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研究成果の概要（和文）：本研究では、カエルではカプサイシンによって機械性痛覚過敏のみが誘導され、熱刺激に対
しては痛覚過敏が誘導されないことを明らかにした。P2X受容体拮抗阻害剤の皮下投与により、カプサイシン誘導性の
機械性異所痛が抑制されたことから、ATP-P2X受容体システムがカエル機械性痛覚過敏誘導において重要な役割を果た
すことが示唆された。ハエ味覚ニューロンに微小機械刺激を加えるためのナノ振動刺激装置を作成した。

研究成果の概要（英文）：In this study, it was revealed that capsaicin induces mechanical allodinia but doe
s not induce thermal allodinia in frog. It was suggested that ATP-P2X system might play an important role 
in induction of mechanical allodinia in frog, because P2X antagonist suramine blocked capsaicin-induced me
chanical allodinia. We devised the nano oscillating impression equipment which used the elastic hinge mech
anism to apply minute mechanical stimulation for taste organs (taste hairs) of the fly.
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１．研究開始当初の背景 
（１）種々の TRP チャネルホモログが侵害
刺激受容体として機能していることが明ら
かにされつつある。しかし、侵害性機械刺激
に対する受容体については、TRPV1、TRPV4
等が候補として挙げられているものの特定
には至っていない。 
（２）カエルでは TRPV1 や TRPV4 とは異な
る受容体が、侵害性機械刺激およびカプサイ
シンの受容体として機能していることが強
く示唆される。 
２．研究の目的 
カエル侵害性機械刺激受容体候補遺伝子を
クローニングし、その遺伝子を強制発現させ
たショウジョウバエ味覚器に機械刺激を加
えて応答を確認する。侵害性受容体を含む
種々の機械刺激受容体の応答閾値を刺激強
度－周波数平面にマッピングし、機械刺激弁
別の分子的基礎を解明する。 
３．研究の方法 
（１）ネッタイツメガエル（X. tropicalis）
背根神経節から完全長 cDNA ライブラリを作
成する。 
（２）この cDNA ライブラリから、カプサイ
シン感受性を手がかりにした機能的スクリ
ーニングにより、侵害性機械刺激受容体候補
遺伝子を単離する。 
（３）ショウジョウバエ味覚器を用いた機械
刺激受容体の機能評価実験系を確立する。 
（４）２で得られた侵害性機械刺激受容体候
補遺伝子が真に機械受容器であることを、３
で開発した評価実験系で確認し、その応答閾
値を刺激強度－周波数平面にマッピングす
る。 
（５）カエルの痛覚反応は押しつけるとフィ
ラメント特異的な荷重が先端部にかかる Fon 
Frey フィラメントで足の裏を刺激すること
によって行った。刺激は最大 10 回連続で行
い、1 回目の刺激で払いのけ反射が生じた場
合は Response score として 10 点を加え、2
回目で応答した場合は 2点、以下反応が生じ
る刺激回数が一回増えるごとに Response 
score を 1 点ずつ減らし、10 回の刺激でも応
答がない場合を 0点とした（図１）。 
 
４．研究成果 
（１）カエルではカプサイシンによって機械
性痛覚過敏のみが誘導され、熱刺激に対して
は痛覚過敏が誘導されないことを明らかに
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）P2X 受容体ブロッカーsuramine の皮下
投与により、カプサイシン誘導性の機械性痛
覚過敏が抑制されたことから（図 2）、ATP お
よび P2X受容体を介した末梢での痛覚過敏誘
導システムの存在が示唆された。 
 
 

 
 
（３）ハエ味覚ニューロンに微小機械刺激を
加えるためのナノ振動刺激装置を作成した
（図 3）。刺激周波数、刺激強度を精密にコン
トロールするため、ピエゾ素子を用いて、機
械刺激プロ－簿先端を 200 nM～1μM の振幅
で、100～1000Hz で駆動できるよう、調整し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（４）ハエの甘味受容体 Gr5a を発現する味
覚器に UAS/GAL4 システムを用いてマウス
TRPV4 を強制発現させた。RT-PCR では目的の
バンドが見られ、転写は行われていることが
示された。しかし、TRPV4 の選択的アゴニス

図２．薬剤非投与側脚の応答を１とした 0.4g 刺激に
対する相対応答スコア値 

図 1.カプサイシン投与による機械性痛覚過敏 

図３．ナノ振動刺激装置外観 



トであるGSK1016790Aに対してハエは嗜好性
を全く示さず、TRPV4 の機能的発現は見られ
なかった。Gr5a ニューロンに活性化 Kチャン
ネル Kir2.1-EGFP を発現させたところ、味細
胞に EGFP の蛍光が見られ、異所性チャネル
タンパク質遺伝子が翻訳過程を経てタンパ
ク合成が行われることが示された。しかし、
このハエは糖に対する吻伸展反射の閾値が
野生型のハエとほぼ同じであり、活性化 Kチ
ャンネルの機能的発現は認められなかった。
以上の結果より、ハエ味覚ニューロンは外部
から導入した膜タンパク質遺伝子について
は、転写・翻訳は行われるがタンパク質の機
能発現は行われないことから、味覚ニューロ
ンにおける膜タンパク質の機能的発現には
タンパク質の翻訳後修飾が必要とされる可
能性がある。パラミトイル化などの翻訳後修
飾は、タンパク質の細胞膜への局在に影響す
ることが知られている。Gr5a や Gr61a といっ
た味覚受容体タンパク質では 5’端に複数の
システイン残基が存在するが、このようなシ
ステイン残基はパラミトイル化の標的部位
になりやすい。今後は、マウス TRPV4 遺伝子
の5’端をショウジョウバエGr5a遺伝子と組
み替えたキメラコンストラクトを作成し、
TRPV4 の機能的発現を検証するなどの追加実
験を行い、ショウジョウバエ味覚器に外部膜
タンパク質を効率的に発現させ機能解析す
るための実験形構築を進める予定である。 
 
（５）ネッタイツメガエルの cDNA から、
capsaicin 感受性機械刺激受容体遺伝子を機
能的にスクリーニングするには、培養細胞に
遺伝子を導入し、カプサイシンに対する反応
をカルシウムイメージングで測定する過程
が不可欠である。しかしながら、齋藤と古山
で分業の意思統一が不十分だったため、培養
細胞を用いた機能的スクリーニング実験を
行うことができなかった。現在、ネッタイツ
メガエルおよびアフリカツメガエルの TRPV1
遺伝子 TALEN を作成済みであり、ゲノム編集
により TRPV1 遺伝子をノックアウトし、機械
的痛覚の発生・維持における TRPV1 の機能を
解析する予定である。 
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