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研究成果の概要（和文）：過敏性腸症候群モデルラットの大腸組織において、低い温度で活性化するTRPM8チャ
ネルの発現および内臓痛覚過敏について検討した。その結果、過敏性腸症候群モデルラットの直腸平滑筋層にお
いて痛みを伝道するCGRPを神経伝達物質として含有する内在性一次TRPM8チャネル発現知覚神経細胞の数が増加
し、TRPM8チャネルを介する低温刺激による痛覚に対する過敏性が観察された。したがって、低温感受性TRPM8発
現知覚神経細胞数の増加を抑えることが、過敏性腸症候群病態における下部消化管の痛覚過敏を治療するストラ
テジーになると考える。

研究成果の概要（英文）：In irritable bowel syndrome (IBS) model rats, we investigated the 
involvement of TRPM8 in visceral hyperalgesia. 
In the rectal histology of IBS model rats, the number of TRPM8-expressing nerve fibers in the 
mucosal layer and cell bodies in the myenteric plexus significantly increased compared with normal 
rats. In behavioral observation, the number of cooling substance-induced visceral pain-like 
behaviors increased. These results suggest that the increase of TRPM8-expressing neurons is involved
 in visceral hyperalgesia in IBS model animal. 
The reduction of the neurons is a novel therapeutic strategy for teatment of visceral hyperalgesia 
in IBS.

研究分野： 薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
当該研究では過敏性腸症候群モデル動物における温度感受性TRPM8の発現神経数の増加や活性増大のメカニズム
について検討した。世界的な消化器病診断新基準Rome IVが定まり、過敏性腸症候群の患者数が急増し、消化管
知覚過敏性に対する治療法の確立は社会的に急務となってきている。当該研究の成果は、この消化管知覚過敏性
の原因に対してひとつの仮説を提案した。また、粘膜炎症を抑えることでTRPチャネル発現神経線維数の増加が
抑制され、知覚過敏性を抑えられるという新しい治療法の開発へ応用できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)温度感受性受容体とは 
 特定の温度以上あるいは以下で活性化するイオンチャネル内蔵型受容体 transient receptor 
potential (TRP)ファミリーの生体分子で，主に求心性一次知覚神経に発現しており末梢組織に
おける熱い・冷たいという温度情報を脳へ発信する役割を担っている。温度感受性 TRP チャネ
ルの一つである高温感受性 TRPV1 は，トウガラシ辛味成分カプサイシンの作用点として発見さ
れた受容体で，43℃以上の（「熱い」を感じる）温度で活性化される。また，低温感受性 TRPM8
はメントールの作用点として発見された受容体で，25℃以下の（「冷たい」を感じる）温度によ
り活性化される 1,2)。 
 
(2)研究開始当初の筆者らによる研究成果 
①Ca2+拮抗薬では抑制できない Ca2+流入の経路 
著者はこれまでに「Ca2+拮抗薬では抑制できない Ca2+流入の経路を介する生体機能の解明」に
関する研究を行ってきた。その研究経過の中で、熱刺激受容体 TRPV1が正常動物の消化管一次
知覚神経に多く発現しており、消化管機能に重要な働きを有していることを見いだした。 
 
②消化管における TRP チャネル 
 TRPV1 は消化管の求心性一次知覚神経に発現し，熱や酸によって生じる痛みの神経伝達を担
当している。この TRPV1発現知覚神経は口腔内だけではなく，食道，胃，十二指腸，小腸から
大腸へと消化管全域に発現しそれぞれの部位において機能している 3,4)。大腸においては特に遠
位結腸，直腸でその発現と反応性が高い。TRPV1 発現知覚神経は下部消化管の部位ごとに消化
管運動を調節しており，活性化された場合より肛門側に近い消化管では大きな反応を示す 4,5)。 
 炎症性腸疾患モデルマウスの大腸において，TRPV1 あるいは TRPM8 チャネルが発現した一次
求心性知覚神経の線維数の増大と炎症の悪化を観察した 6,7,8)。そこで，著者らは過敏性腸症候
群の症状である「冷えて下腹部が痛む」のは TRPM8発現神経の増大が関連するのではないかと
考え，過敏性腸症候群モデルラットを作製して，消化管知覚過敏性の原因として TRPM8 発現神
経の関与を検討した。 
 
