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研究成果の概要（和文）： 

 (1) 海馬神経細胞においてTRPV4が体温下で恒常的に活性化して静止膜電位の形成を介
して神経興奮性に重要な役割を担っていることを明らかにした。(2) 体温下での膀胱伸展
を TRPV4 が感知して、その情報を ATP を介して感覚神経に伝達するという新しい感覚メ
カニズムを発見した。(3) ケラチノサイトでは主に TRPV3が温度を感知して、その温度情
報を ATP を介して感覚神経に伝達していることを見いだした。(4) 低温電子顕微鏡を用い
た単粒子解析によって TRPV4の 3次元構造を 3.5 nmレベルで明らかにした。(5) 皮膚ケラ
チノサイトでは、環境温度を TRPV4 で感知して細胞内に Ca

2+を流入させてアドヘレンス
ジャンクション、タイトジャンクション構造を強めて細胞接着性バリア機能を果たしてい
ることを見いだした。(6)ニシツメガエル TRPV3 遺伝子をクローニングし、温かい温度で
活性化する哺乳類 TRPV3 と異なり、ニシツメガエル TRPV3 は 17 度以下の冷たい温度で
活性化することが分かり、進化の過程で活性化温度が逆転したものと考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 (1) We found that TRPV4 in hippocampal pyramidal neurons is activated at body temperature 

and involved in the formation of resting membrane potential which could regulate neuronal 

excitability. (2) We found that TRPV4 in bladder epithelial cells detects wall extension under body 

temperature and that the Ca
2+

 influx through TRPV4 activation causes ATP release through which 

the stretch information is transmitted to sensory neurons. (3) We found that mainly TRPV3 detect 

ambient temperature in skin keratinocytes and that the temperature information is transmitted to 

sensory neurons through ATP. (4) Single particle analysis with cryoEM revealed 3-demensional 

structure of TRPV4 at 3.5 nm level. (5) Activation of TRPV4 in skin keratinocytes causes Ca
2+

 

influx, strengthening the junctional structure of adherence and tight junctions, which could cause 

enhancement of the skin barrier functions. (6) We cloned western clawed-frog TRPV3 gene and 

found that western clawed-frog TRPV3 is activated by cold temperature bellow 17 degree C, which 

is quite different from the warm temperature activation of mammalian TRPV3. 
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１．研究開始当初の背景 

 TRP（Transient Receptor Potential）チャネ
ルは、ショウジョウバエの光受容シグナル
伝達系の構成成分として最初に同定された
陽イオンチャネルである。TRPチャネルは、
６つの膜貫通領域と１つのポア形成領域を
持つサブユニットから構成され、４量体で
機能的なチャネルを形成すると考えられて
いる。現在までにショウジョウバエから線
虫、哺乳類に至るまで 30 をこえる TRP チ
ャネル遺伝子が同定されている。哺乳類で
は TRP チャネルは６つのサブファミリー
（TRPC，TRPV，TRPM，TRPML，TRPP

および TRPA）に分類され、大きな遺伝子
ファミリーを形成している。 

 TRPチャネルは実に様々な身体の生理機
能に関与しており、その多くが複数の刺激
を受容する多刺激受容体として機能する。
例えば、TRPV1は唐辛子の辛み成分である
カプサイシンの受容体として同定されたが、
酸刺激や 43 度以上の熱刺激によっても活
性化される。また、ミントの主成分メント
ールの受容体として同定された TRPM8 は
25 以下の冷刺激によっても活性化される。
生体内における TRP チャネルの機能は主
に、(1)細胞センサーとして細胞内外の刺激
受容、(2)非興奮性細胞の活性化、(3)体内イ
オン環境の恒常性維持に分類される。例え
ば TRPV1 およびワサビの主成分アリルイ
ソチオシアネートの受容体 TRPA1 は侵害
刺激の受容に広く関与していることが、遺
伝子ノックアウトマウスを用いた研究によ
って明らかにされており、TRPM5は甘味・
旨味・苦味の受容に関与していることが報
告されている。また、TRPP3（PKD2L1）は
PKD1L3 とともに酸受容複合体を形成して
いる。TRPV3 と TRPV4 は皮膚において温
度受容に関与すると考えられている。これ
ら細胞センサー分子としての TRP チャネ
ルの特徴は、それらの多くが顕著な温度感
受性を示すことである。現在までに９つの
温度感受性 TRP チャネルが報告されてお
り、これは全体のほぼ１／３を占める。温
度感受性 TRP チャネルは，感覚神経のみな
らず様々な臓器で発現が観察され、このこ
とは体温による生理機能制御の重要性を反
映しているのかもしれない。 

 

２．研究の目的 

 上記のように９つの TRP チャネルが温
度刺激によって活性化することが明らかに
なったが、温度によるイオンチャネルの活
性化のメカニズムはほとんど明らかにされ
ておらず、感覚神経以外に発現する温度セ
ンサーTRPチャネルの機能も明らかでない。
そこで、本研究では、感覚神経での発現が

