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研究成果の概要（和文）：活性酸素種は炎症の重要な制御因子である。今回、H2O2が炎症性細

胞マクロファージにおいて TRPM2 による Ca2+流入を惹起し、CXCL8 産生を介した好中球の浸

潤による炎症反応の調節を担うことを示した。今回、TRPA1 が「O2センサー」として機能する

ことも見出した。迷走神経において TRPA1 は高 O2濃度及び低 O2濃度を感知し呼吸機能を調節

することがわかった。即ち、TRPA1 は O2の分圧を鋭敏に感知し、組織への O2供給を制御する

仕組みを制御すると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：Reactive oxygen species (ROS) induce chemokines responsible for the 
recruitment of inflammatory cells at inflamed sites in injury or infection.  Here, we demonstrate that 
the plasma membrane Ca2+-permeable channel TRPM2 controls ROS-induced chemokine production in 
monocytes.  TRPM2 Ca2+ influx controls the ROS-induced signal cascade responsible for chemokine 
production which aggravates inflammation.  On the other hand, Oxygen (O2) intake is tightly 
controlled in order to secure energy production while minimizing the risk of oxidative damage in aerobic 
organisms.  Mammals’ respiratory systems have evolved to respond to changes in O2 availability via 
the carotid body and other chemoreceptors.  Here, our functional examination of the TRP cation 
channels expressed in mouse vagal chemoreceptors reveals that the TRPA1 channel is activated by O2 
and mediates ionic currents in hyperoxia via its prominent sensitivity to cysteine-mediated oxidation.  
TRPA1 is also activated in hypoxia through relief from O2-dependent inhibition by prolyl hydroxylases.  
Hyperoxia- and hypoxia-induced vagal afferent nerve activities and their consequent ventilatory 
responses are are controlled by TRPA1.  Thus, TRPA1 is an O2 sensor that regulates O2 supply in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

Transient Receptor Potential タンパク質
（TRP）は、29 種類のホモログが 6 つのファ

ミリー（M、C、V、A、ML、P）を構成して
いる。それらは受容体から phospholipase C
（PLC）の活性化を介した Ca2+、脂質代謝物
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等の細胞内シグナル動員に応答し、細胞内へ
の Ca2+流入を担うだけでなく、エネルギー・
酸化還元（redox）状態、温度、プロトン、浸
透圧等の物理化学的なパラメーターのセン
サーとしても働くカチオンチャネル群であ
り、申請者は中でも、TRPM2 が活性酸素種
（reactive oxygen species：ROS）を感知、活性
化開口する、レドックス感受性 Ca2+透過型チ
ャネルを形成していることを示した。（Hara, 
Mol. Cell, 2002 年；2 月号 featured article）。ま
た、TRPC1、TRPC4、及び TRPC5 チャネル
が、PLC 活性化だけでなく、システイン残基
酸化修飾により一酸化窒素（NO）や ROS を
感知して活性化開口し、Ca2+を流入させるこ
とも明らかにした（Yoshida, Nature Chem. 
Biol., 2006）。このように、高レッドクス感受
性を示す TRP チャネル群が細胞死との関連
において研究されてきたが、生理的意義は依
然として不明であり、解明が待たれていた。
特に、TRPM2 は単球、好中球、T リンパ球、
神経細胞等に豊富に発現しており、それらに
おける生理的役割は不明である。TRPM2 の
活性化には ADP リボース（ADPR）が重要な
役割を果たす。しかし、ROS 刺激下、ミトコ
ンドリアからの放出によるADPR濃度上昇で
は、TRPM2 の活性化開口には不十分であり、
TRPM2 の ROS 感受性を支える分子機構は未
解明であった。加えて、TRPM2 の ROS 依存
性の本検討が、シグナル伝達分子としての役
割が未解明であるADPRの解明にもつながっ
た。  
  一方、「炎症」は創傷や感染に対する生
体応答であり、損傷部位に体液、タンパク質、
炎症性の細胞群を送り込み、障害性の物質を
取り除くとともに、治癒回復を促進させると
いう自然免疫としての意義を有する。また、
炎症は最も重大な疾病の一つであるとも認
識されている。炎症を制御する血球系細胞、
好中球と単球/マクロファージは、炎症性サイ
トカイン、特に、タンパク質液性因子「ケモ
カイン」が、好中球と単球/マクロファージの
炎症部位への化学遊走に重要である。炎症部
位においては、微生物除去に働く好中球由来
の生体防御活性は ROS が顕著であるが、ROS
産生が持続すると、炎症組織に強い傷害を与
える。ROS の作用機序としては、旧来考えら
れてきた、細胞構成要素に対する非特異的な
酸化的破壊反応に加え、近年、単球において
レドックス感受性転写因子 NFB を活性化し、
炎症性ケモカインの産生を引き起こす、ROS
のシグナル伝達因子としての働きが注目さ
れている。また、好中球遊走浸潤には単球由
来のケモカイン IL-8（CXCL8）が重要であり、
その産生には様々の生理応答制御において
枢要であるCa2+シグナルが重要であることが
示されている（T や B リンパ球の活性化には
Ca2+シグナルは必須）。しかし、ROS や Ca2+

