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研究成果の概要（和文）：ワサビなどの香辛料は、東洋医学では健胃薬として用いられているこ

とから、大腸機能への関与が示唆されてきている。本研究において、ワサビの辛味主成分であ

るアリルイソチオシアネート（AITC）がラットおよびマウス大腸粘膜からのCl-分泌を引き起こ

すメカニズムにTRPA1 チャネルが関与するのかについて検討した。その結果、AITCはPGE2遊離

を介してクリプト細胞のCl-分泌を誘導するが、このAITCの作用にはTRPA1 チャネルは寄与して

いない可能性が考えられた。本研究により大腸粘膜におけるAITCの新規作用機構が明らかとな

った。 

 
研究成果の概要（英文）：Since spices such as wasabi are used as stomach medicines in 
Oriental medicine, they are suggested to regulate colonic functions. In the present study, 
we investigated the mechanism that aryl isothiocyanates (AITC), which are a main pungent 
component of wasabi, triggers Cl- secretion in colonic mucosa isolated from mice and rats. 
As a result, we demonstrated that AITC caused Cl- secretion via PGE2 production in colonic 
mucosa and that TRPA1 channel may not be a key molecule in the AITC-induced Cl- secretion 
in the colon. This study proposes a novel mechanism of AITC action in the colon. 
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１．研究開始当初の背景 
大腸は、食物残渣から電解質を吸収するこ

とで消化物の水分バランスを調節する役割
をもっている。何らかの要因で大腸管腔への
Cl－分泌が亢進すると、この水分バランスが

崩れ、分泌性下痢が生じる。これまでに当研
究室では、大腸粘膜を用いたイオン輸送実験
により分泌性下痢のメカニズムを解析し、細
胞外シグナルとしてプロスタグランジンE2お
よびトロンボキサンA2が、細胞内シグナルと

機関番号：13201 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2010 ～ 2012 

課題番号：22590201 

研究課題名（和文） TRPチャネルによる大腸イオン分泌異常機構の電気生理学的解明 

 

研究課題名（英文） Electrophysiological analysis of colonic ion secretion mechanism 

by TRP channels 

研究代表者 

清水 貴浩（TAKAHIRO SHIMIZU） 

富山大学・大学院医学薬学研究部（薬学）・准教授 

 研究者番号：40353437 

 
 



してcAMPおよびCa2+が関与していることを明
らかにしている（Sakai et al., J. Physiol. 
1997; Horikawa et al., J. Physiol. 2005）。 
東洋医学において、辛味、苦味、芳香を有

する香辛料が消化管機能を亢進すると考え
られており、それら香辛料は健胃薬として用
いられている。一方で、刺激の強い香辛料を
過量摂取すると下痢になることが知られて
いる。このように香辛料が消化管機能を調節
していることは明らかであるにもかかわら
ず、消化管機能の香辛料による調節メカニズ
ムはほとんど知られていない。 
また近年、ワサビの辛味主成分であるアリ

ルイソチオシアネート（AITC）を受容する蛋
白質として Transient receptor potential 
A1（TRPA1）非選択性カチオンチャネルが報
告されてきている（Jordt et al., Nature 
2004）。TRPA1 チャネルは大腸においても発現
が確認されている（Penuelas et al., Eur J 
Pharmacol. 2007; Nozawa et al., PNAS 2009）
が、大腸粘膜のイオン輸送における TRPA1 チ
ャネルの役割については明らかになってい
ない。 
このような研究背景から、AITCによる大腸

イオン分泌調節に TRPA1チャネルが関与して
いる可能性が考えられたため、本研究を発案
した。 

 
 

２．研究の目的 
ワサビの辛味主成分であるAITCは、主に感

覚神経に発現しているTRPA1 チャネルのアゴ
ニストであることが知られている。最近、大
腸におけるTRPA1 チャネルの発現が報告され
ただけでなく、我々が予備的に行った大腸粘
膜のイオン輸送実験において、AITCを粘膜側
あるいは漿膜側に投与すると、Cl-分泌が生じ
ることが明らかとなっている。したがって本
研究では、大腸粘膜においてAITCが誘発する
Cl-分泌のシグナルメカニズムを、TRPA1チャ
ネルに着目しながら電気生理学的に解明す
ることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(１)大腸標本の作製 
 実験に用いた大腸は、SDラットあるいは
C57BL/6 マウス（WT）およびTRPA1 ノックア
ウトマウス（TRPA1-KO）からの急性単離によ
り得た。大腸粘膜標本は、単離した大腸から
筋層を剥がして作製した。大腸腺は、SDラッ
トから大腸を摘出後反転し、Ca2+-free溶液中
で振動させることで単離した。 
 
