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研究成果の概要（和文）：活性酸素種ROSや親電子分子種は生命体にストレスを与えるが、細胞シグナル分子としても
注目されている。私たちは、複数のTransient Receptor Potential (TRP) Ca2+透過カチオンチャネルがレドックス感
受性を有し、細胞死、細胞化学遊走等の生体応答を惹起することを示した。本研究はレドックス感受性TRP群が果たす
炎症における役割を明らかにした。特に、TRPM2は多様な炎症性細胞応答の鍵シグナル調節因子であることが分かった
。O2をも感知するTRPA1の高酸化感受性も示した。レドックス感受性TRP群の生理学的意義の解明は、TRPの臨床医学上
の治療標的としての重要性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Reactive oxygen species (ROS) and electrophiles, known to exert stress on 
organisms, are emerging as mediators of cellular signals. Transient Receptor Potential (TRP) 
Ca2+-permeable cation channels are activated by various triggers from outside and inside the cell. We and 
others have revealed that multiple redox-sensitive TRPs sense ROS to induce diverse 
physiological/pathological responses, such as cell death, chemotaxis, and pain transduction. TRPs sense 
ROS/electrophiles either indirectly through second messengers or directly via oxidative modification of 
cysteine residues. In this project, I clarified roles of redox-sensitive TRPs in inflammation. In 
particular, TRPM2 turned out to be a key signal regulator for diverse inflammatory cellular responses. 
Also, TRPA1 showed a unique, high sensitivity to oxidants including O2. Understanding the physiological 
significance of redox-sensitive TRPs will lead us to consider these TRP channels as viable therapeutic 
targets.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
江橋節郎により創始された「Ca2+シグナル学」
は筋肉・神経系などの興奮性組織において当
初発展したが、近年は、血球・上皮系などの非
興奮性組織でも最先端研究が精力的に展開さ
れ、Ca2+流入を担う分子実体も次々と同定され
た。特に、TRP タンパク質群は 1989年に初めて
ショウジョウバエから同定されて以来、6 ファミリ
ー（M、C、V、A、ML、P）に分類される 29のホモ
ログが見出されてきた。機能的には、TRP 群が
細胞のレドックスやエネルギー状態、温度、プロ
トン、浸透圧等の物理化学的因子を感知するカ
チオンチャネル群であるという、「センサー」とし
ての理解が大きく前進している。一方、TRP群は
受容体から phospholipase C（PLC）等を介したシ
グナル動員に応答して Ca2+流入・Ca2+シグナル
を担うことも知られているが、TRP チャネルの「シ
グナル制御」における生理的意義は依然として
未解明のフロンティア分野である。 
 「炎症」は損傷部位に細胞群等を送り込み、
感染や障害性物質の除去と治癒回復という
自然免疫としての意義を有するが、最も重大
な疾病の一つでもある。微生物除去に働く好
中球由来の生体防御活性は、活性酸素種
（ROS）が顕著であるが、過剰・持続産生は組
織に強い傷害を与える。旧来からの細胞構成
要素の非特異的な酸化的破壊に加え、レドッ
クス感受性転写因子 NF-B 等の活性化させ
IL-8（CXCL8）、CXCL2 等の炎症性ケモカイ
ン・サイトカインを産生誘導するシグナル伝
達機能が ROS の作用機序においては重要で
ある。さらに、Hypoxia-inducible factor（HIF）
を介した低 O2 応答等とも結びつき、炎症性の
微小環境は癌を悪性化させる重要因子であるこ
とも近年注目されている。 

TRP チャネルが高感度に細胞レドックス
（redox:酸化還元）状態を感知し、Ca2+シグナル
あるいはカチオン流入による電気シグナルを惹
起することは、世界に先駆けて申請者等が
TRPM2 について示した（Hara Mol. Cell 9, 
163-173, 2002）。H2O2が NAD+や ADP リボース
（ADPR）を介して間接的に TRPM2 を活性化す
ると当初考えられたが、直接酸化等の機構の関
与も指摘されてきた。実際に、システイン（Cys）
の酸化が他のレドックス感受性 TRP群を活性化
することも申請者等は見出している（Yoshida 
Nature Chem. Biol. 2, 596-607, 2006; Takahashi, 
Nature Chem. Biol. 7, 701-711, 2011）。一方、
Tymianski等はO2除去がTRPM7を（Aarts, Cell 
115, 863-877, 2003）、申請者等は O2の過剰・不
足がともに TRPA1を活性化することを示し（上述
Takahashi, 2011）、O2の感知と O2分圧変化への
適応における TRPの重要性が注目されている。 