（或いは APPR）といった重要な細胞シグナ
ル伝達分子が協調して、炎症におけるケモカ
イン産生をどのように制御するかは明らか
になっていなかった。 
 
２．研究の目的 
レッドクス感受性 TRP チャネル群の生理的
意義の解明をめざし、以下の個別課題を探究
する。 

（1）中心課題：ROS シグナルと Ca2+シ
グナルとの直接連関を担う TRPM2 チャネル
による、「炎症」における CXC ケモカイン産
生の制御機構とその意義の解明。ここでは、
ヒト U937 単球株 in vitro 培養系を主として用
い、単球の ROS 依存性 CXCL8 産生における、
Ca2+シグナルとレドックス感受性 MAP キナ
ーゼ-NFB シグナル経路の TRPM2 による制
御機構を明らかにする。ここでは、上シグナ
ル制御機構と ROS 依存性 TRPM2 活性化機構
との関連、或いは ADPR シグナルとのクロス
トークについても検討する。また、既に作製
に成功した TRPM2 ノックアウト（KO）マウ
スの in vivo 炎症モデル（潰瘍性大腸炎等）を
用い、CXCL2（＝MIP-2）依存性の好中球浸
潤における、TRPM2 の役割を明らかにする。 

（2）発展課題：TRPM2 が制御する ROS
依存性ケモカイン産生と、好中球遊走を介し
た炎症発症機構の更なる意義付け。具体的に
は、TRPM2KOマウスを用い、当該機構のROS
が深く関与する心筋壊死への関与を、心筋梗
塞モデルにおいて調べる。また、単球に次い
で、TRPM2 が豊富な好中球に特有の ROS 産
生 oxidative burst、貪食や化学遊走能そのもの
への TRPM2 の関与を調べる。さらには、好
中球の浸潤過程である血管透過に着目し、好
中球由来の ROS により活性化される、TRPC5
を介した内皮細胞での Ca2+流入と NO 産生、
及びそれによる好中球の血管壁通過の調節
機構を TRPC5KO マウスを作製・解析するこ
とにより明らかにする。 
 
３．研究の方法 

まず、U937 単球株の in vitro 培養系を用
い、U937におけるTRPM2チャンネル活性を、
パッチクランプ法による電流測定（ADPR と
H2O2）と Fura-2 による Ca2+蛍光測定（H2O2）
に siRNA（或いは hsRNA）によるノックダウ
ンにより同定した。siRNA、特異的阻害剤、
dominant negative 体を適宜使い、H2O2により
活性化される TRPM2 を介した Ca2+流入から
MAP キナーゼ（extracellular signal-regulated 
kinase （ERK）等）、NFB 活性化、CXCL8
遺伝子誘導までのシグナル経路の同定を行
った。ROS 依存性 TRPM2 活性化機構におい
て、上シグナル制御機構に関連付けて、H2O2

