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研究成果の概要（和文）：本計画では温度受容体が温度を感知する仕組みについて調べた。主に受

容体と他の分子との相互作用に着目した解析を行った。冷受容体 TRPM8 は、細胞膜上でたくさんの

受容体が集合して網の目のような構造をとっている可能性を示唆する結果を得た。さらに、TRPM8 の

遺伝子産物に通常よりも小さい物があり、全長の TRPM8 の細胞膜への移動を促進すること、および全

長のTRPM8に結合することで網目構造の大きさを変えて、より幅広い温度を感知できるようになってい

るであろうことが分かった。 

 
研究成果の概要（英文）：This project aims to reveal how themoreceptors sense temperature.  

We found supporting evidence that cold receptors, TRPM8 form net structures in the raft.  

One of the TRPM8 short variants promoted TRPM8 to move to plasmamembrane.  

Additionally, it is strongly suggested that a TRPM8 short variant binds to original TRPM8, 

resulting in producing various sizes of TRPM8 aggregates.  This may be the reason why 

cells co-expressing TRPM8 and TRPM8 short variant show wider range of temperature 

threshold. 
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１．研究開始当初の背景 

 

温度感受のメカニズムについて多くの検討

がなされてきたが、その実体は未だよく分か

っていない。同じ刺激に対して逆の応答を示

す近縁の分子の点変異の解析により分子間

の違いをもたらす残基が明らかになってい

る場合があるが、それらは単に温レセプター

と冷レセプターの切り替えスイッチであっ

た。よって、温度受容機構本体に迫るにはこ
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れまでとは異なるアプローチが必要とされ

ていた。 

もっとも解析が進んでいるのは大腸菌の温

度受容体である。特異的リガンド、温度、pH

などに応答する多機能性を持った受容体で

あり、すでに結晶構造解析がなされている。

しかし、活性化型構造と、非活性型構造の違

いは精々数Å程度であり、どのようにして温

度を感知しているか不明であった。他方、受

容体が多量体を形成するための構造があり、

かつ受容体は菌体内で細胞の極に局在して

いることが報告されている。これらのことは

受容体が何からの集合体を作っていること

を示唆している。一方、TRPM8 はラフト中

に存在することが知られており、ラフト内蛋

白質と複合体を形成していることが分かっ

ている。 

そこでわれわれは、これら集合体構造の生成

-解離が温度感受に関わっているのではない

かと考えた。 

 

２．研究の目的 

 

我々は TRP チャネルの内の一つの冷感覚受

容体の TRPM8 受容体の複合体形成と温度感

受性の関係に着目し、温度感受のメカニズム

を明らかにすることを目指した。 

 

３．研究の方法 

 

(1) マウス DRG からのバリアント TRPM8

のクローニング。 

 

Clonetech 社の SMARTer cDNA library 

construction kit を用いてマウス DRG の

cDNA ライブラリーを作成した。3’-race に

より決定した 3’末端とキット付属の 5’末端の

プライマーを用いて TRPM8 のバリアントを

単離した。これをほ乳類の発現ベクターにク

ローニングした。 

 

(2) TRPM8 のチャネル活性の測定 

 

Fura-2 を用いた Ca2+イメージング法および

パッチクランプ法でチャネル活性を測定し

た。 

 

４．研究成果 
 

(1) TRPM8 は細胞内において TRPM8 同士

で集合体を作っている 

 

TRPM8 はラフト中に存在することが知られ

ており、ラフト蛋白質と複合体を作り、集合

体を形成している。元来 TRPM8 は凝集しや

すいので、TRPM8 複合体の構成要素の候補

はラフト蛋白質に加えて TRPM8 のバリアン

トが考えられる。ヒトは TRPM8 のバリアン

トが幾つか報告されており、その中のα

TRPM8 を HEK293T 細 胞 で 発 現 さ せ

SDS-PAGE で解析したところ 4 量体を形成

していることが分かった。チャネルポアを形

成する四量体は、C 末で会合していることが

知られているが、N 末側でどうなっているか

わかっていなかった。このことは、TRPM8

チャネル四量体は N 末において更にチャネ

ル四量体間で四量体を形成している、すなわ

ちネット様構造を形成している事を示唆す

る。さらに、マウスについてもバリアントの

存在を調べたところ、DRG 細胞に N 末端よ

り１１０残基までをコードしたバリアント

を見いだした。この蛋白質は SDS-PAGE に

よる解析により、2 量体を形成していること

が分かった。3 次元構造的には、N 末中央部

分では 4 つの TRPM8 分子が会合していて、

N末端では隣の分子とくっついていると考え

られる。 

 