③過敏性腸症候群に対する治療法の確立は急務の課題 
 世界的診断基準 Rome IVが定まり，過敏性腸症候群（ストレスによる下痢・便秘および下腹
部の痛みを伴う下部消化管の機能性疾患）と診断される患者は推定 1200 万人に達し，糖尿病の
患者数に迫る勢いである。ちまたの下痢止め口内崩壊薬剤の売り上げが依然好調なことからも，
胃腸の異常を訴える患者の多さと深刻さがうかがえる。このストレスによる過敏性腸症候群の
原因究明とその対策は今や緊急の課題に浮上し，その病因の科学的解明が急がれている。著者
らはこのメディカルアンメットニーズに対して基礎研究から解決の糸口を提供しようと研究を
進め，「内臓知覚の過敏性は温度感受性 TRP チャネルの発現増大を介して引き起こされる」とい
う仮説を検証してきた。 
 
(3)国内外の関連する研究の中での当該研究の位置付け 
過敏性腸症候群、気管支ぜん息、過活動膀胱における TRPV1 チャネルの関与に関する検討は世
界中で研究が進展している。この中から新薬開発の可能性が示唆されており、製薬会社から大
きな関心が寄せている。国内では、富永真琴らのグループが培養細胞を用いて温度感受性受容
体の感受性変化に関して報告を行っている。応募者は世界に先駆けて消化管粘膜層における
TRPV1 神経線維の蛍光染色法を確立し、炎症性腸疾患や気管支ぜん息病態モデル動物における
TRPV1 の免疫染色像を報告してきた。これらの画像は国内外からも評価されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では過敏性腸症候群モデルラットにおける消化管知覚過敏性の原因に関して検討した。
具体的な研究目的を以下 2点とした。 
①過敏性腸症候群病態モデルにおいて冷刺激受容体 TRPM8のオリジンおよび分布・局在を探索
し、病態時における発現変化について解析した。 
②下部消化管の化学的侵害刺激による痛覚過敏における TRPM8 の関与について検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)過敏性腸症候群モデルラットの作製 
 過敏性腸症候群モデルは酪酸を連日直腸投与することで作製した。病態モデルにおいて腸の
過敏症が起こることは報告されている 9,10)。SD 系雄性ラットの 6週齢を用いて、酪酸 200 mM 
1 mL をイソフルラン麻酔下で経口用ゾンデを肛門から 7 cm 挿入して投与を行った（i.c.:結腸
内投与)。投与は 1日目の夕方、２,3 日目の朝・夕、4 日目の朝の計 6回の投与することで作成
した。コントロール群には酪酸を調製するときに用いた生理食塩水を投与した。 
 



(2)疼痛行動観察による内臓痛覚反応の測定 
 化学的侵害刺激では行動観察 5 分前に冷感物質である WS-12を投与し行動観察をした。ラッ
トを観察用のケージに 15分間静置させた後、イソフルラン麻酔下で WS-12 （2.5 mM, 100 μ
L）を肛門から 7 cm の部位に結腸内投与した。対照処置として溶媒 DMSO（Vehicle）を投与し
た。コントロール群（健常動物）にも同様の処置を施した。投与 5分後から 40分間における行
動の回数や時間を測定した(下記参照)。また、TRPM8遮断薬 TC-I2000 (1 mg/kg, i.p.)を行動
観察の 20分前に投与した後に WS-12に結腸内投与し検討した。 
 行動観察では内臓痛様行動回数とフリージングタイムの 2 つを測定した。内臓痛様行動は 4
つの行動の発現回数をカウントした。評価項目は①腹部をなめる(licking of the abdomen)、
②腹部を伸ばす(stretching the abdomen)、③下腹部を床に押し付ける(squashing of lower 
abdomen against the floor)、④腹部の収縮(abdominal retraction)で、これらの内臓痛様行
動はそれぞれ１回として発現回数をカウントした。さらに、5 秒以上行動せずに静止した状態
(freezing)を痛みに耐える行動としてその静止時間(sec)を計測した。これには単に動かない場
合も含まれている。フリージングタイムは強い痛みを観察する指標と考えられている。これら
のデータの統計解析は Student t-test を用いて行い、P 値 5%未満を*、P 値 1%未満を**、P 値
0.1%未満を***として示した。動物実験プロトコールは城西国際大学動物実験倫理委員会で承認
され、実験は本学における動物実験倫理規定に従って実施した。 
 
