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研究成果の概要（和文）：本研究では、3つの活性システインをセリンに置換した変異体ならびにN-末端領域、
膜貫通領域1-4、膜貫通領域5-6およびC-末端領域をヒトとマウスの間で相互に入れ替えたキメラTRPA1を発現す
る細胞株を樹立し、ケイ皮酸エステル類によるTRPA1活性化について、ヒトとマウスの間での種差および活性化
機構について検討した。
その結果、ケイ皮酸エステル類のうち、EC50値に～４倍の種差が認められる化合物については、活性システイン
残基を介した共有結合による活性化とリガンドとしての活性化の混合型の活性化機構を有すること、リガンドと
しての相互作用は主に膜貫通領域1-4によるものであることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established a mutant TRPA1 in which three reactive 
cysteines (C621, C641 and C665) are substituted for serine resides, and chimeric TRPA1s in which 
four segments (N-terminal, membrane-penetrating regions 1-4 and 5-6, and the C-terminal) are 
replaced with each other between human and mouse. By using these mutant TRPA1s, we examined the 
TRPA1 activation by a group of cinnamate derivatives, and found that some cinnamate derivatives with
 the species differences of ~4 times elicited a mixed-type of activation mechanisms, or activation 
by covalent-binding with reactive cysteine residues and ligand binding with transmembrane regions 
1-4.

研究分野： 環境系薬学

キーワード： 侵害刺激　TRPA1　種差　ケイ皮酸エステル類
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TRPA1は寒冷刺激の他に、さまざまな化学物質によって活性化される侵害受容体である。一般に、化学物質の安
全性は主にげっ歯類を用いる動物実験によって評価され、安全係数の導入によってヒトに外挿されることを考慮
すると、両者の間の種差は、リスク評価の妥当性に影響を及ぼす重要な因子であるといえる。本研究で得られた
知見は、TRPA1が関与する生体影響に関して、げっ歯類モデルを用いるリスク評価に限界があることを示してい
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
我々は、ヒトおよびマウス TRPA1 の安定発現細胞株を樹立し、気道過敏性を亢進する化学物

質のスクリーニングを実施してきた。その過程で、比較的大きな種差を示す環境汚染物質が存在
することを見出した。TRPA1 活性化の種差を生じる要因を明らかにすることは、化学物質の安
全性評価の観点から極めて重要であると考えられることから、本研究を立案するに至った。 
 
 
２．研究の目的 

TRPA1 は寒冷刺激の他に、ホルムアルデヒドやアクロレインなど、さまざまな化学物質によ
って活性化される侵害受容体である。一般に、化学物質の安全性は主にげっ歯類を用いる動物実
験によって評価され、安全係数の導入によってヒトに外挿されることを考慮すると、両者の間の
種差は、リスク評価の妥当性に影響を及ぼす重要な因子であるといえる。 
本研究では、TRPA1 を介する侵害刺激の受容に関して、ヒトとマウスの種間で決定的な差異

を生じるタンパク質構造的な要因について検討を行う。TRPA1 は 2 通りの機序で活性化するユ
ニークなイオンチャネル型受容体である。1 つは、親電子性化合物と反応性の高いシステイン残
基の共有結合によるものであり、もう 1 つは化学的な反応性に乏しく、リガンドとして会合す
るものである。これらのメカニズムのいずれが TRPA1 活性化にかかる種差を生じる要因となっ
ているか、これを明らかにすることが本研究の主たる目的である。 
 
 
３．研究の方法 

3 つのシステイン残基をセリンに置換した変異型 TRPA1 発現ベクターは QuikChange Site-
Directed Mutagenesis Kit を用いて作成した。TRPA1 の N-末端および C-末端領域、ならびに
6 つの膜貫通領域 (TM) の TM 1-4 および TM 5-6 をマウスとヒトで相互に置換したキメラ
TRPA1 発現ベクターは、GeneArt Seamless Cloning and Assembly Technology を用いて作成
した。これらの TRPA1 を安定的に発現する Flp-In293 細胞株を樹立し、被験物質の添加による
細胞内 Ca2+濃度の変化を、FLIPR Calcium 6 Assay Kit を用いて FlexStation 3 で測定した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 野生型のヒトおよびマウス TRPA1 安定発現細胞株を用いて、ケイ皮酸類縁化合物
（Coniferyl aldehyde、Vanillylidene acetone、Coniferyl alcohol、trans-Ferulic acid、Methyl 
ferulate、Ethyl ferulate）による TRPA1 活性化を検討した。その結果、親電子的な反応性が高
いと考えられるアルデヒド化合物およびケトン化合物、すなわち Coniferyl aldehyde や
Vanillylidene acetone では種差は観察されなかったのに対し、ケイ皮酸エステル類では顕著な
種差が認められた。また、ケイ皮酸エステル類は、アルデヒド化合物およびケトン化合物とは異
なり、活性システインをセリンに置換した変異型 TRPA1 に対しても活性化能を保持しているこ
とが明らかになった。これらの結果は、TRPA1 の活性化機序に依存して種差の有無が生じる可
能性を示唆するものであると考えられる。 
 
(2) 一方、リガンドとして TRPA1 を活性化する Menthol のリガンド結合に関与することが報
告されている TM5 領域のアミノ酸残基の変異体（ヒトでは V875G，マウスでは G878V）は、
ケイ皮酸エステル類の反応性には影響を及ぼさなかったことから、これらの化合物は Menthol
とは異なるアミノ酸を介して TRPA1 と相互作用することが示唆された。 
 
(3) Methyl ferulate はマウス TRPA1 の TM5-6 領域を置換したヒト TRPA1 は野生型ヒト TR 
PA1 とほぼ同等の濃度依存性を示したのに対し、マウス TM1-4 領域の置換によって、ヒト
TRPA1 に対する Methyl ferulate の親和性は顕著に低下し、その EC50値はマウス TRPA1 に匹
敵する値であった。これらの結果から、Methyl ferulate は、典型的な TRPA1 アゴニストであ
る Menthol とは異なる部位／領域（TM1-4）での TRPA1 との相互作用によって種差を生じる
ことが明らかとなった。 
 
(4) Methyl coumalate および Methyl caffeate の場合も、ヒト、マウス TRPA1 の活性化能に
2.5～4 倍程度の種差がみられ、かつ活性システインをセリンに置換した変異型 TRPA1 におい
ても活性化が認められた。これらの結果は、Methyl coumalate、Methyl caffeate も Methyl 
Ferulate と同様にリガンド結合領域での相互作用を介して TRPA1 を活性化することを示して
いると考えられる。 
 
(5) これらの結果から、ケイ皮酸エステル類のうち、EC50値に～４倍の種差が認められる化合物



については、活性システイン残基を介した共有結合による活性化とリガンドとしての活性化の
混合型の活性化機構を有すること、リガンドとしての相互作用は主に膜貫通領域 1-4 によるも
のであることが明らかとなった。換言すれば、リガンドとして TRPA1 に作用するアゴニストは
比較的大きな種差を示す可能性があることから、げっ歯類の結果をヒトに外挿する際には注意
深い考察が必要であると考えられる。 
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