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研究成果の概要（和文）：タバコ煙に含まれる有機化学物質が口腔や気道に対する影響を調べるために、TRPA１
チャネルをコードする遺伝子をHEK293細胞に一過的に発現させて、タバコ主流煙に含まれている化学物質に対す
る応答を記録した。
5つのカルボニル化合物のうちホルムアルデヒド、ブチルアルデヒド、メチルエチルケトンが有意なCa濃度上昇
を惹起し、アセトン、クロトンアルデヒドは引き起こさなかった。アクリロニトリル、NNKは有意なCa2+濃度上
昇を惹起した。TRPA1チャネル選択的活性化薬のAITC投与時と同様にアクリロニトリルは外向き整流性を示す電
流を惹起し逆転電位の結果から、TRPA1チャネルを活性化することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We studied the effects of the stimulating ingredients on TRPA1 channel 
recombinantly expressed in HEK293 cells using the Ca2+ imaging analysis and the patch-clamp 
technique. Formaldehyde, butylaldehyde, methyl ethyl ketone, and NNK (4-(methylnitrosoamino) -1-
(3-pyridyl)-1-butanoe) activated TRPA1 channel, although acetone, crotonaldyhyde, isoprene, and 
nicotine did not induce Ca2+ transient. Acrylonitrile induced TRPA1 channel current.
We examined the responses to the cigarette smoke elements in trigeminal ganglion neurons and human 
gingival fibroblast 1. TRPA1 channel was expressed in TRG neurons and HGF-1 cells. Similar to the 
selective TRPA1 agonist allyl isothiocyanate (AITC), the chemical substances contained in the smoke 
of tobacco increased intracellular Ca2+ concentration, and induced the outwardly rectifying 
currents. The responses were blocked by the selective TRPA1 antagonist HC-030031. Therefore it is 
suggested that TRPA1 channel is activated by the ingredients. 

研究分野：歯科薬理学

キーワード： TRP　チャネル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
口腔粘膜・粘膜下組織の疾患の病理組織学
的解析と免疫学的解析は進んでいるが、両解
析以外の病態生理学的解明は遅れている。つ
まり、生理学的実験手法を用いた口腔軟組織
の病理学的検討がほとんど行われていない。
一方、口腔領域での TRP チャネルの研究は疼
痛・温度などの感覚生理学的研究が中心であ
り、日腔軟組織疾患の原因としての TRP チャ
ネル研究は行われていない。 
 
２．研究の目的 
上記背景の下、TRP チャネルが口腔軟組織
疾患の病態形成に関わると仮説を立て、TRP
チャネルと口腔内疾患との関係を分子レベ
ルで解明し、疾患予防及び治療法の開発に寄
与することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
細胞培養 
HGF-1 細胞（ATCC より入手）は 10％胎児仔牛
血清、30 U/mL ペニシリン、30 μg/mL スト
レ プ ト マ イ シ ン を 含 有 し た DMEM 
（Dulbecco’s Modified Eagle Medium）培
地を使用して培養した。細胞は、電気生理学
的実験ではpoly-L-lysineコートしたカバー
グラス上に播きなおし、細胞内カルシウム測
定実験ではpoly-L-lysineコートしていない
カバーグラスに播き直して48-60時間の間に
使用した。 

細胞内 Ca2+濃度測定 
細胞内の Ca2+インジケーターとして
fura-2/AM （DOJINDO）を用いた。HGF-1 細胞
に対して DMEM 中で最終濃度 5 μM の
fura-2/AM を 37℃で 40 分間インキュベーシ
ョンした。細胞が張り付いたカバーグラスを
倒立顕微鏡のステージに設置した環流チャ
ンバーの中に静置した。細胞への励起光（340 
nm/380 nm）の照射はフィルターチェンジャ
ーを用いて交互に行い、510 nm の蛍光を測定
した。細胞内 Ca2+（[Ca2+]i）濃度は顕微鏡に
接続された CCD カメラにより蛍光を検出し、
MetaMorph ソフトウェアにより解析した。 

