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研究成果の概要（和文）：動脈硬化の発症過程において、血液中の単球の血管内皮への接着及び内皮下への浸潤は非常
に重要である。我々はこの浸潤過程における単球と血管内皮の物理的・機械的相互作用に着目し、メカノセンサー分子
TRPV2の役割を検討した。ヒト培養内皮細胞を用いたTRPV2ノックダウン、及び過剰発現系、更に各種生化学的検討によ
り、TRPV2は外部からの物理刺激に応答し、Caイオンの流入を介してアクチン細胞骨格の制御による仮足形成、及びそ
れによって生ずる細胞の動きを促すと同時に、細胞周期を正に調節することにより、細胞が動き、分裂するという生存
の為に必須の因子であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Adhesion and subsequent transmigration of blood monocytes across vascular 
endothelial cells are critical in early atherogenesis. We focused on the physical and mechanical 
interaction of monocytes and endothelial cells, and examined the role of TRPV2, Ca2+-permeable 
mechanosensor molecule expressed in endothelial cells. Biochemical analysis including TRPV2 knockdown and 
overexpression system revealed that TRPV2 is an essential molecule for cell survival by promoting cell 
migration and proliferation. It promotes cell migration by facilitating pseudopodium formation at the 
cell membrane through regulating actin cytoskeleton. The role of TRPV2 in the context of 
monocyte-endothelial interaction during transmigration is the subject of future study.

研究分野：動脈硬化、血管内皮、心臓生理学
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１．研究開始当初の背景 

心筋梗塞や脳卒中等の心血管系疾患は死

因別死亡率の過半数を占めているが、これら

の主要な病因は動脈硬化である。我々は動脈

硬化形成初期における key event、即ち、血

中を循環する単球が、傷害を受けた血管内皮

細胞に接着し、内皮下組織へ潜り込む（浸潤）

際の分子メカニズムを解明してきた（下図）1-8)。

単球の内皮下浸潤はこれまで、両細胞に多数

存在する接着分子やケモカイン等の“化学

的”な観点での理解が主流であった。しかし、

内皮細胞間隙という非常に狭い空間を単球

がアメーバの様に変形しながら浸潤する際

には、両細胞の接触部ではかなり大きな膜の変

形・伸展といった“物理的・機械的（メカニカル）”

な刺激が発生しており、刻々と変化するこれら

の刺激を両細胞に伝達し、適切な分子再編成

等の “化学的”応答に変換する制御系の存在

が想定される。このような“機械的”制御系の理

解が、これまで蓄積されてきた“化学的”知見と

融合すれば、単球の浸潤過程の理解が飛躍的

に進むことが期待できる。 

機械刺激感受性分子は近年様々な組織で

次々に報告されており、心筋における APJ9)、

神経系における Piezo10)、その他多くの組織

に お け る TRP （ Transient Receptor 

Potential）family11)等があり、我々も心臓・

循環器系に着目して解析を進めてきた。この

ことは、動脈硬化に限らず、多くの生体活動に

おいて機械刺激の感知・応答機構が重要であ

ることを示唆する。本申請では、これらの分

子の中で血管平滑筋細胞 12)や内皮細胞で機械

刺激感受性を示す TRPV2（TRP subfamily V 

member 2）に着目した。本分子は高温

（>52℃）によって活性化され、生体にとっ

て重要なメッセンジャーの一つである Ca2+

を透過する膜貫通型非選択的陽イオンチャ

ネルとして 1999 年にクローニングされ 13)、

当初は感覚神経領域で研究が進められた。そ

の後、神経系以外の多くの組織（肺、脾、肝、

腸、血管、心臓、骨格筋、マクロファージ等）

での発現、また、高温以外の様々な刺激（リ

ゾリン脂質 14）、PI-3K シグナル 15)、増殖因子

IGF16)、走化性因子 fMLP17)、機械刺激 12)）

による活性化が報告され、本分子の生理的役

割は複雑・多岐に渡り、組織ごとにも異なる可

能性が示唆された。近年、前立腺ガン細胞 18)、

マクロファージ 17)、発生段階の神経軸索 19)

において TRPV2 の阻害が“細胞の動き”を抑

制する方向に働くことが報告された。本研究

では、動脈硬化における血管内皮細胞と単球

の相互作用に着目し、TRPV2 の役割を物理

的・機械的観点から検討する。 

 

２．研究の目的 

TRPV2 を介した Ca2+流入量は一般的な電位

依存型 Ca2+チャネルに比べるとごく少量で

あることから、我々は以下のような仮説を着

想した。即ち、細胞は、自身の動きや他の細

胞との接触  →  微細な膜伸展・変形  → 

TRPV2 の立体構造変化・活性化 → 少量の

Ca2+流入 → 細胞内シグナル → 適切な応答

（分子再配置・変形・遊走等）という機械刺激

応答機構を常に稼働させることで自身の恒

常性を維持している、換言すれば、TRPV2 は

“細胞が仮足を形成して動く”という生存に必須

の応答に必要な分子ではないかとの仮説であ

る。本研究では、この仮説を検証する為のモ

デルとして我々がこれまで取り組んできた

動脈硬化に着目し、単球の内皮細胞への接

着・浸潤過程における両細胞接触面での機械

刺激感知・応答機構を明らかにする。また、

TRPV2 の機能異常が単球浸潤や動脈硬化進

行に及ぼす影響を明らかにし、将来的には動

脈硬化の予防・治療に貢献したい。 

 