少なく表皮ケラチノサイトや視床下部に発
現しており、その温度感受性を私たちが見
いだした TRPV4 と、同じくケラチノサイ
トに発現する TRPV3 に焦点をあて、それ
ら温かい温度を受容する温度センサーTRP

チャネル活性化の分子メカニズムを明らか
にすることを主目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1) マウス海馬錐体細胞に発現する TRPV4

の機能を Ca
2+

-imaging 法、パッチクランプ
法等を用いて解析した。 野生型マウスと
TRPV4 欠損マウスの海馬錐体細胞を比較
検討した。(2) マウス膀胱上皮における
TRPV4の遺伝子・蛋白質発現を観察し、機
能も Ca

2+
-imaging 法を用いて確認した。マ

ウス膀胱上皮からの ATP 放出を解析した。
野生型マウスと TRPV4 欠損マウスの膀胱
上皮細胞を比較検討した。(3)マウス表皮か
らの熱刺激による ATP 放出を、P2X2 を強
制発現させたHEK293細胞をバイオセンサ
ーとして用いて解析した。野生型マウス、
TRPV3 欠損マウス、TRPV4 欠損マウスの
表皮ケラチノサイトを用いて、ケラチノサ
イトでの温度受容にどのチャネルが最も強
く関与しているかを比較検討した。 (4) 

cryoEMを用いて TRPV4の単粒子解析を行
った。(5) TRPV4 のケラチノサイトでの発
現を観察して、結合蛋白質を探索した。種々
の方法でケラチノサイトのバリア機能を解
析し、野生型マウス、TRPV4 欠損マウス、
TRPV3 欠損マウスで比較検討した。(6) ニ
シツメガエルの TRPV3 遺伝子をクローニ
ングし、その温度感受性を含めたチャネル
機能をアフリカツメガエル２電極電位固定
法を用いて解析した。 

 
４．研究成果 
(1)「海馬神経細胞における TRPV4 の発現
と機能解析」 

 温度センサーTRP チャネルは、一般には
感覚神経や表皮ケラチノサイトで温度受容
に関わっていると考えられているが、
TRPV1 等中枢神経系での発現がみられる
ものがある。そこで、知られている温度セ
ンサーTRPチャネルの発現を検討したとこ
ろ、海馬で TRPV4 が強く発現しているこ
とを見いだした。海馬錐体細胞に TRPV4

は発現しており、温度刺激のみならず
TRPV4 の有効刺激である低浸透圧刺激や
4-PDD によって活性化することが分かっ
た。野生型マウスと TRPV4 欠損マウスで
海馬神経細胞の形態やシナプス機能を解析
したが、有意な差は認められなかった。し
かし、静止膜電位を解析したところ、25度
では約-61 mV で差は認められなかったが、



 
 

 
 

 

37 度では、野生型マウスの海馬神経細胞は
約 5 mV 有意に脱分極しており、電流注入
による活動電位の発生も野生型マウスの海
馬神経細胞で有意に多かった。これらの事
実は、海馬神経細胞において TRPV4 が体
温下で恒常的に活性化して静止膜電位の形
成を介して神経興奮性に重要な役割を担っ
ていることを示している。その生理学的意
義を明らかにする目的で、野生型マウスと
TRPV4欠損マウスでの記憶・学習能力を含
めた行動解析、脳波解析、海馬神経細胞で
の長期増強の解析を進めている。 

(2)「膀胱の機械伸展刺激感知に関与する
TRPV4」 

TRPV4 は温かい温度で活性化して Ca
2+や

Na
+の流入をもたらす。膀胱移行上皮での

TRPV4 の発現を抗 TRPV4 抗体を用いて検
討したところ、野生型マウスの膀胱上皮で
の TRPV4蛋白質の発現が確認され、TRPV4

欠損マウスでは発現がなかった。TRPV4の
野生型膀胱移行上皮での機能的発現は刺激
物質である 4-PDD に対する応答によって
も確認された。野生型マウスと TRPV4 欠
損マウスから調整された膀胱上皮細胞に機
械伸展刺激を加えたところ、野生型マウス
から得られた細胞でのみ細胞内Ca

2+濃度の
上昇が観察された。また、ルシフェリン・
ルシフェラーゼ反応を用いて膀胱上皮細胞
からの ATP の放出を検討したところ、野生
型マウスから得られた細胞で機械伸展刺激
に対して有意に大きな ATP の放出が観察
された。これらの実験事実は、膀胱が尿貯
留による拡張に対して TRPV4 を活性化さ
せて ATP を放出することを示しており、
ATPによってその伸展情報が感覚神経に伝
達される可能性を示唆している。放出され
た ATPの受容体候補である P2X3受容体欠
損マウスで膀胱機能異常が認められるとす
る報告と合致する。体温下での膀胱伸展を
TRPV4 が感知して、その情報を ATP を介
して感覚神経に伝達するという新しい感覚
メカニズムを示したと言える。 