(２)短絡電流の測定 
 短絡電流（Isc）は、短絡電流測定装置
（CEZ-9100、日本光電）を用いた Ussing 

chamber法により測定した。 
 
(３)エンザイム・イムノアッセイ 
 短絡電流測定において、AITC投与後のバッ
ファー中に放出されたPGE2、TXB2、PGF2αなど
エイコサノイドの定量は、エンザイム・イム
ノアッセイキットを用いた波長 405nmの吸光
度測定により行った。 
 
(４)ホールセルパッチクランプ法 
 単離大腸クリプト細胞におけるホールセ
ル記録は、Axopatch 200B増幅器（Molecular 
Devices）を用いて行った。パッチ電極とし
て、約 3MΩの抵抗を示すガラス電極を用いた。
クリプト細胞のホールセル電流は電圧固定
法により、静止膜電位は電流固定法により測
定した。データの取得・解析のソフトウェア
として pClamp10（Molecular Devices）を用
いた。 
 
(５)免疫組織染色 
 輪切りにした大腸を、 Tissue-Tek OTC 
Compound（Sakura Finetechnical)で固定し、
-80℃で凍結後クライオスタットを用いてス
ライスした。作製した凍結切片は氷冷メタノ
ールで固定し、0.3％ Triton X-100 を含む
3％ヤギ血清希釈バッファーで透過処理を行
った。3％BSA 溶液によりブロッキングした後、
150 倍希釈した一次抗体と４℃で一晩反応さ
せた。Alexa Fluor 488 が結合した二次抗体
は 500 倍希釈し、暗所で１時間反応させた。
免疫蛍光染色像は、Zeiss LSM 510 レーザー
共焦点顕微鏡を用いて観察した。 
 
 
４．研究成果 
(１)ラット大腸粘膜における AITC誘導性 Isc
上昇 
 大腸粘膜において、漿膜側へのAITCの添加
が一過性のIsc上昇および膜コンダクタンス
の増加を生じることを確認した。AITCのIsc
上昇に対する濃度依存性を検討したところ、
EC50は 28.4µMであった。このIsc上昇は、漿
膜側へのNa+,K+,2Cl-共輸送体の阻害剤である
フロセミドの投与や溶液中のCl-を除去する
ことにより有意に抑制されたことから、AITC
が大腸粘膜からのCl-分泌を引き起こすこと
が明らかとなった。 
 
(２)AITCによる Isc上昇における神経系の関
与 
 神経活動を抑制するフグ毒のテトロドト
キシン存在下においても AITC の作用は変化
しなかった。また、神経層が含まれている粘
膜下層を剥ぎ取った大腸粘膜標本において
も、AITC はコントロールと同様の Isc 上昇
を引き起こした。これらの結果から、AITCは



粘膜下層ではなく、大腸粘膜に直接作用して
Isc上昇を引き起こす可能性が示唆された。 
 
(３)AITCはシクロオキシゲナーゼ代謝物を
介してCl-分泌を引き起こす 
 これまでに大腸のCl-分泌を引き起こす細
胞外シグナルとしてアラキドン酸代謝物が
知られていることから、シクロオキシゲナー
ゼ、リポキシゲナーゼ、シトクロムP450の各
阻害剤の効果を検討したところ、AITC誘導性
Isc上昇はシクロオキシゲナーゼ阻害剤であ
るindomethacinにより抑制されることが明
らかとなった。次にどのシクロオキシゲナー
ゼ代謝物が関与しているのかについて検討
するため、PGE2受容体アンタゴニスト、TXA2

合成酵素阻害剤およびPGF2α受容体アンタゴ
ニストを用いた。その結果、PGE2受容体(EP4)
アンタゴニストであるGW627368Xが、AITCに
よるIsc上昇を顕著に抑制した。これらの結
果から、AITCの漿膜側投与により産生された
PGE2が主なメディエーターとして大腸クリプ
ト細胞に作用することで、Cl-分泌を誘導して
いることが示唆された。 
 
