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研究成果の概要（和文）：Ca2+透過性の高いTRPV4とCa2+透活性化クロライドチャネルのanoctamin 1の機能連関
は腺房細胞でからの唾液・涙分泌、感覚神経でのTRPV1とanoctamin 1の機能連関は痛みの増強をもたらすことが
分かった。それらの阻害分子をスクリーニングした。TRPA1の新たな刺激物質を同定するとともに、膜伸展刺激
によっても活性化されることを見いだした。TRPM2のレドックス刺激による酸化がインスリン分泌に関わること
を明らかにした。クロタミトンがTRPV4に作用して鎮痒効果を発揮することを明らかにした。新生児一過性副甲
状腺機能亢進症の発症要因としてTRPV6の変異を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Functional interaction based on making a complex between TRPV4 with high Ca2
+ permeability and Ca2+-activated chloride channel, anoctamin 1 was found to be involved in the 
saliva and tear secretion. And the interaction between TRPV1 and anoctamin 1 was clarified to cause 
enhancement of nociceptive signals in mouse sensory neurons. Furthermore, a new chemical inhibiting 
both TRPV1 and anoctamin 1 was found through the screening. The chemical would be a seed chemical 
for the development of novel analgesic agents. We also identified novel TRPA1 agonists and found 
that TRPA1 is activated directly by membrane stretch.  Oxidation of TRPM2 by redox signals was found
 to be involved in the insulin secretion from mouse pancreatic β-cells. Crotamiton, a kind of 
anti-itch agent, was found to inhibit TRPV4. Mutation of TRPV6 was found to cause Transient Neonatal
 Hyperparathyroidism in human.

研究分野： 分子細胞生理学

キーワード： 生理学　神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
TRPチャネルは、その多くがCa2+透過性の高い非選択性陽イオンチャネルとして機能することから、流入したCa2
+は細胞内で様々なCa2+依存性カスケードを活性化すると考えられている。その一つがCa2+透活性化クロライド
チャネルのanoctamin 1の複合体形成を介した機能連関だと分かり、複数のTRPチャネルが機能連関を行うことが
分かったことの学術的意義は大きい。この機能連関の刺激剤・阻害剤は、新たな治療薬となることが期待され
る。TRPチャネルの機能メカニズムを明らかにすることも治療薬開発へとつながる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
TRP チャネルは、その多くが Ca2+透過性の高い非選択性陽イオンチャネルとして機能する
ことから、流入した Ca2+は細胞内で様々な Ca2+依存性カスケードを活性化すると考えられ
ている。富永真琴は温度感知や侵害受容に関与する温度感受性 TRP チャネルの研究に携わ
ってきたが、2014 年に脳脈絡叢上皮細胞に発現する TRPV4 が活性化して流入した Ca2+が
物理的に結合する Ca2+活性化クロライドチャネル anoctamin1(ANO1)を活性化してクロラ
イド流出をもたらし（細胞内クロライド濃度が高いので）結果として水の流出を駆動する
ことを明らかにした。これは、脳脊髄液産生放出のメカニズムの１つと推定されている。
同じような TRP チャネルと anoctamin の物理的かつ機能的な連関は、多くの細胞で起こる
ものと考えられた。クロライド濃度は細胞ごとに異なるので、anoctamin 活性化によって起
こるクロライドイオンの移動方向は純粋にクロライドイオンの平衡電位に依存すると考え
られる。 
 
２．研究の目的  
KCC2 の発現が低いために細胞内クロライドイオン濃度が高い感覚神経細胞でも同じよう
な機能連関が起こっていると考え、HEK2932T 細胞にマウス TRPV1 (mTRPV1)とマウス
ANO1 (mANO1)を共発現させてクロライド電流だけを検出できる実験条件でカプサイシ
ンを投与したところ、mTRPV1 と mANO1 を共発現させた細胞でのみ大きなクロライド電
流が観察され、それは細胞外 Ca2+依存性であった。これは、mTRPV1 を通って流入する
Ca2+を介して mTRPV1 と mANO1 が機能連関することを示しており、ANO1 活性化によっ
てクロライド流出が起これば更なる脱分極がおこり、活動電位が起こりやすくなって痛み
が増強するものと推定される。こうした予備実験の結果を踏まえて、TRP チャネルと
anoctamin の連関を多くの温度感受性 TRP チャネルでスクリーニングして生理学的意義を
解明すること目的とする。 
 
