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研究成果の概要（和文）： 
知覚神経細胞に発現している侵害受容体である Transient Receptor Potential （TRP）チャ

ネル群がニューロパチックペインや炎症性疼痛に関与する可能性について検討した。そのため、

TRPV1 及び TRPA1 チャネル蛋白質と蛍光蛋白質を融合させたプラスミドを構築し、その機能

調節機構について検討した。これらチャネル遺伝子を異所性に発現させた哺乳動物培養細胞並

びに知覚神経ニューロン、動物個体における内因性発痛物質によるチャネル活性への影響を調

べた。その結果、炎症時に生体内で遊離・産生されるヒスタミンや硫化水素による疼痛発現に

は TRPV1 や TRPA1 チャネルの活性化が関与することが明らかになった。それ故、TRP チャ

ネル分子は疼痛管理のための重要な分子ターゲットであることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To elucidate functional significance of Transient Receptor potential V1 (TRPV1) and 
TRPA1 which are expressed in sensory neurons as neuropathic and inflammatory pain 
signaling, fluorescent protein-fused expressing vectors were constructed and 
heterologously expressed in mammalian cells. Their functions were compared to those 
obtained from sensory neurons. Histamine and hydrogen sulfide, which are 
synthesized and released under inflammatory conditions, potenciated and stimulated 
these channels, and elicited pain signaling through the activation of TRPV1 and 
TRPA1, respectively. These results suggest that TRP channels are important molecular 
targets for pain-regulation. 
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１．研究開始当初の背景 
痛みは生体への警告系として有用な生体

信号であるが、神経の損傷や炎症により生じ
る痛みは難知性病態痛であり、それ自身が治
療の対象となる。近年、痛み受容シグナルに

関する研究が進み、多くの侵害受容チャネル
が見出されているが、その機能的役割や制御
機構には未だ不明の点が多い。 
これまで遺伝子クローニングされ侵害受

容 体 と し て 注 目 さ れて い る Transient 
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Receptor Potential（TRP）チャネル群のう
ち、TRPV1 と TRPA1 は知覚神経での発現が
報告されている非選択的陽イオンチャネル
である。前者は唐辛子の辛み成分であるカプ
サイシンや酸、熱によって活性化され、後者
は冷刺激やカラシの辛み成分であるマスタ
ードオイルを始めとする、多くの刺激性化学
物質や酸化ストレスによって活性化するこ
とが明らかにされている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は侵害受容チャネルである
TRPV1 や TRPA1 に対する生体内疼痛メデ
ィエーターによる調節機構を明らかにする
ことである。 
 ヒスタミンは炎症時に肥満細胞から放出
され、痛みや痒みを引き起こすオータコイド
として機能することが知られている。また、
炎症時に産生が増加する硫化水素も痛覚過
敏を引き起こすことが分かっている。しかし、
現在までこれら発痛メディエーターの作用
する分子基盤は明らかにされていない。そこ
で、本研究では侵害受容性チャネルである
TRPV1 及び TRPA1 チャネルに対するこれ
らメディエーターの機能的役割について調
べた。そのため、TRPV1 及び TRPA1 の活性
化を測定できる蛍光蛋白融合プラスミド（ベ
クター）を構築して、ヒト胎児由来腎細胞
（HEK293 細胞）に異所性に発現させその機
能解析を行った。また、実験動物としてマウ
スより分離した知覚神経細胞におけるヒス
タミンや硫化水素の作用についても調べ、遺
伝子発現細胞と比較した。 
 
３．研究の方法 
（１）実験動物 
野生型（Wild）、TRPV1 遺伝子欠損

（TRPV1-/-）、TRPA1 遺伝子欠損（TRPA1-/-）
マウスを使用した。炎症性モデル動物の作成
のためカラゲニン及び Freund Complete 
Adjuvant (CFA)をマウス足底内に投与した。
ニューロパッチクペインモデル動物の作成
のため、ペントバルビタール麻酔下で坐骨神
経部分結紮を行った。 
（２）知覚神経細胞の分離培養 
コラゲナーゼとトリプシンにより酵素分

離した背根神経節（Dorsal Root Ganglion、
DRG）ニューロンを初代培養した。 
（３）TRP遺伝子クローニングと発現ベクタ
ーの構築 
ゲノム情報に従ってマウス背根神経節

cDNAより TRPV1及び TRPA1遺伝子を PCRクロ
ーニングした。これら遺伝子を蛍光蛋白質で
ある変異型 GFPを共発現するプラスミドに組
み換え、蛍光蛋白質融合発現ベクターを構築
した。 
（４）チャネル機能解析 

チャネル活性を細胞内Ca2+濃度（[Ca2+]i）
変化として解析するため、Ca蛍光色素である
fura-2を負荷した細胞を用いて、二波長蛍光
切り替え装置とCCDカメラを装着した蛍光顕
微鏡並びに画像解析ソフトを用いて、[Ca2+]i