(４)AITC刺激によりPGE2が産生遊離される 
 粘膜下層を剥がした大腸粘膜において、
AITCが実際にどのシクロオキシゲナーゼ代
謝物を遊離するのかについて検討するため
に、エンザイム・イムノアッセイ法を用いて、
エイコサノイド（PGE2、PGF2α、TXA2）の定量
を行った。AITCを漿膜側、粘膜側のいずれに
投与しても、漿膜側へのPGE2、PGF2αおよび
TXA2の遊離量が有意に増加した。この中でも
PGE2の産生量が顕著に大きかった。 
 
(５) AITC誘導性Cl-分泌におけるTRPA1 チャ
ネル阻害剤の効果 
 TRPA1チャネルがAITCにより生じるCl-分泌
に寄与しているかを検討するため、TRPA1 チ
ャネル阻害剤であるHC-030031 を用いた。粘
膜下層を剥がした大腸粘膜において、
HC-030031 を粘膜側および漿膜側のどちらに
投与しても、AITCにより生じるIsc上昇は有
意に抑制された。またエンザイム・イムノア
ッセイ法によりPGE2産生への効果についても
検討したところ、AITC処理により遊離される
PGE2はHC-030031 存在下で有意に減少した。
これらの結果から、AITC誘導性Cl-分泌におけ
るTRPA1チャネルの関与が示唆された。 
 
(６)ラット単離大腸腺におけるパッチクラ
ンプ解析 
 AITCがクリプト細胞に作用しているのか
を検討するため、ラット単離大腸腺の膜電流
に対するAITCおよびPGE2の効果をパッチクラ
ンプホールセル記録法により解析した（図
１）。AITCを添加してもTRPA1 様のカチオンチ

ャネル電流だけでなく、Cl-電流も観測できな
かった。一方、PGE2処理によりホールセル電
流は有意に増加した。電流－電圧関係より、
この電流の逆転電位がCl-の平衡電位に近い
ことから、PGE2により生じた膜電流はCl-電流
であることが示唆された。これらの結果から、
PGE2はクリプト細胞に作用するが、AITCはク
リプト細胞に直接作用してCl-分泌を引き起
こすのではないことが示唆された。 

図１.AITCおよびPGE2投与後のホールセル電
流。 
 
(７) AITC誘導性Cl-分泌におけるTRPA1 チャ
ネルの寄与 
 AITCがTRPA1チャネルを介してCl-分泌を生
じるのかを検証するため、TRPA1 欠損マウス
を用いた。TRPA1 マウスは岡崎統合バイオサ
イエンスセンター・教授・富永真琴先生のご
厚意により頂いた。野生型マウスから単離し
た大腸粘膜において、AITCはラットと同様に
PGE2を介してCl-分泌を引き起こすことを確
認した。このAITC誘導性Cl-分泌はTRPA1 阻害
剤であるHC-030031 により抑制された。次に
TRPA1 欠損マウスを用いて検討したところ、
予想外にも野生型マウスと同様にAITC誘導
性 Cl-分泌が観測された。このCl-分泌も
HC-030031 により抑制された。これらの結果
から、AITCはTRPA1 以外の分子に作用してCl-

分泌を生じるものと考えられた。 
 
(８)PGE2産生細胞の局在 
 大腸粘膜におけるPGE2産生細胞の局在を調
べるため、PGE2合成酵素の局在を免疫蛍光染
色法により検討した。その結果、mPGES1は粘
膜筋板に、mPGES2はクリプト細胞に発現して
いることが明らかとなった。今後、AITCが作
用するPGE2産生細胞に関する解析を行う予定
である。 
 
以上の結果から、AITCは大腸粘膜のPGE2産

生細胞に作用し、産生されたPGE2がクリプト
細胞のEP4受容体に作用して、Cl-分泌を引き
起こすことが示唆された。またこのAITCの作
用にはTRPA1 チャネルが寄与していない可能
性が考えられた(図２)。AITCがPGE2を産生す
るメカニズムについては今後の検討課題で
ある。 



図２.大腸粘膜におけるAITC誘導性Cl-分泌メ
カニズム 
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