 

 

(2) バリアントと全長 TRPM8 の共発現によ

る、温度閾値の変化 

 

DRG を 抗 TRPM8-N 末 端 お よ び 抗

TRPM8-C 末端の抗体で染色したところ両者

の分布は一致しした。このことは、DRG の

細胞内で短いバリアントと全長の M8 が共発

現していることを示唆する。単離 DRG 細胞

を用いた Ca2+イメージング法による解析で

は活性化温度閾値のばらつきがみられた。

HEK293JN 細胞で共発現させたところ、同

じく温度閾値がばらついた。このばらつきは、

バリアントが全長 TRPM8 に結合することで

集合体の大きさが変わることによると考え

られる。 

 

(3) バリアントと全長 TRPM8 の共発現によ

る、チャネル活性の増大 

 

HEK293T 細胞で、共発現させたところ活性

化温度閾値のばらつきと活性の増大が見ら

れた。HEK293JN 細胞を用いての解析結果

と異なるのは蛋白質の発現量の違いによる

と思われる。 

 

(4) 細胞膜上の TRPM8 と ER 上の TRPM８

の違い 

 

細胞内で TRPM8 はほとんどが ER に局在し

ている。細胞外のカルシウム濃度を 0 にする

と、冷刺激、メントール刺激共に細胞質への

カルシウム流入を引き起こさなかった。この

ことは、細胞膜上の TRPM8 による細胞内へ

の Ca2+の流入により、ER から Ca2+が放出さ

れる（TRPM8 によるのか他のチャネルによ

るかは不明）事を示唆する。理由として初期

ER 中では、糖鎖修飾が完全に進行しないの

で、TRPM8 が非活性型になっている可能性

が挙げられる。これらのことは、TRPM8 が

活性を持つためには、一部でも ER から細胞

膜上に移動することが必須であること、を示

している 

 

(5) バリアントと全長 TRPM8 の共発現によ

る、チャネル活性の増大はどのようにして起

こるのか 

 

Myc-tag をつけた野生型のバリアントを

HEK293 細胞で発現させると、N 末端抗体で

は ER、myc 抗体では細胞全体が染色された。

N末端抗体のエピトープにはリン酸化される

と報告されている残基があるので、リン酸化

により細胞内局在が制御されているかどう

かを検討した。バリアントの S9 と T17 はリ

ン酸化されると考えられているので、これら

に ついて 点変 異を作成 した。 Western 

blotting で wt エピトープ外の T17A は N 末

抗体で認識されたが、S9A は認識されなかっ

た。一方 Myc-tag を付加し、Myc 抗体で染色

すると wt, S9A, T17A 全てが確認できた。さ

らに、wt は T17A と比較してバンドが薄かっ

た。このことは S9 がリン酸化されているこ

とを強く示唆する。全長 TRPM8 とバリアン

ト点変異体 S9A, T17A を共発現させて Ca2+

イメージング法を用いて冷刺激に対する

Ca2+細胞質内流入を調べたところ、S9A での

みが Ca2+流入増大が認められなかった。よっ

て、S9 の位置に何らかの修飾が加わることに

より、バリアントの細胞内局在が決定される

ことが示唆された。 

 
(6)まとめと展望 

 

本研究は、生化学的な解析から細胞膜上で

TRPM8 がネット様構造を取っていることを

強く示唆する結果を得た。さらに新たな

TRPM8 の短いバリアントを見つけ、それが



 

 

TRPM8 の活性及び温度閾値を修飾すること

を見いだした。加えて、TRPM8 の細胞膜上

への移行は Ser9 のリン酸化によるであろう

事を示した。多くの TRPM8 がなぜ、ER に

存在していて、どのようにして細胞膜へ輸送

されるか不明であったが、今回その原因と思

われる残基を特定した。どれもこれまでにな

い新しい知見であり、かつ温度感覚メカニズ

ムについて複合体の形成-解離という観点か

ら、新たなモデルを提唱しており、十分にイ

ンパクトのある結果が得られている。バリア

ントの存在で TRPM8 がこれまで考えられて

きた温度より幅広い温度を感知しうること

が示唆され、生体内のアイソフォームの発現

調節機構を調べることで個体がどのように

温度を感じているか解明できるのではない

かと考えている。 
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