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研究成果の概要（和文）：本研究により、細胞死に関わる酸刺激により活性化するイオンチャネ

ルは TRPM7 ということが分かり、同時にその酸透過の分子メカニズムを解明した。一方、ア

ルカリ（アンモニア）刺激が関わる細胞死には、TRPM2 チャネルが深く関与することを強制

発現系および内在性のチャネルを調べることによって示した。さらにノックアウトマウスを用

いた機能解析を行った結果、アンモニア血しょうに深く関わっている可能性を示唆した。 

 

研究成果の概要（英文）：In the present study, I identified that TRPM7 is involved in acid-induced cell 

death. Furthermore, permeation mechanism of proton in TRPM7 was also revealed. On the other hand, it 

was revealed that TRPM2 is involved in alkali (ammonia)-induced cell death in heterologously 

expression system and endogenously expressed TRPM2. Moreover, functional analysis for TRPM2 KO 

mice suggested that TRPM2 is involved at the ammoniemia. 
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１．研究開始当初の背景 

動物細胞は、たとえ異常環境や刺激物質に

よる物理化学的な細胞容積変化を強いられ

ても細胞容積を一定に保つ細胞容積調節能

を持っている。最近まで、低浸透圧性細胞膨

張後の調節性容積減尐（Regulatory Volume 

Decrease: RVD）をトリガーする膜伸展活性

化カチオンチャネルの分子実体は、不明であ
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ったが、日本学術振興会(DC2)の期間(研究期

間 H17-18年度)にその分子実体を Transient 

receptor potential (TRP)チャネルファミリ

ーのメンバーである TRPM7であることを発見

した（沼田ら, Am J Physiol. 2007）。一方、

高浸透圧性細胞縮小後の調節性容積増大

(Regulatory Volume Increase: RVI)機構で

は、主に PKC を介した高浸透圧誘導性カチオ

ンチャネルの活性化により達成されること

を 明 ら か に し て き た (Wehner ら , Cell 

Physiol Biochem. 2007)。これらの細胞容積

調節能は、細胞にとって必要不可欠な機能の

一つであり、細胞増殖、分化、細胞死といっ

た生理的、病理的過程に関与している。一度、

イオンチャネルの暴走でこの細胞容積調節

能が破綻すると細胞膨張や細胞縮小といっ

た細胞容積変化を伴った細胞死を招くとい

うことが分かってきている（図１参照）。即

ち、等浸透圧条件下において容積感受性 Cl-

チャネル(VSOR)が異常亢進すると持続的な

細胞縮小(AVD)を伴いアポトーシスが起こる

こと(清水ら, PNAS. 2003)や、酸性条件下に

おいて酸感受性 Cl-チャネル(ASOR)が異常亢

進すると持続的な細胞膨張(NVI)を伴い、ネ

クローシスが起こることから明らかになっ

てきている(Wangら, Pflugers Arch. 2007)。

このようなイオンチャネルの暴走が招く細

胞死はカチオンチャネルでも起こる可能性

が高い。その候補分子として挙げられるのは、

浸透圧、pH、温度変化、化学物質や細胞内代

謝状態などの細胞内外の物理的・化学的な環

境変化によって活性化される TRPチャネルカ

チオンチャネルのファミリーである。最近、

RVDに関わる TRPM7が直接的な膜進展刺激(沼

田ら, Cell Physiol Biochem 2007)だけでな

く、細胞外酸性刺激(Jiangら, J Gen Physiol. 

2005)やアンモニア刺激(Kozak ら, J Gen 

Physiol. 2005)などによって活性化すること

が分かってきている。従って、これらの活性

化刺激による TRPM7の異常活性化によってカ

チオン流入が起き、細胞容積増大を示すネク

ローシス性細胞死を引き起こす可能性が高

い。よって、本タンパク質が導くネクローシ

ス性細胞死のメカニズムとその役割とその

機構について明らかにする必要がある。 

 

２．研究の目的 

イオンチャネルの機能の詳細を検討した

上で、細胞レベルでの検討、個体レベルでの

検討を行う。予備的な実験において、現在知

られている TRPM7の活性化刺激を与えた場合

に生じるチャネル活性の変化を内在的に

TRPM7 が発現している細胞を用いて電気生理

学的に検討を行ってみた。その結果、生体内

で病理的な虚血・再灌流時の血液などで傷害

が起こるような酸刺激により TRPM7電流が増

大することを見出した（図 2 参照、沼田、未

発表）。そのため酸による TRPM7 の異常亢進

により、細胞死が導かれている可能性が高い。

そこで、1.酸刺激時の TRPM7 チャネルそのも

のの活性化メカニズムを発現系を用いた実

験系で点変異を用いた解析と合わせて、詳細

な電気生理学的な解析を行いたい。予備的な

実験で TRPM7電流の増大を確認したが、興味

深いことに TRPM7 は酸、つまり、プロトンそ

のものを透過することも見出している（沼田、

未発表）ので、この酸透過および活性化機構

についても同様に検討を行いたい。2.アポト

ーシスやネクローシスと細胞容積には、図 1

で示しているように密接な繋がりがあるこ

とが分かっているので、細胞容積測定を行い

たい。3.種々の生化学的な手法により、アポ

トーシス死、ネクローシス死の検出を行いた

い。4.現在まで TRPM7は広範に発現しており、

細胞の生存や増殖に関与しておりノックア

ウトマウスの作成は困難であると言われて



 