３．研究の方法 
主に、カルシウムイメージング法あるいはパッチクランプ法を用いて、各 TRP チャネル電流、
ANO1 電流を観察した。細胞容積も色素を用いて計測した。HEK293 細胞にチャネル遺伝子を
発現させて解析する手法に加えて、マウス（野生型マウスあるいはチャネル欠損マウス）から
得た感覚神経細胞、膵臓β細胞、唾液腺および涙腺の腺房細胞等を用いる。マウス個体を用い
た痛み関連行動、痒み関連行動、飲水行動等も観察する。 
 
４．研究成果 
（１）静脈麻酔薬プロポフォールによるヒト TRPA1 チャネルの活性化 
プロポフォールは GABAA 受容体作動性の静脈性麻酔薬であるが、静脈注射時に強い血管痛を
引き起こすことが知られている。プロポフォールはマウス TRPA1 を活性化するが、ヒト TRPA1 
をより強く活性化することが分かり、ヒト TRPV1 活性化能はほとんどないことが判明した。
また、パッチ膜だけの inside-out 単一チャネル電流記録でも、チャネル開口を観察でき、プロポ
フォールによってヒト TRPA1 が直接活性化されるであろうことが分かった (Pfluger Archiv 
Europen J. Physiol., 2015)。（以下の論文 18）。 
 
（２）膵臓β細胞における TRPM2 のレドックス制御とインスリン分泌 
TRPM2 の一つのメチオニン残基が過酸化水素によって酸化されて感作さることをマウス膵臓
β細胞で観察した。膵臓は、還元酵素活性が非常に低いことが知られている。また、グルコー
スは膵臓での過酸化水素の産生をもたらす。グルコースによって産生された過酸化水素が温度
依存的に膵島からのインスリン分泌を促進し、その温度依存的なコンポーネントは還元剤感受
性であることが分かった。膵臓はグルコース摂取時に過酸化水素を産生し、TRPM2 を感作させ
て活性を増強させ、インスリン分泌増大につなげていることが推測された（J. Biol. Chem., 2015)。
（以下の論文 17） 
 
（３）マウス感覚神経での TRPV1/anoctamin1 機能連関による痛み増強 
マウス感覚神経細胞においてカプサイシン受容体 TRPV1 とカルシウム活性化クロライドチャ
ネル anoctamin 1 が複合体を形成し、TRPV1 を介して流入したカルシウムが TRPV1 と結合して
いる anoctamin 1 を活性化することを見いだした。感覚神経は細胞内クロライド濃度が高いので、
クロライドは流出してさらなる脱分極をもたらす。anoctamin 1 阻害剤は、マウス感覚神経での
カプサイシンによる活動電位発生を有意に抑制し、カプサイシンによる疼痛関連行動を有意に
抑制した。これは、全く新しい痛み増強メカニズムであり、TRPV1/anoctamin 1 複合体の形成阻
害は新たな鎮痛療法となりうる（P.N.A.S., 2015）。（以下の論文 16） 
 
（４）リソフォスファチジン酸による痒み発生の分子メカニズム 



胆汁鬱滞時に血中で増加するリソフォスファチジン酸（lysophosphatidic acid, LPA）と痒み発生
の関連が推測されている。マウスの頬に LPA を注射して行う行動解析によって、LPA が痛みで
はなく痒み関連行動を引き起こすことが分かった。マウス単離後根神経節細胞を用いた検討で
LPA による細胞内カルシウム濃度は細胞外カルシウム依存的であることが分かり、細胞外から
の流入によって起こり、TRPA1, TRPV1 がある部分関わることが明らかとなった。LPA5 受容体
活性化の下流でLPAが再合成されて細胞内からTRPA1 を活性化するであろうことが分かった。
点変異体解析によって、LPA が作用する塩基性アミノ酸を同定した。PLD 阻害薬、LPA5 阻害
薬、TRPA1 阻害薬は鎮痒薬として機能するものと考えられた（J. Physiol., 2017）。（以下の論文
13） 
 
