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研究成果の概要（和文）： 

辛くないトウガラシに含まれるカプシエイトがワサビ受容体 TRPA1を活性化することを明らか
にした。第一級アルコールが炭素鎖長依存的に TRPA1を活性化して痛みを惹起することを発見
した。ワサビに含まれる２つの isothiocyanate成分 6-MSITCと 6-MTITCが TRPA1を活性化する
ことを明らかにした。自然に存在する鎮痛薬を探索する目的で、TRPM8 を活性化して TRPA1 を
阻害する物質をスクリーニングして 1,8-cineoleを発見した。  
 
研究成果の概要（英文）： 
We found that capsiate, an ingredient contained in non-pungent capsicum, activates TRPA1. 
We found that Primary alcohols activate human TRPA1 channel in a carbon chain 
length-dependent manner. We found that two isothiocyanates from Wasabia japonica (6-MSITC, 
6-MTITC) activate TRPA1. We found that 1,8-cineole, a TRPM8 agonist, is a novel natural 
antagonist of human TRPA1 upon intensive screening. 
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１．研究開始当初の背景 

侵害刺激を受容する陽イオンチャネルのい
くつかは、TRP (Transient Receptor Potential)ス
ーパーファミリーに属する。そのうち TRPV

サブファミリーに属するカプサイシン受容
体 TRPV1は侵害刺激受容神経 (nociceptor)で
の発現が強く、カプサイシン、熱、プロトン
といった生体に痛みを惹起する複数の刺激
で活性化されることから、侵害刺激受容の中
心的分子と考えられている。2003 年に侵害性
冷刺激で活性化される温度感受性 TRP チャ
ネルとして TRPA1 が報告された。TRPA1 の
冷刺激感受性については結論が出ていない
が、TRPA1 はわさびの辛み成分アリルイソチ

オシアネートをはじめとする種々の侵害刺
激物質によって活性化することが明らかに
なっている。TRPV1,TRPA1 の侵害刺激受容
能はそれぞれの欠損マウスの解析から確か
められている。無髄の C線維の細胞体である
感覚神経細胞の組織化学的解析から、無髄の
C 線維の多くは TRPV1 を発現し、その一部
が TRPA1 を発現することが明らかになって
いる。カプサイシンは TRPV1 のみを活性化
し、ワサビの主成分アリルイソチアシアネー
トは TRPA1 のみを活性化するが、ニンニク
の主成分アリシンなど両受容体に作用する
物質も存在する。さらに、同じ Gq 共役型受
容体の下流で、PKC を介した TRPV1 の制御
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機構と PIP2 を介した制御機構が存在する。
TRPA1 に関して、PIP2を介した制御機構を報
告している。こうした結果は、TRPV1のみを
発現する細胞と TRPV1, TRPA1両方を発現す
る細胞で細胞内情報伝達系が異なることを
示唆する。これまで、TRPV1 の活性化および
制御メカニズムはほぼ一様と考えられてき
ており、TRPV1発現神経が 2 種類存在するこ
とは鎮痛薬開発の上からも全く新しい知見
である。また、TRPV1,TRPA1 共発現神経で
TRPV1, TRPA1 がどのように機能連関して侵
害刺激受容の関わっているのかもほとんど
明らかになっていない。 

 

２．研究の目的 

侵害刺激受容体TRPA1 を発現する細胞は、ほ
ぼ全てカプサイシン受容体TRPV1 を発現し、 

TRPV1 発現細胞の50％程度がTRPA1 を発現
する。従って、TRPA1,TRPV1 両方を発現す
る神経細胞とTRPV1 のみを発現する神経細
胞が存在するが、その機能の相違等はまった
く明らかになっていない。遺伝子ノックイン
マウス、生化学的手法、電気生理学手法、行
動薬理学的手法を駆使して、これまでひとく
くりにされてきたカプサイシン感受性侵害刺
激受容神経を分類し、末梢神経終末での侵害
刺激受容の分子メカニズムの全容を解明する
こととTRPV1,TRPA1 の機能連関の可能性を
明らかにすることを目的とする。また、新規
のTRPA1刺激化合物を見いだすことも目的と
する。 

 