細胞内 Ca2+濃度測定 
HGF-1 細胞を PBS (-)で洗浄後、ISOGEN II(日
本ジーン)を用いて溶解、RNA の回収を行った。
得られた total RNA より iScriptTM Reverse 
Transcriptase (BIO RAD)を用いて cDNA の合
成を行った。Human TRPA1、TRPV1、TRPM8 に
対する PCR 用 primer セットは次に示すよう
に 各 々 2 種 類 使 用 し た 。 hTRPA1-1 
(5’-GCTCATCTGCAGTGGCAATG-3’、5’-GGAGAGCTGAA 
GGGATCCTG-3’、221 bp)、hTRPA1-2 (5’-CCACCAT 
CGTGTATCCCAACAA-3’、5’-GAAAAGTAAGATCCTTCAG 
CCG-3’、165 bp)、hTRPV1-1 (5’-AGCACCTCACAGACAA 
CGAG-3’、 5’-CGATGTGCAGTGCTGTCTGG-3’、
201 bp)、hTRPV1-2 (5’-CCTGTCCAGGAAGTTCACCG-3’、 
5’-GAGCATGTCGTGGCGATTAGG-3’、148 bp)、
hTRPM8-1 (5’-GAACTCCACGACGTGTCTCC-3’、 5’-CC 

AGCAGCATTGATGTCGTTC-3’、191 bp)、hTRPM8-2 
(5’-GACACTCTGGACAGCACCCG-3’、 5’-CGTGGCCTTG 
GAATCTTTGGTA-3’、147 bp)。使用した PCR サイ
クル条件は 94℃ 2 min、94℃ 30 sec、60℃ 30 
sec、70℃ 3 min のセットを 25サイクル、72℃ 
7 min の後室温まで温度を下げた。その後 3％
アガロースゲルを用いて電気泳動を行い、
GelRed (Biotium)を用いて DNA を染色しトラ
ンスイルミネーター(312 nm)により露光して
プリントグラフ AE-6933(ATTO)により画像を
取り込んだ。 

免疫染色 
HGF-1 細胞をガラスボトムディッシュに播種
後 3日後に 4% PFA を用いて固定した。PBS (-)
で洗浄後、0.2% Triton X-100 を 10 分適用す
ることにより細胞膜の透過性を確保した。
PBS (-)で洗浄後、5% BSA を用いて 1 時間ブ
ロッキングを行った。1 次抗体としてラビッ
ト抗 TRPA1 ポリクローナル抗体(SAB1411593 
SIGMA)を 100 倍希釈濃度で用いた。反応液は
Can Get Signal Immunostain Immunoreaction 
Enhancer SolutionA (TOYOBO)を用い、室温
で 1時間反応させた。ネガティブコントロー
ルとしては 1 次抗体の代わりに H2O を同用量
用いた。PBS (-)で洗浄後 2 次抗体として
DyLight 488 Conjugated A. P. Anti-Rabbit 
IgG (ROCKLAND) を 500 倍希釈濃度で 1 時間
室温で反応させた。また同時に核染色用に
Hoechst 33342 (Dojindo)を用いた。細胞を
PBS(-)で洗浄後、共焦点顕微鏡 TCS SP8 
(Leica)を用いて観察した。対物レンズは HC 
PL APO CS2 63X/1.40 OIL を使用した。 

膜電流測定 
ＨＧＦ－１細胞に対してパッチクランプ法
ホールセルモードを適用し保持膜電位-60 mV
で膜電流を記録した。電流―電圧関係は-80 
mV から 80 mV までの 1/3 Hz の 320 ms のラン
プ波を用いて記録した。EPC-10 amplifier を
Patch-Master ソフトウェアにより駆動し、デ
ータも取得した。薬物の投与は”Y-tube”法
を用い、１秒以内に細胞周囲の外液を交換し
た。 
 