T 細胞や B 細胞の活性化においては Ca2+シ
グナルが鍵であり、細胞内 Ca2+ストア小胞体の
枯渇により活性化されるストア依存性 Ca2+流入
がその主要制御経路を構成することは広く認識
されている。しかし、他の血球系細胞におけるイ
オンシグナル研究は未だ発展途上にある。マク
ロファージにおいては、好中球の強力な化学遊

走誘因因子 CXCL8 の ROS 依存的産生を制御
する、TRPM2‐MAPK‐NFB シグナル経路を
申請者 らが明 ら か し た ば か り で あ る
（Yamamoto Nature Med. 14, 738-747, 2008）。
TRPM2 は IL-12 や Interferon-の産生も制御し
ており、これはリステリア菌感染モデルにおいて
TRPM2 ノックアウト（KO）が自然免疫を強く損な
う Perraud等の知見が支持する（Knowles PNAS 
108, 11578-11538, 2011）。ROS により活性が制
御され Ca2+や Mg2+などのカチオン透過を担う
TRPM2や TRPM7が炎症性細胞の応答を制御
するのは、ROSの炎症・自然免疫への広い関与
からも合理的である（TRPM2 は単球/マクロファ
ージや好中球に特に豊富に発現している）。
Ca2+以外では、Zn2+や Mg2+の担うシグナル機能
が報告され（Yamashita Nature 429, 298–302, 
2004; Li Nature 475, 471-476, 2011）、イオン輸
送系は単なるエフェクターではなく、免疫細胞応
答を制御する中心的シグナル伝達因子の一つ
であると認識できる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、チャネルの制御するイオンシグナル
の生理的意義が未だ極一部分しか理解されて
いない免疫細胞において、TRPチャネル群の活
性化及び TRP チャネル群の担う炎症性細胞応
答の統御を明らかにする。特に、細胞・組織のレ
ドックス状態に依存して活性が制御される TRP
チャネル群に焦点を当て、それらがどのようなシ
グナル経路を介して、好中球の心臓梗塞部位
への遊走、マクロファージによる腫瘍の炎症性
微小環境の形成、低酸素（O2）による血管新生
の惹起等の炎症に関連して重要な細胞応答を
調節するか探究する。 
 
３．研究の方法 
レドックス感受性TRPM2及びTRPM7チャ

ネルの生物学的意義を、炎症性病態に着目し
分子機構から組織まで、遺伝子改変マウスに
生化学・生理学的解析手法を適用し統合的に
解明する。具体的には、まず、H2O2を介した
酸化ストレスによる TRPM2 活性化及び、低
O2による TRPM7 活性化の全容解明を目指し、
未解明の酸化還元的なタンパク質修飾過程
を受容体シグナル経路との連関において明
らかにする。次いで、心虚血・再還流モデル
を用い、好中球の浸潤過程を制御する分子機
構における TRPM2 の役割を突き止める。さ
らに、腫瘍の炎症性微小環境に注目し、腫瘍
関連マクロファージ（TAM: Tumor-associated 
macrophage）の主要機能の一つである血管内
皮細胞増殖因子（VEGF: Vascular endothelial 
growth factor）の発現血管新生におけるを介し
た、TRPM2 により制御される酸化ストレス
シグナルとTRPM7により制御される低O2シ
グナルの意義を、各ノックアウトマウスの担
癌或いは発癌モデルにより明らかにする。こ
こでは、炎症環境に置かれた癌の低 O2 領域
において、TRPM2/TRPM7 と連動するシグナ
ル系の変化が TAM の成熟・機能に寄与する