誘導性のキナーゼ（JAK や ERK 等）・フォス
ファターゼ（PTP）による TRPM2 の ADPR



に対する感受性亢進の観点からも、上測定法
を用い解析した。 

TRPM2KO マウスを作製し、U937 を用い
て得られた結果は、生化学的解析に単球の数
が十分に得られにくいものを除き、KO マウ
ス由来の単球により再確認する。また、filter
越えの in vitro 遊走 assay により TRPM2KO と
野生型由来の単球の CXCL2（中和抗体により
確認）産生を比較した。in vivo 炎症モデルと
して dexstran sulfate sodium 誘導性の潰瘍性大
腸炎マウスモデル（DSS モデル）を採用し、
TRPM2KO と野生型を比較し、TRPM2 の役割
を明らかにした。CXCL2 依存性の大腸への好
中球浸潤の解析には、血球特異抗体による免
疫組織化学的手法に組織からの単離細胞に
対 す る FACS (fluorescence activated cell 
sorting)解析を用いる。炎症と潰瘍の重度に関
しても、大腸等の固定組織の HE 染色による
詳細な組織学的観察を行った。 

別のレドックス感受性チャネル TRP に
も着目し、その生理的意義の解明も行った。 
 
４．研究成果 
  TRPM2 を介した Ca2+ 流入が、ヒト単
球細胞株 U937 における H2O2 によるケモカ
イン CXCL8 の産生に、Erk 及び NFκB を介
して関与することが明らかになった。Erk 活
性化は、Ca2+ 依存性チロシンキナーゼ Pyk2 
が TRPM2 を介した Ca2+ 流入を感知し、
Ras の活性化を介して引き起こされる。活性
化  Erk は  NFκB の核内移行を惹起し、
CXCL8 産生誘導を引き起こし、単球におけ
る Ca2+ 及び H2O2 による CXCL8 産生誘導
を結びつける分子実体として、TRPM2 が機
能することを明らかにすることができた。こ
のように、TRPM2 を中心として、これらの
タンパク質群がどのようにして、シグナル複
合体 channelsome を形成するかを明らかにす
るための重要な一歩となる成果を上げるこ
とができた。次いで、TRPM2 KO マウスを作
製し解析を続けたところ、DSS)誘導性の潰瘍
性大腸炎を惹起した炎症マウスモデルにお
いて、WT マウスの単球及び大腸において強
いケモカイン CXCL2 産生が認められたが、
TRPM2 KO マウスにおいてはそれが抑制さ
れていた。また、単球/マクロファージの大腸
への浸潤は WT 及び TRPM2 KO マウスと
もに同程度認められたが、好中球の浸潤は 
TRPM2 KO マウスにおいて著しく抑制され
ていた。好中球の遊走能は WT と TRPM2 
KO 間で違いがなかったことから、炎症部位
のマクロファージにおける TRPM2 依存的
な CXCL2 産生誘導が好中球の大腸への浸
潤を惹起していることが明らかになった。
DSS 処置後の WT マウスの大腸に認められ
た潰瘍形成は、TRPM2 KO において強く抑制
されていた。以上、本研究により、単球/マク