（５）痛み行動解析 

イメージングを行った。パッチクランプ増幅
器（Axopatch200B）を用いて、ホールセルパ
ッチクランプ法により細胞膜電位を測定し
た。 

熱性痛覚過敏の測定のために Hargreaves
法による足底赤外線照射による plantar test
を行った。また、発痛物質を直接マウス足底
内に投与し、疼痛行動数を計測した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒスタミンによる TRPV1受容体の活性
化とそのメカニズムの解明 
 
①酸刺激により野生型マウスDRGニューロン
において  [Ca2+]i 増加反応が生じたが、
TRPV1-/-マウスDRGニューロンでは生じなか
った（＜pH5.0）（図１）。酸による[Ca2+]i

 

増
加反応（図２）及び膜電位増加（脱分極）は
ヒスタミン（１μM）により増大した（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
図１ マウスDRGニューロンにおける酸によ
る[Ca2+]i

 
増加反応 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ ヒスタミン存在下での酸（pH6.5）に
よる[Ca2+]i

 
増加反応の増大 

 
 
 
 
 
 
図３ ヒスタミン存在下での酸（pH6.0）に
よる脱分極反応の増大 



 

 

 
②マウス DRGにはヒスタミン H1～H4受容体 
が発現していた。H1 受容体作動薬はヒスタミ
ンと同様に、酸による[Ca2+]i

③TRPV1 活性増加に関わる細胞内メッセンジ
ャーを調べた。ヒスタミンによる酸で生じる
[Ca

増加反応を増大
させたが、H2～H4受容体作動薬では増加させ
なかった。ヒスタミンによるTRPV1 活性化作
用はH1受容体阻害薬でのみ抑制された。 

2+]i

 

増 加 反 応 の 増 強 は Phospholipase 
C(PLC)阻害薬（U73122）及びProtein Kinase
Ｃ(PKC)阻害薬（BiS-I, Go6983）により抑制
されたが、Lipoxygenase阻害薬（NDGA）や
Protein Kinase A阻害薬（H89）では影響を
受けなかった（図４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ ヒスタミン存在下での酸（pH6.5）に
よる[Ca2+]i

 

増加反応の増強に対する細胞内
情報伝達阻害薬の効果 

④カラゲニンや CFAにより熱性痛覚過敏が生
じたが、これらの条件でもヒスタミンによる
TRPV1 活性化の増強は変化しなかった。また
坐骨神経部分結紮により作成したニューロ
パッチクペインモデル動物においても、ヒス
タミンによる TRPV1活性化作用は無処置動物
と同程度であった。 
 
以上の結果より、ヒスタミンは知覚神経細

胞に発現している H1 受容体を刺激し、
PLC/PKC 経路を介して TRPV1 チャネルを活性
化させること、これがヒスタミンによる疼痛
発生メカニズムの原因の一つであることが
示唆された。 
 
（２）硫化水素による TRPA1 受容体の活性化
による発痛作用 
 
①硫化水素は野生型マウスDRGニューロンに
おいて[Ca2+]i

 

増加反応を引き起こし、この反
応は非選択的TRP阻害薬（Ruthenium Red）、
選択的TRPA1 阻害薬（HC-030031）で抑制され
たが、TRPV1阻害薬（BCTC）やT型Caチャネル
阻害薬（Mibfradil）によっては影響を受け
なかった（図５）。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 硫化水素によるマウスDRGニューロン
における[Ca2+]i

 

増加反応に対する阻害薬の
影響 

② 硫 化 水 素 に よ る [Ca2+]i

 

増 加 反 応 は
TRPV1-/-マウスDRGニューロンでは生じたが、
TRPA1-/-マウスでは消失していた（図６）。 

 
 
 
 
 
 
図６ 野生型マウス、TRPV1 欠損、TRPA1 欠
損マウス DRGニューロンにおける硫化水素感
受性細胞と TRPA1作動薬（AITC）、TRPV1作動
薬(cap)反応性細胞の関係 
 
③硫化水素はマウス TRPA1 発現 HEK293 細胞
を活性化させたが、マウス TRPV1 発現細胞に
は影響を与えなかった（図７）。また、硫化
水素の作用は AITC 感知部位として知られて
いる TRPA1チャネル分子の N末端細胞内ドメ
インのシステインをアラニンに置換した遺
伝子変異体の発現により消失した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ マウスTRPA1 及びTRPV1 発現HEK293 細
胞における硫化水素による[Ca2+]i

 

増加反応
の濃度依存性 

④炎症病態では組織は酸性になるため、硫化
水素の作用に対する細胞外酸性化の影響を
調べた。その結果、野生型及び TRPV1-/-マウ
ス DRGにおける硫化水素による TRPA1活性化
作用は細胞外酸性化により増大した。 
⑤マウス足底への硫化水素の投与により野
生型及び TRPV1-/-マウスでは発痛作用が生
じたが、TRPA1-/-マウスでは著しく減弱して
いた（図８）。また、硫化水素による疼痛反
応も細胞外酸性化により増大した。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
図８ 硫化水素による急性疼痛作用 
 
以上の成績から、硫化水素は TRPA1 チャネ

ルを活性化させ発痛作用を生じることが明
らかになった。更に細胞外酸性化によりその
作用が増大したことから、硫化水素は炎症性
疼痛を増悪させる生体内ガスメッセンジャ
ーとして機能していることが示唆された。 
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