３．研究の方法 

(1) TRPV1, TRPA1 の発現解析（mRNAおよび
蛋白質レベル）、（2） TRPV1 単独発現神経・
TRPV1,TRPA1 共発現神経の生化学的キャラ
クタライゼーション（各種マーカー蛋白質の
発現解析）、(3) 感覚神経細胞と HEK293 細胞
強制発現系を用いて TRPV1 単独発現神経・
TRPV1,TRPA1共発現神経の機能解析を行う。
TRPV1, TRPA1 共発現神経では、(4) TRPV1, 

TRPA1 の物理的結合の解析、(5) 機能連関の
解析を行う。その物理的あるいは機能的連関
の生理的意義を(6) 野生型マウス、TRPV1 欠
損マウス、TRPA1 欠損マウスの行動薬理学的
解析から解明する。(7) TRPV1, TRPA1 の新規
有効刺激の発見も解析の助けとなると思わ
れる。 

 

４．研究成果 

カプサイシンの足底投与による licking, biting

等の痛み関連行動、アリルイソチアシアネー
トの足底投与による痛み関連行動を比較検
討し、片方の受容体欠損によって別受容体を
介した行動に変化がでていないかを解析し
た。TRPA1 欠損マウスのみならず TRPV1 欠
損マウスにおいても、TRPA1 の刺激物質アリ

ルイソチアシアネート(AITC)の投与による
痛み関連行動が著しく減弱し、TRPV1欠損が
TRPA1 機能に大きな影響を及ぼしているこ
とが分かった。同様に、TRPV1 欠損マウスの
みならず TRPA1 欠損マウスにおいても、
TRPV1 の刺激物質カプサイシンの投与によ
る痛み関連行動が著しく減弱し、TRPA1 欠損
が TRPV1 機能に大きな影響を及ぼしている
ことが判明した。これらの事実は、TRPV1 と
TRPA1 の機能連関を強く示唆する。しかし、
生化学的実験によって TRPV1と TRPA1の物
理的結合は確認できなかった。 

 TRPV1 を活性化することが明らかになっ
ている辛くないトウガラシの成分カプシエ
イトの TRPA1 に対する効果を検討した。ヒ
ト TRPA1 を強制発現させた HEK293 細胞に
おいて、カプシエイト（10 M）は細胞内 Ca

2+

濃度を増加させた。カプシエイトによる細胞
内 Ca

2+濃度増加作用は、TRPV1, TRPA1 発現
細胞では観察されたが、感覚神経に発現する
ことが知られている TRPM8, TRPV2 を強制
発現させた細胞では観察されなかったこと
から、TRPV1 と TRPA1 が作用標的と考えら
れた。パッチクランプ法を用いた膜電流解析
で、カプシエイトによる外向き整流性をもっ
た全細胞電流の活性化が観察され、その作用
はカプシエイトの濃度依存的であった。カプ
シエイトによる活性化電流は TRPA1 の特異
的阻害剤 HC-030031 で完全に抑制されたこ
とも、カプシエイトの作用標的が TRPA1 で
あることを支持する。マウス後根神経節細胞
において、カプシエイトは細胞内 Ca

2+濃度増
加をもたらし、その細胞内 Ca

2+濃度増加は
TRPA1, TRPV1 ダブル欠損マウスから得た後
根神経節細胞では完全に消失した。カプシエ
イトの足底注射によって惹起される痛み関
連行動は野生型マウスと比較して TRPA1 欠
損マウスで有意に減弱したが、TRPV1活性化
によると思われるコンポーネントは残存し
た。TRPA1 の活性化メカニズムの１つとされ
る共有結合修飾に関わるシステインとヒス
チジンの変異体においてもカプシエイトに
よる活性化電流が観察されたことから、カプ
シエイトによる TRPA1 活性化には共有結合
修飾は関与しないものと考えられた。以上の
ことからカプシエイトは TRPV1 のみならず
TRPA1 も活性化することが明らかとなり、カ
プシエイトが弱い TRPV1 活性化能にもかか
わらず強い代謝への効果が観察されるのは、
一部は TRPA1 活性化能によるのかもしれな
いと考えられる。 

 第一級アルコールの TRPA1 への効果を、
Ca

2+イメージング法、パッチクランプ法、マ
ウス（野生型マウスと TRPA1 欠損マウス）
の行動解析法で明らかにした。HEK293 細胞
にヒト TRPA1 を強制発現させて Ca

2+イメー
ジング法で解析したところ、炭素鎖長依存的



 

 