(3)免疫組織化学的染色 
 正常実験動物と過敏性腸症候群モデル動物から消化管（結腸、直腸）を部位別に摘出し凍結
組織切片を作成して、TRPM8 の発現がどの細胞に発現していて、どこに局在しているのかを免
疫組織化学的手法を用いて検討した。TRPV1 および TRPM8 免疫活性は抗 TRPV1 抗体および抗
TRPM8 抗体で標識し、アビジン・ビオチン・コンプレックス法とタイラマイドシグナル増幅法
を組み合わせ検出した。さらに、各種神経マーカーを用い二重染色を行った。作製した標本は
共焦点レーザー走査型顕微鏡（FV-3000,OLYMPUS）で観察した。横が 1000 μmとなる範囲の組
織横断面において OLYMPUS FV31S-SW5を用いて数を計測し定量した。これらのデータの統計解
析は Student t-testを用いて行い、P値 5%未満を*、P値 1%未満を**、P値 0.1%未満を***とし
て示した。 
 使用した神経マーカーとしては、内在性神経細胞マーカーのカルレチニン、知覚神経のマー
カーのカルシトニン遺伝子関連ペプチド（CGRP）、興奮性運動神経マーカーのサブスタンス P、
コリン作動性神経マーカーの小胞型アセチルコリントランスポーター（VAChT）を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)成果１：下部消化管への化学的侵害刺激に対する疼痛反応 
 過敏性腸症候群モデルは既報に準じ酪酸を連日直腸投与することで作製した 9,10)。化学的侵
害刺激として冷覚刺激物質である WS-12 を結腸内に投与すると，過敏性腸症候群モデルではコ
ントロールに比べて腹をなめる・伸ばす・床に押し付けるなどの内臓痛様行動の回数が約 2.5
倍に増加していた。この WS-12による内臓痛様行動の増加は TRPM8 選択的遮断薬の前処置によ
りコントロール群と同じレベルまで抑制された。したがって，冷覚刺激物質による内臓痛の過
敏は TRPM8を介して引き起こされていることが明らかとなった。 
 
(2)成果２：下部消化管組織における TRPM8発現神経の局在 
 免疫組織化学的手法を用い，
正常ラット直腸の横断面にお
ける TRPM8 免疫活性の局在を
検討した。その結果，TRPM8 免
疫活性は，縦走筋を除く，粘膜
層，粘膜下層および輪状筋層に
線維状に観察された。筋間神経
叢では神経の細胞体が観察さ
れた(図 1)。さらに，カルレチ
ニンとの共存も観察され，
TRPM8免疫活性は神経上に発現
していることが明らかとなっ
た。さらに，カルシトニン遺伝
子関連ペプチド（CGRP），サブ
スタンス P，小胞型アセチルコ
リントランスポーターとの共
存を検討したところ，TRPM8 発
現神経との共存が一部に確認
されたことより，正常時の下部
消化管組織では TRPM8 は内在
性および外来性一次知覚神経

 
図１ 過敏性腸症候群モデルラットの直腸組織平滑筋層におけ
る TRPM8 免疫活性 
TRPM8 免疫活性は輪状筋層に線維状に観察された。筋間神
経叢では神経の細胞体 (矢印 )が観察された。左の写真
（Control）は正常ラットの直腸組織における TRPM8 免疫活性を
示している。右の写真（Butyrate）は過敏性腸症候群モデルラッ
トの直腸組織における TRPM8 免疫活性を示している。CM:輪状
筋、LM：縦走筋。スケールは 100 μm を示す。 