４．研究成果 
HGF-1 における TRPA1 発現確認 
ヒトの歯肉線維芽細胞株である HGF-1 に
TRPA1 が発現しているかどうかを調べるため
に HGF-1 より RNA を採取して RT-PCR を行っ
た。このとき同時に他の TRP チャネルタンパ
ク質である TRPV1 と TRPM8 に対する RT-PCR
も行った。TRPV1 は熱(42℃)、酸、辛味で活
性化されるチャネルであり、TRPM8 は低温
(16℃)、メントールなどで活性化され、とも
に口腔内の感覚受容において重要なチャネ
ルである。RT-PCR を行った結果、2種類設定
したプライマーセットで共に想定された大
きさのバンドが見られたことからHGF-1には
TRPA1 が発現していることが明らかになった。
しかし、TRPV1、TRPM8 においてはどちらもバ



ンドが確認されなかったことからHGF-1では
mRNA の発現は無いと思われた。 
抗 TRPA1抗体を用いて免疫染色を行うこと
により HGF-1 細胞に TRPA1 がタンパク質とし
て発現しているかを調べた。共焦点顕微鏡を
用いて観察したところHGF-1の細胞膜におい
て蛍光シグナルが確認できた。しかし、1 次
抗体を使用していないネガティブコントロ
ールではほとんどシグナルが確認できなか
ったことから TRPA1 タンパク質は HGF-1 の細
胞膜上で発現していることが確認された。 
 
TRPA1 活性化薬とタバコ煙に含まれる成分に
よる HGF-1 細胞内カルシウム応答 
TRPA1 の活性化薬やタバコ煙に含まれている
物質で活性化されるかを明らかとするため
に fura-2 を用いた細胞内カルシウム測定を
行った。先ずこれまでに TRPA1 タンパク質を
活性化することが明らかである AITC (allyl 
isothiocyanate)を 100 μMHGF-1細胞に適用
したところ一過的に細胞内のカルシウム濃
度が上昇することが確認された。この応答は
AITCの濃度を300 μMに上昇させると濃度依
存的に細胞内カルシウム濃度上昇が大きく
なった。個々の細胞を見ると濃度を高くする
ことにより細胞内カルシウム上昇が大きく
なるだけではなく、応答する細胞の割合も大
きくなることが確認された(28.6%から 66.7%
へ)。 
タバコ煙にも含まれている Formaldehyde
でも HGF-1 を活性化することが出来たが、そ
の濃度は高く、300 μM 以上必要であった。
Acrylonitrile はタバコ煙に含まれている成
分であるが、我々の以前の研究で HEK293 細
胞に強制発現させた rat TRPA1 を 100 μMで
活性化できることを見出している。そこで
acrylonitrile が HGF-1 を活性化できるかど
うかを調べるために 1 mM の濃度で適用した
ところほとんど細胞内カルシウム上昇は見
られなかった(応答率 13.3%)。これらのこと
から HGF-1 は TRPA1 の活性化薬を曝露するこ
とにより細胞内カルシウムが上昇すること
が確認できたが、HEK293 細胞への rTRPA1 チ
ャネルタンパク質の強制発現を用いた実験
よりも高濃度の試薬が必要であり、またその
カルシウム上昇の大きさも小さいことが明
らかになった。 
 
TRPA1 活性化薬とタバコ煙に含まれる成分に
よる HGF-1 細胞の電流応答 
 細胞内Ｃａ２+濃度測定の実験結果から、用
いる薬物の濃度を決定し、パッチクランプ法
ホールセル法を適用したHGF-1細胞に薬物を
投与した。膜電位をランプ波で-80 mV から
80 mV まで変化させ、電流-電圧関係を記録し
た。固定下に膜電流を測定した。ホールセル
形成後の時間に対し膜電位 -70 mV と 70 mV
での膜電流をプロットした。Formaldehyde で
電流が惹起され、この電流は TRPA1 チャネル
の選択的阻害剤であるHC-030031で遮断され

た。同一の細胞で AITC を投与すると、
Formaldehyde が惹起した電流よりも大きい
電流が記録できた。Formaldehyde と AITC で
活性化されたチャネルの電流-電圧関係は弱
い外向き整流性を示し、膜電位 10 mV 付近に
逆転電位があり、選択性の弱い陽イオンチャ
ネルであることが示唆された。 