仮説を検証する。 
 
４．研究成果 
 本研究においては、まず、炎症反応におけ
るTRPM2の好中球浸潤における役割を探究
した。即ち、冠状動脈結刹後に血流を回復さ
せるIschemia-repurfusion （I/R）処置を、TRPM2 
KOマウスに施したところ、野生型マウスに比
べ顕著に梗塞巣が縮小することが分かった。
TRPM2が豊富に発現する好中球の浸潤も、
TRPM2 KOマウスの梗塞巣で顕著に抑制して
いた。野生型及びTRPM2 KOマウスから単離
した心臓への、TRPM2 KOマウスから単離し
た好中球の浸潤をex vivoの系で検討したとこ
ろ、野生型マウスから単離した好中球のそれ
に比べ有意に抑えられていた。I/Rにより生じ
る心筋梗塞において好中球遊走に関与すると
考えられている因子をCa2+測定法により比較
検討したところ、ロイコトリエンB4（LB4）
に対する受容体応答の減弱が、TRPM2 KO好
中球でみられた。また、内皮細胞への接着の
減弱もTRPM2 KOの好中球でみられた。以上
のことから、LB4に誘導された好中球の血管
への浸潤が開始する過程で、TRPM2を介した
Ca2+流入が接着を安定化することが示唆され
た(2)。以上のデータに加え、TRPM2は炎症を
統合するInflammosomeの形成に枢要であるこ
とも示され、さらに過去の知見と併せて考え
ると、炎症反応全般を増幅するという普遍的
に重要な生理的意義を、TRPM2は有すること
が考えられる(4)。 
 これ以外にも、TRPM2に関しては順調に成
果が得られてた。例えば、敗血症（Sepsis）は、
病原体によって引き起こされた非常に重篤な
全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群 （ SIRS:systemic 
inflammatory response syndrome）であり、ショ
ック、DIC、多臓器不全などから早晩死に至
ることから、的確な治療指針の確立が必須で
あるが、今回、TRPM2 KOマウスを用いるこ
とにより、TRPM2が敗血症の発症に果たす役
割を解明した。即ち、TRPM2は比較的早期に
はproinflammatory cytokines/chemokinesや好中
球遊走を強く誘導することにより症状を悪化
させるが、その裏返しとしてより後期では感
染防御の側面からから感染の進行を抑えるこ
とにより、敗血症のさらなる重篤化を抑えて
いることが明らかになった(16)。 
 TRPホモログ選択的にNOによるニトロシ
ル化を引き起こし、チャネル活性化開口に導
くNitrosamine化合物の開発に成功した。本化
合物は分子認識によりTRPA1チャネルタンパ
ク質のN末端に結合し、transnitrosylationを介
してNOをシステイン残基のsulfhydryl基に導
入し、タンパク質の構造変化を引き起こすと
考えられる。今後は、タンパク質の分子認識
部分を置き換えることにより、他のTRPホモ
ログの選択的モデュレーターの合成が可能に
なると考えられる(9)。 
 TRPM2 チャネルの炎症性病態を亢進する
役割の解明において、急性炎症に関与する

M1 マクロファージと癌関連のマクロファー
ジ TAM に関連する M2 マクロファージとの
間の出現バランスの決定に、TRPM2 チャネ
ルが重要であることが、TRPM2 チャネルノ
ックアウトマウスの解析により明らかにな
ってきた。さらに、担癌組織内において血管
成熟に寄与する Pericyte の管腔形成安定化に
おいて、マクロファージの TRPM2 チャネル
（が発現誘導する PDGF 等の液性因子）の役
割が明らかになり、TAM の果たす血管新生
における役割の検討を進めることができた
（論文作成中）。また、TRPM2 チャネルは
アミロイドによる神経変性の過程にも重要
であることが明らかとなった(26)。さらに、
肺胞における Bleomycin 誘導性の急性炎症に
も TRPM2 チャネルが強く関与することを示
した(27)。一方、ヒト肝実質細胞におけるア
セトアミノフェン誘導性の細胞死には
TRPV1 チャネル及び TRPC1 チャネルを介し
たCa2+流入が最も重要な貢献を担うことも明
らかにした(37)。TRPM7 チャネルに関しては、
条件的ノックアウトマウスが完成し、
Tamxifen 誘導性の Cre マウスとのかけ合わせ
により、培養系及び全身性における誘導性
TRPM7 チャネルノックアウトマウスを用い
た TRPM7 チャネルの炎症性の線維芽細胞増
殖における役割が明らかになってきた（論文
作成中）。 
 TRPM2とTRPM7の活性を制御する活性酸
素種の産生と関連が深い、エネルギー変化を
生体・細胞内で評価する手法の開発を行った。
即ち、温度依存的に会合解離するcoiled-coil構
造に着目し、サルモネラ由来のTrpAタンパク
質のcoiled-coil構造にGFPをつなげた温度セン
サータンパク質tsGFPを作製した。tsGFPは
coiled-coilの会合解離による発色団芳香環の
水酸基のプロトン解離平衡の変化が引き起こ
すsigmoidalな蛍光変化を37°C付近で示した。
様々な細胞内局所への標的配列を付加した
tsGFPを作製し、褐色脂肪細胞等における熱産
生を可視化したところ、電気化学的勾配と
ATP産生の程度に相関してエネルギー産生が
増加することが分かった。また、同一細胞内
でのミトコンドリアのエネルギー産生におけ
る不均質性も明らかになった。本手法は、
tsGFP遺伝子移入動物などの作製により、ミト
コンドリア内で起こる活性酸素種の産生とエ
ネルギー代謝の関係を明らかにする強力なツ
ールとして期待できる(6)。 
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