な活性化が観察され、1-C8OH で最大の活性
化がみられた。この作用は TRPA1 に特異的
で、TRPV1, TRPV2, TRPM8 発現細胞では観
察されなかった。この第一級アルコールによ
る TRPA1 の活性化作用は全細胞型パッチク
ランプ法でも観察され、濃度依存的な外向き
整流性をもつ電流の活性化がみられ、その電
流は HC-030031 で抑制された。炭素鎖長依存
的な濃度依存曲線のシフトも観察された。ま
た、炭素鎖長依存的な TRPA1 の活性化はパ
ッチ膜だけの inside-out 法による単一チャネ
ル電流記録でも観察され、TRPA1 チャネルへ
の直接の作用と考えられた。さらに、アミノ
酸の点変異体解析によって、665 番目のシス
テインと 983番目のヒスチジンが第一級アル
コールによる TRPA1 の活性化に関与するこ
とが明らかとなった。加えて、亜鉛が TRPA1

活性化に関わることも見いだした。興味深い
ことに、この第一級アルコールによる活性化
はヒトTRPA1で強く観察され、マウスTRPA1

では弱かった。1-C8OH の足底注射による痛
み関連行動がマイルドで TRPA1 欠損マウス
との差がないこともそれを支持する。以上の
ように、第一級アルコールは炭素鎖長依存的
にヒト TRPA1 を活性化することが明らかに
なり、それが、第一級アルコールによる疼痛
発生の分子メカニズムと考えられた。 
 ワサビに含まれる２つの isothiocyanate 成
分 6-(methylsulfinyl)hexyl isothiocyanate 

(6-MSITC) と 6-(methylthio)hexyl 

isothiocyanate (6-MTITC)がTRPA1を活性化す
ることをCa

2+イメージング法およびパッチク
ランプ法を用いた解析で明らかにした。
6-MTITCの作用は TRPV1, TRPV2, TRPM8 で
は見られなかったが、6-MSITC は TRPV1 活
性化能も有していることが分かった。
6-MSITC, 6-MTITC とも濃度依存的にヒト
TRPA1 による電流活性化を引き起こし、その
活性化電流は Hc-030031で完全に抑制された。
6-MSITC, 6-MTITC は野生型マウスから得ら
れた後根神経節細胞で細胞内Ca

2+濃度の増加
をもたらし、その効果は TRPA1 欠損マウス
から後根神経節細胞で著しく減弱した。加え
て、その疼痛惹起作用を野生型マウスと
TRPA1 欠損マウスの行動解析から個体レベ
ルで比較し、6-MSITC は足底注射によって用
量依存的に有意な痛み関連行動を惹起し、そ
れは TRPA1 欠損マウスで有意に減弱した。
このように、ワサビに含まれる 6-MSITC と
6-MTITC は AITC と同様に TRPA1 を活性化
することが明らかとなった。 

 自然に存在する鎮痛薬を探索する目的で、
TRPM8 を活性化して TRPA1 に作用しない物
質をフレグランスオイルでCa

2+イメージング
法を用いてスクリーニングし、eucalyptus oil

を見いだした。 eucalyptus oil に含まれる
1,8-cineole がそうした性質をもつ物質である

ことが明らかになった。1,8-cineoleは、TRPV1, 

TRPV2, TRPA1 を活性化しないことが分かっ
たが、TRPV3 活性化能は有していることが判
明した。eucalyptus oil には 1,4-cineole も含ま
れるが、1,4-cineole は TRPA1 を活性化するこ
とが Ca

2+イメージング法、パッチクランプ法
を用いた解析で分かった。興味深いことに、
1,8-cineoleは AITC, menthol, FFA, octanolで活
性化した TRPA1 電流を濃度依存的に抑制し
たが、TRPV1, TRPV2, TRPV3 活性は阻害しな
かった。1,8-cineole の TRPA1 活性抑制作用は
マウス後根神経節細胞でも観察された。ヒト
において1,8-cineoleのTRPA1活性抑制作用を
頚部皮膚の sensory irritation score を用いて検
討した。1,8-cineole 自体は痛みを惹起せず、
octanol（0.2 %）もしくは menthol (0.5 %)で惹
起された痛み感覚を 1,8-cineole（0.1%）は有
意に抑制した。このように、1,8-cineole はヒ
ト TRPA1 を阻害することが分かり、鎮痛薬
として理想的であることが判明した。 
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