ヒト歯肉線維芽細胞においてTRPA1チャネル
が発現し、TRPA1 チャネルの作動薬である
AITC でチャネルが活性化し、細胞内 Ca2+濃度
が上昇し、膜電流も記録できた。更に、タバ
コ煙に含まれる Formaldehyde でも HGF-1 細
胞は反応し、細胞内 Ca2+濃度上昇が記録でき、
膜電流も記録できた。タバコの煙に含まれる
TRPA1 チャネルを活性化させる有害物質のタ
バコ主流煙中の収量は微量であり、nicotine
と比べても収量は少ない。従って、一番活性
化させやすい formaldehyde でも単独ではヒ
ト歯肉線維芽細胞に発現するTRPA1チャネル
を活性化できない可能性があるが、混合物と
しては効力が加算され、有害作用を惹起する
可能性が示唆された。 

骨芽細胞における亜鉛の効果 
亜鉛はヒトのからだにも微量ながら含まれ
ており、鉄などとともに生体内必須微量元素
と呼ばれている。亜鉛は核酸・蛋白・糖・脂
質代謝やDNA・RNAの合成に関与する酵素に不
可欠で、生体機能に重要な役割を果たしてい
る。亜鉛の90％は骨や筋肉に存在するが、海
馬CA3領域のシナプス間隙では活動電位の発
生に伴い亜鉛イオン（Zn2+）がシナプス終末か
ら遊離されて、間隙でのZn2+濃度は100 μM以
上になる。Zn2+はNMDA受容体やP2X受容体など
のイオンチャネルの機能を修飾すると報告さ
れている。従って、本研究では非興奮性細胞
である骨芽細胞様細胞MC3T3-E1細胞にパッチ
クランプ法ホールセル法を適用し、イオンチ
ャネルに対するZn2+の効果を検討した。更に、
マウス初代培養骨芽細胞を購入し、MC3T3-E1
細胞と同様にイオンチャネルに対するZn2+の
効果を検討した。 
 骨芽細胞様細胞MC3T3-E1細胞にホールセル
法形成後、膜電流固定法に切り替え細胞の静
止膜電位を記録すると-7.7 ± 0.7 mV (n = 
25)であった。150 ms 5 pAの過分極電流を0.1 
Hzで注入しながら1 mM Zn2+を投与すると、２
つのグループに分けられる過分極応答が記録
できた。-6.1 ± 0.6 mVの膜電位が膜抵抗の
上昇を伴い-14.2 ± 1.1 mV (n = 9)まで過分
極したグループと、-8.5 ± 1.1 mVの膜電位
が膜抵抗の低下を伴い-64.6 ± 1.3 mV (n = 
16)まで過分極したグループに分類できた。後
者のグループの細胞を膜電位固定下にランプ
波形を用いて電流-電圧関係を記録すると、逆
転電位は-69.1 ± 1.3 mV (n = 14)であり、
内外液の組成から計算されるK+の平衡電位（= 
-58 * log (155 / 5) = -86.5 mV）に近い値
を示した。従って、細胞外に投与したZn2+がK+

チャネルを開口し、膜を過分極させたことが



示唆された。 
 同様にマウス初代培養骨芽細胞でホールセ
ル法形成後、膜電流固定法に切り替え細胞の
静止膜電位を記録すると-9.4 ± 0.4 mV (n = 
6)であった。150 ms 5 pAの過分極電流を0.1 Hz
で注入しながら1 mM Zn2+を投与すると、２つ
のグループに分けられる過分極応答が記録で
きた。膜抵抗の上昇を伴い-15.1 ± 0.4 mV (n 
= 2)まで膜電位が過分極したグループと、膜
抵抗の低下を伴い-75.3 ± 1.4 mV (n = 2)
まで過分極したグループに分類できた。外液
とパッチピペット内液の組成から前者は陽イ
オンチャネルがZn2+で遮断されて過分極した
ことが示唆され、後者はK+チャネルが開口し
K+の平衡電位に向かって過分極したことが示
唆された。これらの結果は、骨芽細胞様細胞
MC3T3-E1細胞で得られた結果と同じ傾向を示
し、MC3T3-E1細胞で得たデータが骨芽細胞に
外挿できることを示唆した。 
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