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研究成果の概要（和文）： 再生中の軸索内部ホットスポット（39℃）が軸索再生に有用な生体シグナルとなっ
ていることを明らかにした。メカノセンサー・TRPV2を膜伸展刺激+ホットスポット温度という形で活性化するこ
とで軸索伸長能を向上していることを証明し、発生期の神経回路形成の分子メカニズムについて新規の機構を見
出した。
 本知見を応用して、病態原因解明の研究にも取り組んだ。TRPV2の類縁分子であり、TRPV2同様にメカノセンサ
ー、温度センサーとして機能するTRPV4に着目し、網膜剥離の病態悪化機構を解析し、そのメカニズムを解明し
た。この知見を応用し、新たな網膜剥離治療法を見出した。

研究成果の概要（英文）：The passive stretching-dependent axonal outgrowth occurs in our body. It has
never been identified for a long time which molecules are the mechanosensors for it. We previously　
reported that TRPV2 was a mechanosensor channel which contributed axonal outgrowth in membrane　
stretch dependent manner. These results indicate that TRPV2 might be an important component for　
passive stretching under specific intracellular temperature, if TRPV2 can detect very weak 
mechanical stimulus at higher intracellular temperature. In this study, we examined whether TRPV2 
can detect such very weak mechanical stimulus under specific intracellular temperature by a Ca2+
-imaging method and a　whole-cell patch clamp recording. We also examined whether the activation of 
TRPV2 by weak mechanical stimulus lead to the enhancement of axonal outgrowth. Finally, we　
identified that TRPV2 had a potential to detect very weak mechanical stimulus only under specific 
intracellular temperature.

研究分野： 分子神経生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 本知見を応用して、病態原因解明の研究にも取り組んだ。TRPV2の類縁分子であり、TRPV2同様にメカノセンサ
ー、温度センサーとして機能するTRPV4に着目し、網膜剥離の病態悪化機構を解析した。網膜剥離は強度の近視
や糖尿病、ボクサーのように眼に強い刺激を受けることにより発症する。年間１万人に１人が発症すると考えら
れており、誰もが患者になる可能性がある失明を伴う重篤な疾患である。しかしながら、どのような分子メカニ
ズムで病態悪化が進行するのかよく分かっていなかった。今回、研究実施者の研究からそのメカニズムの全貌が
明らかとなり、新たな治療法を見出した。

※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 
 TRPV2 チャネルは、成体の後根神経節（DRG）の神経細胞に高発現し、侵害熱（52℃以上）受容
に関わる温度センサーチャネルである（J. Neurobiol. 61: 3-12、2004）。このチャネルは世界
で初めて明らかになった痛みの分子実体であり、その発見により痛み研究が飛躍的に発展し、有
効な鎮痛薬の開発につながった。TRPV2が低浸透圧刺激により活性化するという報告（Circ. Res. 
93: 829-838、 2003）が存在したため、低浸透圧刺激 → 細胞内への大量の水流入 → 形質
膜にかかる膜伸展刺激というカスケードが存在し、TRPV2 は膜伸展刺激を感知するメカノセンサ
ーとして機能するのではないかと仮説を立て検討を行った。その結果、TRPV2 は発達期神経の軸
索・成長円錐に高発現しており、軸索伸長時に生じる膜伸展刺激により活性化し、細胞外から
Ca2+を流入させ軸索伸長を促進していることを見いだした（柴崎ら、J. Neurosci. 2010）。 
 
 
 
２．研究の目的 
研究実施者は、メカノセンサーTRPV2 活性化の分子機構を同定した（FASEB J. 2017 申請者

の責任著者論文）。さらに、39℃以上の熱によって TRPV2 メカノセンサー感受性の増大が起るこ
とを電気生理学的解析で見いだした。また、蛍光温度プローブを用いて、再生中の軸索内部に他
領域よりも 2℃高いホットスポット（＝39℃）が局在することも見いだした。これらの背景事情
を踏まえると、神経回路形成期の細胞内に 39℃のホットスポットが点在し、この熱+膜伸展（成
長円錐運動により生じる）の相乗作用により TRPV2 が活性化し、神経回路形成を促進させている
可能性が高いと考えるに至った。本研究ではこの可能性を検証し、生体内の TRPV2 活性化機構と
その生理機能を解き明かすことを目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
生理学的温度（37℃）よりも 2℃高いホットスポット（39℃）において、TRPV2 の機械刺激感