(3)「皮膚ケラチノサイトでの TRPV3 によ
る温度感知メカニズム」 

TRPV3, TRPV4は表皮に強く発現し、温か
い温度で活性化される。この事実は、皮膚
が最初の温度感知組織である可能性を示唆
する。そこで、マウス表皮ケラチノサイト
と感覚神経細胞の共培養系を確立して、ケ
ラチノサイトに温度刺激を加えてケラチノ
サイトと感覚神経細胞での細胞内Ca

2+濃度
変化を検討した。温度刺激に対してケラチ
ノサイト、感覚神経細胞の両方で細胞内
Ca

2+濃度が上昇したが、感覚神経細胞での
細胞内 Ca

2+濃度上昇が約 1.2 秒遅延した。
これは、ケラチノサイトから感覚神経細胞

へ情報が伝達された可能性を示唆する。そ
こで、２種類の ATP 受容体阻害剤を用いた
ところ、感覚神経細胞でのみ温度刺激に対
する細胞内 Ca

2+濃度上昇が消失した。これ
は、ATP によってケラチノサイトから感覚
神経細胞に情報が伝達されたことを示す。
そこで、HEK293 細胞にイオンチャネル型
ATP 受容体 P2X2 を強制発現させたバイオ
センサーを用いてケラチノサイトからの
ATP 放出の検出を試みたところ、温度刺激
に応じて内向き整流性という P2X2 チャネ
ルに特徴的な電圧電流関係を示す電流の活
性化が観察された。野生型マウス、TRPV3

欠損マウス、TRPV4欠損マウスから調整し
たケラチノサイトを用いて実験したところ、
TRPV3 欠損ケラチノサイトを用いたとき
に P2X2 チャネル電流が有意に小さかった
ことから、温度刺激に応じて主に TRPV3

チャネルの活性化によってケラチノサイト
から ATP が放出されているものと考えら
れた。そして、この ATP がケラチノサイト
で感知された温度情報を感覚神経に伝達し
ているものと推定した。私たちの身体は神
経と皮膚という２つの環境温度をセンスす
るメカニズムがあると考えられる。 

(4)「TRPV4チャネルの構造解析」 

岡崎統合バイオサイエンスセンターナノ形
態生理研究部門（永山教授、重松研究員）
との共同研究で、低温電子顕微鏡を用いた
単粒子解析によって Sf7 昆虫細胞に発現さ
せたラット TRPV4 の 3 次元構造が 3.5 nm

レベルで明らかとなった。一次構造上の長
い N 末端, C 末端を反映した大きな細胞内
ドメイン構造（ドーム構造）を持つことが
判明した。 

(5)「表皮ケラチノサイトに発現する TRPV4

による細胞間接着を介したバリア機能」 

表皮ケラチノサイトには２つの温かい温度
で活性化する TRP チャネル、TRPV3, 

TRPV4 が発現している。TRPV3 は皮膚で
温度感知に携わっていると以前に報告した
ので、皮膚における TRPV4 の機能を明ら
かにする目的で、TRPV4と結合する分子を
探索したところ、カテニンと結合するこ
とが明らかとなり、さらにカドヘリンと複
合体を形成することが判明した。アドヘレ
ンスジャンクション機能に関わることが推
定された。TRPV4 欠損マウスでは角化層が
野生型マウスより厚いことが分かり、細胞
接着性バリアの機能低下のために角化層に
よる疎水性バリア機能を亢進させたのでは
ないかと考えた。それを支持するように、
角化層を除くと TRPV4 欠損マウス皮膚の
水分透過性が亢進し、色素浸入や水分蒸散
が野生型マウス皮膚より有意に多くなった。
それを裏付けるように、電子顕微鏡観察に



 
 

 
 

 

よって、TRPV4欠損皮膚では細胞接着構造
が乱れていた。新生仔マウスケラチノサイ
トを培養すると TRPV4 ケラチノサイトで
細胞接着構造の完成や有意に遅くなること
が分かった。皮膚では、環境温度を TRPV4

で感知して細胞内にCa
2+を流入させてアド

ヘレンスジャンクションを強め、続いてタ
イトジャンクション構造を強めて細胞接着
性バリア機能を果たしているものと考えら
れた。 

(6)「カエル TRP チャネルの遺伝子クローニ
ングと機能解析」 

TRPV3は両棲類で出現することから、ニシ
ツメガエル TRPV3 を遺伝子クローニング
したところ、哺乳類 TRPV3 と N 末端, C 末
端のアミノ酸配列が大きく異なることが分
かった。ニシツメガエル TRPV3 をアフリ
カツメガエル卵母細胞に強制発現させて２
電極電位固定法で解析したところ、哺乳類
では温かい温度で活性化する TRPV3 が約
17 度の低温刺激で活性化することが明ら
かとなった。進化の過程で活性化温度閾値
を逆転（モーダルシフト）させたことにな
る。2-APB感受性は同様であった。ニシツ
メガエルTRPV3 mRNAは哺乳類TRPV3と
同じように皮膚での発現が観察され、皮膚
で侵害性冷刺激受容に関与しているものと
考えられた。 
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