（５）カルシウム活性化クロライドチャネル阻害剤の発見 
ANO1 阻害剤をスクリーニングする過程で、TRPM8 活性化薬メントールが ANO1 活性を強く
抑制することを見出した。メントールに構造が類似した化合物をスクリーニングし、
4-isopropylcyclohexanol (4-iPr-CyH-OH)が強く ANO1 活性を阻害することが分かった。
4-iPr-CyH-OH は、ANO1 に加えて、カプサイシン受容体 TRPV1、ワサビ受容体 TRPA1、メン
トール受容体 TRPM8 、TRPV4 の活性も阻害した。4-iPr-CyH-OH は、マウス後根神経節細胞
におけるカプサイシンよる活動電位発生を完全に阻害した。また、マウス後肢足底にカプサイ
シンと同時投与することによってカプサイシンによる痛み関連行動を有意に抑制した。
4-iPr-CyH-OH は、鎮痛薬開発のシーズ化合物になるものと考えられた（Sci. Rep., 2017）。（以下
の論文 11） 
 
（６）鎮痒薬クロタミトンによる鎮痒効果のメカニズム 
クロタミトンは鎮痒薬として広く使われているが、その分子メカニズムは明らかでない。TRP
チャネルに標的を絞ったスクリーニングでが TRPV4 活性を強く抑制することが明らかになっ
た。個体レベルでも、TRPV4 刺激薬によるマウスの痒み関連行動はクロタミトンが強く抑制し
た (Pfluger Archiv Europen J. Physiol., 2017)。 (以下の論文 9) 
 
（７）マウス唾液分泌・涙分泌への TRPV4/ANO1 複合体の関与 
これまで、TRPV4/ANO1 複合体がマウス脳脈絡叢上皮細胞で脳脊髄液の分泌に関与することを
報告してきた。マウス唾液腺腺房細胞では、ムスカリン受容体刺激に加えて TRPV4 刺激剤
GSK1016790A で細胞内カルシウム濃度上昇が観察され、その後、細胞容積が減少（収縮）した。
ムスカリン受容体刺激によるマウス唾液腺からの唾液分泌は、TRPV4 阻害薬や TRPV4 欠損唾
液腺で有意に少なかった。水ボトルへのアクセスも TRPV4 欠損マウスで有意に多く、TRPV4
欠損マウスは口渇の表現型を示した。ムスカリン受容体刺激による涙分泌も TRPV4 欠損マウ
スで有意に少なかった。また、野生型マウスの唾液腺で観察された 32 度から 37 度への温度上
昇に伴う唾液分泌増加は、TRPV4 欠損マウスでは見られなかった。唾液分泌は、副交感神経に
よる制御に加えて、局所での温度感知によって起こる TRPV4/ANO1 複合体活性化を介した制御
があるものと考えられる(FASEB J., 2018）。（以下の論文 8） 
 
（８）ヒト TRPA1 の機械刺激による活性化 
ヒト TRPA1 を HEK293 細胞に発現させてカルシウムイメージング法またはパッチクランプ法
を用いて解析した。ヒト TRPA1 を発現した細胞において、低浸透圧刺激によって細胞容積増大
と細胞内カルシウム濃度増加が観察された。セルアタッチ法による流解析では、ガラス電極を
細胞膜につけてから低浸透圧刺激をした場合より、低浸透圧刺激で膨張した細胞にガラス電極
をつけた場合の方が大きい電流が観察されたことから、進展した細胞膜上での TRPA1 の活性化
が示唆された。この応答には細胞内カルシウム動態は関係しないと考えられたので、ヒト
TRPA1 が機械刺激によって直接活性化されたものと結論した (J. Physiol. Sci., 2018)。（以下の論
文 6） 
 
（９）TRPV6 変異とヒト新生児一過性副甲状腺機能亢進症 
新生児一過性副甲状腺機能亢進症の発症要因が複雑だが、一つに母親からの胎児への胎盤を介
した Ca2+輸送不全が挙げられている。多くは生後数ヶ月で正常になる。上皮細胞で Ca2+選択性
チャネルとして機能する TRPV6 変異が 6 症例に関わることを発見した。その変異は TRPV6 の
様々なドメインで見いだされた。TRPV6 の形質膜発現に影響を与える例が複数あり、ヒト
TRPV6 に発見された変異を導入した細胞でのパッチクランプ法による TRPV6 電流解析では、
著しい電流の減少が観察された。よって、新生児一過性副甲状腺機能亢進症は、母親から胎児
への Ca2+輸送を阻害する TRPV6 の変異で起こる常染色体劣性遺伝疾患であると推定された
（Am. J. Hum. Gent., 2018）。（以下の論文 1） 
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