受性の亢進・活性化が軸索伸長に連動した膜運動をイオンの流れ・電流へとシグナル変換し、さ
らなる軸索伸長のドライビングフォースにしていることを証明する。WT と感覚/運動神経特異的
TRPV2KO（TRPV2CKO）マウスの DRG から組織片培養を行う。これを 37℃（生理学的温度）と 39℃
（ホットスポット温度）で培養し、その軸索長を定量比較する。WT のみで 39℃環境で 37℃環境
と比較して、有意な軸索伸長促進が見られると予想される。TRPV2CKO マウス由来の培養神経と
比較することで、軸索内部ホットスポット（39℃）が軸索伸長に有用な生体シグナルとなってい
ることを明らかにする。さらに、37℃（生理学的温度）培養中に研究強力者の岡部弘基博士（東
大・薬）が保有する IR レーザー照射装置を用いて軸索の一部だけを加熱し、TRPV2 活性化依存
的に軸索再生が促進するのかも調べる。同様に、ニワトリ胚を用いたタイムラプスイメージング
を行い、IR レーザー加熱により生体内においても軸索伸長が加速するのかを検証する。このニ
ワトリ胚実験では、TRPV2 の過剰発現、TRPV2 の機能阻害（J. Neurosci. 2010 にて使用済み）
プラスミドの導入を組み合わせ、局所加熱により、TRPV2 の機械刺激感受性が亢進し活性化する
ことが軸索伸長に結びつくことを in vivo で証明する。 
上記の実験にて得られる知見を土台に、生体における損傷神経の軸索再生時にメカノセンサ

ー・TRPV2 がどのような生理機能を果たしているのかを明らかにしていく。上記実験で見いだす
「軸索内部ホットスポット（39℃）が軸索再生に有用な生体シグナル」という知見を応用した個
体実験を行う。申請者が開発している臓器局所温度可変装置（柴崎ら、特許公開 特開 2012-
055675）を応用した温熱器具を作製する。そして、座骨神経切断マウス（WTあるいは TRPV2CKO）
を毎日 4時間、強制運動装置のみ、あるいは強制運動装置+温熱器具に取り付け、損傷足に強制
的に運動を施す。そして、WT の温熱群では軸索再生能が著しく向上しているのかを調べ、細胞
レベルの知見が個体の神経再生に及ぼす影響を検証する。さらに、TRPV2 アゴニスト投与による
軸索再生促進作用についても検証を行い、TRPV2 が神経再生の新規創薬ターゲットとなり得るこ
とを証明する。 
 
 
 
４．研究成果 
 再生中の軸索内部ホットスポット（39℃）が軸索再生に有用な生体シグナルとなっていること
を明らかにした。メカノセンサー・TRPV2 を膜伸展刺激+ホットスポット温度という形で活性化
することで軸索伸長能を向上していることを証明し、発生期の神経回路形成の分子メカニズム
について新規の機構を見出した。 
本知見を応用して、病態原因解明の研究にも取り組んだ。TRPV2 の類縁分子であり、TRPV2 同



様にメカノセンサー、温度センサーとして機能する TRPV4 に着目し、網膜剥離の病態悪化機構を
解析した。網膜剥離は強度の近視や糖尿病、ボクサーのように眼に強い刺激を受けることにより
発症する。年間１万人に１人が発症すると考えられており、誰もが患者になる可能性がある失明
を伴う重篤な疾患である。しかしながら、どのような分子メカニズムで病態悪化が進行するのか
よく分かっていなかった。 
今回我々は、網膜剥離時の細胞の変化に注目した。そして、網膜剥離を起こした場合、ミュラ

