こした。この
応答は非特異的 TRPV チャンネルアンタゴニ
ストの RuR で有意に抑制された。さらに低浸
透圧刺激には検討した細胞の 93.8％（90/96）
が応答し、70.8％（68/96）が RuR で抑制さ
れた。この RuR で抑制された細胞はすべて４
α-PDD にも応答した。すなわち、単離したマ
ウス食道上皮細胞の約 70%が低浸透圧にも４
α-PDD にも応答することが示唆された。注目
すべきことに、TRPV4 のこれらの刺激に対す
る応答は、細胞外液の酸性化（pH7.4→5.0）
によって顕著に抑制され、TRPV4 の機能は酸
性条件下では低下することが明らかになっ
た。 
 
（３）TRPV4 が活性化し、細胞内カルシウム



 

 

イオンの流入を引き起こした後、どのような
現象につながるかを検討するため、ATP アッ
セイをおこなった。単離した食道上皮細胞を
４α-PDDで刺激するとATPの細胞外放出が認
められ、この放出は RuR により抑制された。
ATP は神経伝達物質として知覚神経に作用す
る。さらに上皮の恒常性、バリア機能を保つ
のに必要な細胞の分化・増殖、免疫反応、細
胞体積の調節などの過程に必要なシグナル
としても知られており、食道上皮 TRPV4 は、
ATP の産生を介して食道の知覚と食道粘膜の
防御機構に関与している可能性が考えられ
た。 
 
（４）本研究によって、機能を有する TRPV4
の食道上皮における存在と、上皮中間層～基
底層に分布するという局在が国内、国外を通
してはじめて明らかになった。食道上皮
TRPV4 はその分布様式より、健常状態では上
皮表層の物理的バリアにより、飲水などでう
ける低浸透圧刺激や胃酸などの暴露から守
られていると考えられるが、胃食道逆流症の
ような病的状態では、粘膜障害あるいは細胞
間隙が拡がることで酸（H+）が直接基底細胞
に到達すると考えられる。ゆえに TRPV4 を介
した正常な細胞機能が抑制され、粘膜障害な
どの病態に進展に関与し、また ATP を介した
知覚神経の亢進、胸やけなどの症状出現につ
ながることが推察される。TRPV4 の胃食道逆
流症の病態に対する関与を明らかにするに
は、さらなる検討が必要である。 
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