ロファージのTRPM2 channelsomeの炎症にお
ける生理的意義が明らかになった。 
  引き続いて、大腸炎とは異なる炎症病態
への知見の拡大に成功した。即ち、動脈結紮
による心筋梗塞－再還流モデルを TRPM2KO
マウスに適用し、活性酸素種が深く関与する
心筋細胞死への TRPM2 チャネルへの関与を
用い調べた。野生型マウスに比較すると、本
TRPM2 ノックアウトマウスにおいては、顕
著な心筋細胞死の減少が見られ、炎症性細胞
の中でも、好中球浸潤の抑制が重要であるこ
とがわかってきた。ランゲルドルフ環流下、
好中球を添加し心筋組織中への浸潤を調べ
たところ、特に、好中球の心血管への接着能
の減少がこの表現型に大きな影響を与えて
いることが明らかとなった。ここで好中球の
遊走因子として働くのはロイコトリエン B4
であることも明らかとなった。また、TRPM2
チャネルはCa2+流入だけでなくリソソームか
らのCa2+放出にも関与することが分かってき
た。この過程は、マクロファージの細胞死の
調節に関与することがわかったが、樹状細胞
における分布を考慮するとそこでの重要性
の方が高いことが予想される。この知見は、
TRPM2 の新たな機能的側面を示すものであ
る。さらに、ストア依存性 Ca2+チャネルを形
成する Orai タンパク質のシステイン残基の
酸化修飾について我々の開発した活性ジス
ルフィドプローブを用いて解析したところ、
特定のシステイン残基が酸化修飾をうける
こともわかった。酸化修飾はチャネル活性は
Oraiによるストア依存性Ca2+チャネル活性を
減じることから、酸化修飾が免疫細胞の酸化
ストレスを介した選択機構に関与している
ことが示唆された。 
  TRPM2の局在性を詳細に調べることに
より、形質膜だけでなく細胞内膜にも存在す
ることが明らかになった。特に、リソソーム
からのCa2+放出を制御することにより、膵ベ
ータ細胞の細胞死を制御することが明らかに
なった。細胞外からのCa2+流入との連関を調
べていくことが、本TRPM2の役割の完全な理
解のためには重要である。 
  TRPM7はMg2+やCa2+等の流入を制御する
ことにより生理機能を果たすことが着目され
てきたが、今回、TRPM7をin vivoノックダウ
ンすることにより、マウス脳において、虚血
時に活性化開口し細胞外から主としてNa+を
流入させることにより、神経細胞死を惹起さ
せる役割が明らかとなった。また、興味深い
ことに長期増強などのシナプス可塑性にも関
与することがわかった。 
  新たな展開として、異なった酸化力（酸
化還元電位）を示す活性ジスルフィドを多数
用意し、それらを添加した際のTRPチャネル
活性を評価することで「酸化還元電位」と「
TRPチャネル活性」との相関を調べた。その



結果、酸化感受性TRPチャネルはそれぞれ固
有の酸化感受性活性化の閾値をもつことが明
らかになった。中でもTRPA1は最も高い酸化
感受性を示し、その活性化閾値はO2の酸化還
元電位よりも低く、TRPA1のO2に対する応答
性が予見された。実際にTRPA1を発現させた
細胞に高O2溶液を添加してみると、TRPA1を
介した陽イオン電流が観察された。また、Cys
点変異体の機能的評価及びラベリング実験に
より、高O2によるTRPA1の活性化には細胞質
領域に存在するCys633とCys856の酸化が重要
であることを見出した。さらに、TRPA1は驚
くべきO2に対する応答性を示した。即ち、N2
ガスを通気させた低O2溶液がTRPA1を介した
陽イオン電流を活性化したのである。TRPA1
のO2に対する容量-反応関係は逆ベル型を示
し、極小の反応を引き起こすO2分圧は137 
mmHgと、通常の大気圧におけるO2分圧(152 
mmHg)より低かった。TRPA1のアミノ末端領
域にはプロリン（Pro）水酸化酵素（PHD）に
より反応を受ける配列（Pro水酸化モチーフ）
が存在する。PHDのO2に対するミカエリス定
数(KM)は大気圧下における溶存O2濃度付近
であり、生理的範囲内のO2濃度の低下はPHD
の水酸化酵素活性を低下させ、その結果、新
たに合成されたTRPA1の水酸化される比率が
低下することから、通常O2状態下のTRPA1に
おいては、Pro水酸化モチーフに存在するPro
残基がPHDにより水酸化されており、これに
よりTRPA1の活性は抑えられると考えられる
。一方、低O2状態では新たに合成されたTRPA1
がPHDによる水酸化反応を受けないため、
TRPA1は抑制されずに活性化状態にあること
になる。高O2状態においては、Cys酸化による
活性促進がProの水酸化による活性阻害を凌
駕し、TRPA1が活性化すると考えられた。 
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