ーグリア細胞が著しく膨れることを見いだした（３倍に膨らむ）。網膜剥離が起った場合には、
TRPV4 がこの細胞膨化を感知し、異常に活性化することを見いだした。さらに、体温下だからこ
そ、細胞浮腫による TRPV4 異常活性化が生じることを明らかにした。TRPV4 の細胞膨化感知能力
は室温ではとても低い。ところが温度センサーゆえに、体温下では 37℃の温刺激によって TRPV4
が緩く活性化している。ここに、細胞膨化に伴う膜伸展刺激が加わることで TRPV4 は強烈に活性
化する（２つのリガンドが加わることで、それぞれの活性化閾値低下が生じる synergistic 効果
が起る）。その結果、この TRPV4 から大量の Ca2+が流入してしまう。これが炎症性物質・MCP-1
の放出を引き起こすことを突き止めた。そして、この MCP-1 が本来は存在しないマクロファージ
を網膜付近へと引き寄せてしまう。最終的には、この大量のマクロファージが視細胞（視覚情報
処理に必須の細胞）を次々と殺して網膜組織を破壊してしまうことを突き止めた。さらに、ミュ
ラーグリア特異的 TRPV4 遺伝子欠損マウスを作製し、この動物に網膜剥離を引き起こした場合
には、視細胞死がほとんど起らないことを証明した。そして、正常マウスでは、網膜剥離時に
TRPV4 阻害薬を投与しておけば、視細胞死を防ぐことが出来ることも突き止めた。今回の研究で、
網膜組織がダメージを受ける一連のメカニズムを明らかにした。そして、TRPV4 の働きをブロッ
クする薬剤を用いることで有効な治療法が確立出来ることが立証された。 
 TRPV2 は神経細胞に発現し、発生期にはその神経回路形成を制御しているが、神経細胞以外の
神経系細胞には発現していないのであろうか？この点を明らかにするために、脳内における
TRPV2 発現を解析した。その結果、TRPV2 は神経細胞に加え、アストロサイトにも発現している
ことが明らかになった。アストロサイトに発現する TRPV2 が機能的であるのかを調べるために、
培養アストロサイトに人工的な侵害熱刺激（６０度程度までの加温）の付加を行い、アストロサ
イトに興奮が惹起されるのかをカルシウムイメージング法を用いて調べた。その結果、培養アス
トロサイトは約５０度以上の熱刺激により興奮すること、その興奮が TRP チャネル阻害剤
Ruthenium Red で阻害されることが明らかになった。これらの結果は、アストロサイトにも機能
的な TRPV2 が発現している可能性を強く示唆していた。そこで、アストロサイトに TRPV2 が機能
的に発現していることを直接確かめる実験を行った。培養アストロサイトを識別するために
GFAP プロモーター下に EGFP を発現するコンストラクトを作製し、これを細胞に遺伝子導入し
た。そして、緑色に光った細胞のみから電流応答を取ることで、GFAP 陽性アストロサイトの性
質を調べた。さらに遺伝子導入時に、pCAG（Mock）あるいは pCAG –ドミナントネガティブ TRPV2
変異体（DN-TRPV2）のどちらかを発現させた。これらの細胞に５５度程度の熱刺激を行い、熱活
性化電流の大きさを調べた。その結果、Mock 群では外向き整流性の大きな電流が観察されたが、
DN-TRPV2 群ではその電流が消失していた。これらの結果から、運動神経・感覚神経以外に、ア
ストロサイトにも機能的な TRPV2 が発現していることが示された。さらにこの解析の中で、TRPV4
もアストロサイトに RNA 発現が認められること、34 度以上の温刺激に伴う TRPV4 活性化電流が
観察されることも明らかになった。アストロサイトに発現する TRPV4 の生理学的意義を解析し
たところ、脳内で神経細胞が活動し、アラキドン酸が産生すると、これを少数だけ存在する TRPV4
陽性アストロサイトがキャッチ。するとグリア性伝達物質である ATP が放出することが判明し
た。この ATP を介して、周りのアストロサイトへと次々に興奮信号が伝播し、それらのアストロ
サイトから別の伝達物質であるグルタミン酸が放出し、神経活動が増強することを突き止めた。 
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