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研究成果の概要（和文）： 

口腔粘膜上皮における TRPV4(Transient receptor potential cation channel subfamily V 
member 4) チャネルが唾液由来の低浸透圧刺激を感受し、口腔上皮構造の恒常性を維持す
ると仮説を立てて、ラットおよび TRPV4欠損マウスを対象として、TRPV4の低浸透圧感
受性と作用を検討した。口腔頬粘膜上皮細胞を培養し、TRPV4のmRNAレベルおよび蛋
白レベルの発現を確認した。電気生理学的実験法および Ca2+ imaging法を行い、TRPV4
の作用薬および低浸透圧刺激を加え、TRPV4が誘発した電流と Ca2+の移動を観察できた。
同じ刺激で、口腔上皮から放出された ATP の量は増え、ATP が末梢神経まで情報を伝え
る mediator であると示唆された。免疫染色法を利用し、低浸透圧刺激により細胞骨格で
ある actinの再構築が認められ、TRPV4により、細胞間の結合が維持されていることが示
唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
I hypothesized that TRPV4 (Transient receptor potential cation channel subfamily V 
member 4) channels in oral mucosal epithelium have sensitivity of hypoosmolarity 
from saliva, and support the homeostasis of oral epithelial structure. I investigated the 
sensitivity of hypoosmolarity and it’s function using rats or TRPV4 knockout mice. I 
cultured primary buccal epithelial cells and confirmed TRPV4 expression in mRNA 
level and protein level. I took advantage of electrophysiological and Ca2+ imaging 
methods, and found TRPV4 induced currents and Ca2+ mobility using TRPV4 
activators and hypotonic stimulation. With the same stimuli, there was a rise of ATP 
released from oral epithelial cells, which suggested ATP to be a mediator to peripheral 
nerves. I used the method of immunocytochemistry and found hypoosmolarity induced 
reorganization of actin, a kind of cytoskeleton. This suggested that TRPV4 supports 
intercellular contact. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

(1) 口腔粘膜上皮は低浸透圧が含まれ
る物理刺激に曝されている。 

 

(2) TRPV4 チャネルは低浸透圧感受性
のカチオンチャネルである。以前の研究で、
TRPV4 が口腔粘膜上皮に豊富に発現してい
ることを証明した。 

 

 

２． 研究の目的 

 

(1) 口腔粘膜上皮における TRPV4 の 

mRNA レベルおよび蛋白レベルの発現を確
認する。 

 

(2) TRPV4 の作用薬および低浸透圧刺
激に対する機能的な発現を調べる。 

 

(3) TRPV4 により、口腔上皮から神経
への情報伝達するメカニズムを検討する。 

 

(4) 低浸透圧による TRPV4の活性化が
及ぼす口腔上皮構造の恒常性への影響を調
べる。 

 

 

３． 研究の方法 

 

(1) RT-PCR、western blotting、免疫染
色法で、口腔上皮組織および培養細胞におけ
る TRPV4の局在を確認する。 

 
(2) ラットおよび野生型・TRPV4欠損マ
ウスの頬粘膜上皮細胞を培養し、whole-cell 
patch clamp法で、TRPV4作用薬剤・阻害剤
および低浸透圧刺激を利用し、TRPV4により
誘発した膜電流を観察する。 
 
(3) Ca2+ imaging法で、TRPV4作用薬剤
および低浸透圧液還流による細胞内カルシ
ウム濃度変化を観察する。 
 
(4) ATP release assay法で、低浸透圧
および TRPV4作用薬剤による口腔上皮から分
泌される ATP量を比べる。 
 
(5) 電子顕微鏡と蛍光免疫染色法で、低
浸透圧刺激を加え、細胞間の接着および細胞
骨格の構築を観察する。 
 
 
 
 

 
４． 研究成果 

 
(1) Conventional RT-PCR法で、培養し
た頬粘膜上皮細胞における TRPV4 の mRNA レ
ベルの発現を確認した。 
Western blottingと免疫染色法で、組織およ
び培養細胞における TRPV4の蛋白レベルの発
現を確認した。 
 
図１： 

 
（培養したラット頬粘膜上皮細胞における
TRPV4の発現） 
 
(2) 電気生理学的実験法を利用し、培養
した頬粘膜上皮細胞において、TRPV4 の活性
化剤 GSK1016790Aによる膜電流の増強が見ら
れた。この増強は TRPV チャネル阻害剤
ruthenium red および TRPV4 特異な阻害剤
RN-1734 により抑制され、この電流が TRPV4
により誘発した電流と示唆され、TRPV4 の機
能的な発現が証明された。さらに、組織液よ
り低い浸透圧を細胞外の刺激液にすること
で、一過性の膜電流の増強が見られた。この
電流は ruthenium redにより抑制され、TRPV4
による低浸透圧感受性が示唆された。 
 
図２： 
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（培養したラット頬粘膜上皮細胞に、低浸透
圧刺激を加え、一過性の膜電流の増強が見ら
れた。その増強は TRPV チャネルの阻害剤で
ある ruthenium red (RR)により、抑制され
た。） 
 
(3) Ca2+ imaging法で、TRPV4の作用薬
および低浸透圧で、細胞内カルシウム濃度の
上昇が見られた。この上昇は ruthenium red
および RN-1734 により、抑制された。また、
RN-1734 存在下で、低浸透圧による細胞体積
の膨張およびその後の容積調節が見られな
かった。さらに、TRPV4欠損マウスを利用し、
野生型に見られた GSK1016790Aおよび低浸透
圧が誘発したルシウム濃度の上昇が見られ
なかった。TRPV4 が低浸透圧による上皮細胞
の反応に寄与することを明らかにした。 
 
図３： 
 

 
（培養したラット頬粘膜上皮細胞内のカル
シウム濃度は低浸透圧下で上昇した。この上
昇は TRPV4 特異な阻害剤である RN1734 によ
り、減弱された。） 
 
(4) ATP release assay法で、急性単離
した頬粘膜上皮を等張液・高浸透圧液・低浸
透圧液で刺激したところ、低浸透圧により、
ATP 遊離が顕著に増強した。また、培養した
頬粘膜上皮細胞を利用し、TRPV4 の活性化剤
GSK1016790Aおよび低浸透圧刺激により、ATP
遊離の有意な増強が見られた。さらに、免疫

染色法で、培養細胞における ATPの輸送体で
ある VNUT の発現を確認した。上皮からの伝
達物質の候補として ATPが示唆された。 
 
(5) 電子顕微鏡を利用し、低浸透圧細胞
外液処置後、細胞間の接着が緊密になったと
考えられた。 
 
(6) TRPV4欠損マウスと野生型マウスを
利用し、蛍光免疫染色法で、培養した頬粘膜
上皮細胞を低浸透圧液で処置し、野生型に細
胞骨格である actinが細胞間接着部位に集積
することが見られたが、欠損マウスには見ら
れなかった。低浸透圧による TRPV4の活性化
が細胞間の結合を維持することが示唆され
た。 
 
図４： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（低浸透圧液処置で、wild type マウスの頬
粘膜上皮細胞における actinは細胞接着部位
に集積した。それは TRPV4 knockoutマウス
に見えなかった。） 
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