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研究成果の概要（和文）： 
 侵害受容体であるバニロイド受容体（TRPV1）遺伝子をブタ及びヒトからクローニング
し、HEK293 細胞へ異所性発現させ、本受容体の機能解析のためインビトロ定量系を確立
した。この定量系を用いた結果、バニロイド受容体はカプサイシン、熱及び酸で活性化す
るのみならず、細胞外ナトリウムによっても制御を受けていることを明らかにした。また、
炎症性メディエーターであるセロトニンやヒスタミンによる痛覚過敏の発現にはバニロイ
ド受容体の過活性化が関与していることを示した。マスタードオイルやメチルサリチル酸
はバニロイド受容体に対する新規アゴニストとして作用すること、また後者はこの受容体
を脱感作させることにより鎮痛作用を示すことを見出した。これらの結果から、バニロイ
ド受容体が痛覚過敏発現に重要なターゲット分子であることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We cloned cDNA encording vanilloid receptor (TRPV1) from porcine and human 
spinal cord cDNA library. We established in vitro assay system for monitoring vanilloid 
receptor activities. Heterologous expressed TRPV1 receptors are activated by not only 
capsaicin, heat and protons, but also regulated by extracellular sodium ions. 
Hyperalgesia induced by inflammatory mediators, such as serotonin and histamine is 
due to a hyper-activation of TRPV1 using heterologous expression system and cultured 
sensory neurons. We found that mustard oil and methylsalicylate act as TRPV1 
agonist and the latter produces marked desensitization of TRPV1 resulting in 
anti-nociception for capsaicin-induced pain. These data suggest that TRPV1 is 
important target molecule especially for inflammation-induced hyperalgesia. 
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１．研究開始当初の背景 
痛みは知覚としての感覚要素のひとつで

あり、有害刺激による生体組織の障害を最小
限にくい止めるための重要な生体の警告信
号である。しかし、組織損傷の治癒後や明ら
かな組織損傷がないにも拘わらず生じる有
害な痛みもあり、これらは痛覚過敏を主徴と
する病態痛として知られている。しかし、そ
の発現メカニズムは十分に解明されていな
い。近年、感覚神経終末や知覚神経細胞で特
異的に発現する陽イオンチャネルとして、唐
辛子の辛味成分カプサイシンにより活性化
するバニロイド受容体（TRPV１受容体）が
単離され、侵害刺激受容の責任分子として注
目されつつある。それ故、バニロイド受容体
機能を効率的に解析できる定量系の構築と
それを用いた機能解析を行うことにより、神
経原性疼痛や炎症性疼痛で生じる痛覚過敏
のメカニズムを解明することが可能となる。 

 
２．研究の目的 

神経原性疼痛や炎症性疼痛で生じる痛覚
過敏の発現機構を明らかにするため、近年痛
覚受容体分子としてその重要性が示唆され
ているバニロイド受容体に着目し、この受容
体遺伝子のクローニングと、異所性発現させ
た細胞における活性制御分子機構を明らか
にする。また、この受容体タンパク質の活性
の測定を利用した効率的なインビトロ定量
システムを構築し、新規鎮痛薬の候補分子を
見出す。 
 
３．研究の方法 
（１）ブタ及びヒトバニロイド受容体の遺伝
子クローニング：ブタ及びヒト脊髄由来 cDNA
を鋳型として PCR クローニングを行う。得ら
れた PCR 産物を GATEWAY 法を用いて哺乳動物
発現ベクターに組み換える。 
 
（２）リポフェクション法を用いた異所性遺
伝子発現：リポフェクション試薬を用いて 
HEK293 細胞にバニロイド受容体を一過性に
発現させ、TRPV1-HEK293 細胞を作製する。 
 
（３）バニロイド受容体機能解析 
①細胞内イオンイメージング： 
TRPV1-HEK293 細胞のバニロイド受容体活性
を調べるため、蛍光 Ca 指示薬 Fura2 及び蛍
光 Na指示薬 CoroNa-green を細胞に負荷する。
リアルタイム細胞内イオン画像解析装置を
用いて、バニロイド受容体活性化により生じ
る細胞内 Ca濃度及び細胞内 Na濃度増加反応
を同時測定する。 
 
②イオンチャネル活性解析：ホールセルボル
テージクランプ法を用いて、バニロイド受容

体活性化により生じるイオンチャネル電流
を単一細胞レベルで検出する。 
 
（４）遺伝子変異体の作出：PCR を用いたア
ミノ酸点変異体を作出し、HEK293 細胞に発現
させ、アミノ酸変異がチャネル活性に与える
影響を調べる。 
 
（５）新規鎮痛物質の検索：バニロイド受容
体に作用する薬剤の効果を（２）の方法を用
いてスクリーニングする。 
 
（６）知覚神経細胞の初代培養：ラット及び
マウス知覚神経を酵素処理により単離後、培
養し、インビトロでの細胞機能解析を行う。 
 
（７）痛覚行動解析：実験動物（ラット）に
カプサイシン又は被験物質を投与し、カプサ
イシンによる疼痛行動に与える影響を痛覚
測定機器を用いて調べる。 
 
４．研究成果 
(１）培養知覚神経細胞を用いた研究より、
内因性発痛物質（炎症性メディエーター）で
あるセロトニン及びヒスタミンによる痛覚
過敏には、各々の代謝型受容体を介して、バ
ニロイド受容体のリン酸化による活性増加
が関連していることを示した。 

 
(２）細胞内 Ca と Na イオンの同時イメージ
ング解析法を確立した。TRPV1 遺伝子発現系
を用いた蛍光イメージング法とパッチクラ
ンプ法により、細胞外ナトリウムによる
TRPV1 活性の新規制御メカニズムと低ナトリ



7. Murakami M, Ohta T,ウム血症による病態痛の発現機構を明らか
にした。 
(３）遺伝子発現系と知覚神経細胞を用いて、
ワサビ辛味成分である mustard oil 及びシラ
タ マ ノ キ 由 来 芳 香 成 分 で あ る methyl 
salicylate（MS）がバニロイド受容体を刺激
する新規リガンドであることを示した。また
MS はバニロイド受容体を脱感作させ、カプサ
イシン誘発性疼痛反応を抑制したことから、
本化合物は新規鎮痛薬のシーズとなる可能
性を示した。 
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