に発現していることが示唆された。 
 次に，過敏性腸症候群モデルラットの直腸組織における TRPM8免疫活性を検討した。その結
果，過敏性腸症候群モデルラットではコントロールと比較して粘膜層や平滑筋層における
TRPM8 発現神経線維の数が約 2～3倍に増加していることが明らかとなった。 
 次に，コントロールと過敏性腸症候群モデルにおける CGRP，サブスタンス P，小胞型アセチ
ルコリントランスポーターが発現している神経線維の数を定量解析した。しかし，どの神経マ
ーカーの神経の数は有意な増加が見られなかった。 
 直腸粘膜層と平滑筋層において，TRPM8 と各神経マーカーが共発現している神経線維数を比
較したところ，TRPM8 と小胞型アセチルコリントランスポーターが共発現する神経線維数が約 2
倍増加していた。また，直腸の筋間神経叢においては TRPM8と CGRPが共発現している神経細胞
体数が約 2倍増加していた。 
 
(3)当該研究によって得られた研究成果の位置付け 
 過敏性腸症候群モデル群において冷覚刺激物質によって引き起こされる内臓痛が過敏になっ
ていた。したがって，過敏性腸症候群モデルでは「冷えて痛む」という内臓痛覚過敏が引き起
こされていた。この内臓痛覚過敏は TRPM8 選択的遮断薬処置により消失したことから，TRPM8
を介して引き起こされていることが判明した。 
 次に，免疫組織化学的手法を用い，正常ラット直腸の横断面における TRPM8免疫活性を検討
した。その結果，粘膜層，粘膜下層および輪状筋層に TRPM8発現神経線維が観察された。また，
筋間神経叢では TRPM8発現神経の細胞体が観察された。これらの神経は外来性および内在性一
次求心性知覚神経と考えられる。過敏性腸症候群モデルラットの直腸組織を検討したところ，
粘膜層と平滑筋層の TRPM8発現神経線維が増大していた。この TRPM8発現神経線維は小胞型ア
セチルコリントランスポーターと共存している神経線維数が増加していた。興奮性運動神経に
含有されるサブスタンス Pとの共発現している神経線維には増加がみられないので，粘膜層と
平滑筋層の TRPM8発現神経線維はコリン作動性運動神経ではなく，おそらく粘膜血流や腺分泌
などに関与する外来性の一次知覚神経ではないかと推察している。 
 筋間神経叢では TRPM8発現神経の細胞体が増加していた。この細胞体は CGRPおよびカルレチ
ニンと共存していることから，内在性一次知覚神経が増加したと考えられる。病態モデルでは
興奮性運動神経は増加しておらず，内在性一次知覚神経のみが増加したことが特記すべき結果
であり，この内在性一次知覚神経増加が化学的侵害刺激に対する痛覚過敏の原因であると考え
た。 
 これらの TRPM8を発現した外来性・内在性一次求心性知覚神経の増加は，下部消化管に動員
された免疫細胞から遊離されるサイトカインによって惹起され，これが過敏性腸症候群病態時
の内臓痛覚過敏につながっていると推察される 11）。この免疫細胞はマスト細胞が想定されてい
る 12,13）。下部消化管の微細な炎症を担うマスト細胞の関与により TRPM8チャネルが発現する一
次求心性知覚神経細胞・線維数が増加し，消化管知覚過敏性が引き起こされるのだろうと考え
ている。また、マスト細胞は、ヒスタミンなどのケミカルメディエーターを放出し、一次知覚
神経に発現するそれぞれのメディエーターの受容体を刺激することで内臓痛覚過敏が引き起こ
されていることも考えられる 14）。 
 
（4）総括 
 TRPM8 チャネルは過敏性腸症候群に伴う内臓痛覚過敏に重要な役割を担っており，この痛覚
過敏には TRPM8発現一次求心性知覚神経線維および細胞体の増加が大きく関与していると考え
られる。このように，下部消化管粘膜において活性化した TRPM8や TRPM8 発現神経は過敏性腸
症候群の治療ターゲットであり，TRPM8 遮断薬の探索や TRPM8 発現神経線維の伸展の抑制は内
臓痛覚過敏改善薬の開発につながると考えられる。さらに，過敏性腸症候群の内臓知覚過敏と
これを担当する免疫細胞の関連性をさらに追及することで，内臓知覚過敏のメカニズムが解明
されることを期待する。 
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