３．研究の方法 

(1) TRPV2 ノックダウン系の構築 
ヒト臍帯静脈培養血管内皮細胞（HUVEC）
を用い、siRNA による TRPV2 ノックダウン
系を構築した。ノックダウン効率は mRNA

レベル（定量 PCR）及び蛋白レベル（ウェス
タンブロット）にて検証した。 

(2) 細胞の動き、形態の評価 
HUVECを用いたタイムラプス観察及び画像
解析ソフト Image J により、個々の細胞をト
レースし、その遊走速度（m/min）及び形
態を定量化した。形態については、circularity

（真円度） = 4π ×（面積）／（周長の 2
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乗）を用いた。この値が 1.0 に近づくほど真
円に近くなり、0.0 に近づくほど伸張した多
角形状の形態であることを示す。 

(3) wound healing assay 
HUVECの細胞層の一部を物理的に剥ぎ取り、
その後の修復過程をタイムラプス観察する
ことで、周囲の細胞の遊走度や傷（scratch）
の修復能力を評価した。 

(4) Ca2+キレート実験 
TRPV2 は Ca2+を透過するチャネルとして働
くことが報告されている為、EGTA により細
胞外 Ca2+をキレートした際の表現型を解析
することで、TRPV2 の機能発現における
Ca2+透過の必要性を検証した。 

(5) 免疫染色 
TRPV2 機能に関連する各種分子（リン酸化
Arp2, talin, vincluin）について免疫蛍光染色
を行い、細胞内の局在を可視化・解析した。 

(6) ウェスタンブロット 
TRPV2 機能に関連する各種分子（Arp2, リ
ン酸化 Arp2, ERM, リン酸化 ERM）につい
てウェスタンブロットを行い、その発現量を
解析した。 

(7) 細胞増殖アッセイ 
MTT アッセイにより細胞増殖の程度を評価
した。 

(8) TRPV2 過剰発現系の構築 
ヒト全長 TRPV2 cDNA を基に GFP 融合ベ
クター（TRPV2-GFP）を構築し、HUVEC

のおける過剰発現系を構築した。 

 

４．研究成果 
(1) TRPV2 ノックダウン系の構築 
siRNA の濃度、導入時期等の条件検討により、
mRNAレベルで16%まで、蛋白レベルで34%

まで TRPV2 をノックダウンすることに成功
した。また、蛍光タグ付き siRNA を用いた
実験により、si RNA の導入率が 93%に達し
ていることを確認した。 

(2) 細胞の動き、形態、wound healing 
TRPV2 のノックダウンにより、内皮細胞の
動きが有意に阻害され（図 1）、細胞形態が円
形に近くなっていたことから、細胞が動く際
に必要な仮足の形成能が阻害されているこ
とが示唆された。wound healing assay でも
同様に TRPV2 ノックダウン細胞では傷の修
復能が低下していた。一方、傷（scratch）の
周囲にあり、活発に遊走している細胞では
TRPV2 の発現が上昇していた（図 2）。以上
より、TRPV2 は細胞が仮足を形成して動く
というプロセスに必要な分子であることが
示唆された。また、Ca2+キレート条件下でも 

同様に細胞の動きは阻害され、形態が円形に
近くなったことから、TRPV2 を介して流入
する Ca2+が仮足形成や細胞の動きに重要で
あると考えられた。更に、TRPV2-GFP を用 

いたタイムラプスイメージングでは、実際の
生きた細胞において TRPV2 の仮足形成部へ
の集積が認められ、上記のデータを裏付ける
結果となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (3) 細胞内分子機構の検討 
TRPV2 及び流入した Ca2+が作用する細胞内
シグナル系として、(1)細胞骨格系、(2)基質と
の焦点接着系、及び(3)細胞周期・増殖系に着
目した。(1)については、TRPV2 ノックダウ
ンにより、仮足形成時のアクチン細胞骨格の
核形成に必要なリン酸化 Arp2（pArp2）の仮
足形成部（細胞膜）への移行が阻害されてお
り（図 3）、また、細胞骨格と細胞膜を接続す
る ERM タンパクのリン酸化レベルの減少を
認めたことから、これらが仮足形成阻害の分
子機構の一つと考えられた。(2)については、
TRPV2 ノックダウンにより、焦点接着部位
の制御因子である talin, vinculin がより強く
染色されており（図 4）、基質との接着強化に
よる遊走阻害という機序が考えられた。(3)

については、TRPV2 ノックダウンにより、
細胞増殖が阻害されており、細胞の動きとの
関連は不明であるが、TRPV2 が何らかの機
序で細胞周期を正に調節する可能性が示唆
された。 
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図１ 細胞の遊走速度 

図２ 傷（scratch）周囲の細胞に 

おける TRPV2 発現 

細胞の遊走速度 



 

 

 

 

 

 

 

 

(4) まとめ 
以上より、TRPV2 は外部からの物理刺激に応
答し、Ca2+の流入を介してアクチン細胞骨格
の制御による仮足形成（Arp2, ERM）、及びそ
れによって生ずる細胞の動きを促すと同時
に、細胞周期を正に調節することにより、細
胞が動き、分裂するという生存の為に必須の
因子であると考えられた。今後は、動脈硬化
発症における TRPV2 の関与を明らかにする
為、単球との相互作用、浸潤における TRPV2

の役割について、培養系及び TRPV2 ノック
アウトマウスを用いた個体レベルにて解析
を進める予定である。 
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