 

いる。そこで、1.の実験でイオン透過や活性

を変化させたような TRPM7の変異体を用いて

ノックインマウスの作成をすることによっ

て TRPM7の生体内での役割の解明に挑戦した

い。 

一方で、生体内ではアンモニア濃度が高値で

持続すると脳症、いわゆるアンモニア血症が

起こることが知られている。このことから、

大脳グリアの初代培養細胞を用いてアンモ

ニア投与実験を行った。その結果、興味深い

ことにある種の TRPチャネル(TRPX)の発現と

電流の増大を見出した（沼田ら、未発表）。

そこで 1.さらに定量的に TRPXの mRNA、タン

パクレベルでの発現の増加を調べたい。2.細

胞容積の変動、細胞内 Ca2+や活性酸素種など

のシグナル分子の変動を測定したい。3.電気

生理学的にアンモニア投与時のイオンチャ

ネル電流の性質と変化を調べたい。4.生化学

的な手法によって細胞死を検出したい。5.ア

ンモニアは、TRPM7 の活性化因子であること

が知られているので TRPM7 と TRPX との間に

は何らかの関係があることが予想された。そ

こで実際に TRPM7の他の活性化因子である機

械刺激を与えた際の TRPX の発現の変化を確

かめた。この結果、興味深いことにアンモニ

ア刺激と同様に機械刺激においても TRPX の

発現が増大することを見出した（沼田ら、未

発表）。よって、今後この TRPM7-TRPXの関係

を詳細に調べていきたい。6.現在、TRPXのノ

ックアウトマウスを手に入れる予定なので、

上記の細胞レベルの解析、in vivo での役割

を明らかにしていきたい。 

 

３．研究の方法 

平成 20年度：酸誘導性細胞死の機構と TRP

チャネルの役割の解明 

1.酸刺激時の TRPM7チャネルそのものの活性

化メカニズム、透過メカニズムを発現系を

用いた実験系で点変異を用いた解析と合

わせて、詳細な電気生理学的な解析を行う。 

2.酸刺激による細胞死のメカニズムを解明

したい。細胞死は細胞容積調節能のバラン

スを崩すことにより導かれる。酸によって

TRPM7 の異常活性化が起こり、急激なカチ

オンの流入が起きて細胞死が起こること

が予想される。そこで、薬理学的、分子生

物学的手法を用いて TRPM7の異常活性化を

防ぐことにより細胞死が救済されるかを

電気生理学的手法、生化学的手法、分子生

物学的手法を用いて検討する。さらに、1.

の実験でイオン透過や活性を変化させた

TRPM7 変異体を作成することによって、ノ

ックインマウスの作成を行う。 

 

平成 21 年度：アンモニア刺激による細

胞死機構と TRP チャネルの役割の解明 

1.アンモニア刺激によって発現が増大する

ある種の TRPチャネル(TRPX)の mRNA、タン

パクの発現、電流の増加を定量的に調べる。 

2.さらにこの際の TRPX の活性化に細胞内セ

カンドメッセンジャー系やリン酸化シグ

ナルが関与しているかについて検討する。 

3.アンモニア刺激による細胞死のメカニズ

ムを解明したい。予備実験においてアンモ

ニア刺激そのものが TRPX を直接活性化し

て細胞死が起きるわけではないが、発現量

の増大と何らかのシグナルによって細胞

死が起こることを示唆する結果を得てい

る。そこで、TRPX の発現を薬理学的、分子

生物学的手法を用いて抑えることにより

アンモニアによる細胞死からの救済を行

う。さらに、TRPXのノックアウトマウスを

用いることにより、細胞死における TRPX

の役割を確定させる。 

4.アンモニアは TRPM7の活性化因子であるこ

と(Kozak ら, J Gen Physiol. 2005)から



 

 

TRPM7と TRPXとの間には何らかの関係があ

ることが予想される。よって、TRPM7-TRPX

の関係を TRPM7 と TRPX の双方から研究を

進めることによって解明する。 

 

以上を総括しての酸刺激やアンモニア刺激

による細胞死を制御する TRPチャネルの性質

とその役割を解明したい。 

 

４．研究成果 

細胞は時々刻々と変化する環境に適応し

ながら生きるために、多様な刺激に対応して

恒常性を保っている。本研究では、細胞の恒

常性を保つための機構である細胞容積調節

能を基盤に TRPチャネルの暴走による破綻が

招く細胞死を解明する。TRP は、細胞外環境

を感知するイオンチャネルであることから

細胞容積調節能に深く関わっている候補と

して挙げられる。実際に生体内で起こりうる

異常環境や刺激物質を用いると TRPチャネル

は異常活性化、不活性化、さらには遺伝子発

現の変化を引き起こす。今まで細胞容積調節

機構に TRPM7が大きく関与することは報告し

てきた。そこで、TRPM7 その実体の性質をよ

りよく知るためにイオン透過機構および活

性化メカニズムを検討した。HEK293T 細胞に

TRPM7 を発現した細胞にパッチクランプ法ホ

ールセルモードを適用して電流を測った結

果、TRPM7 は 1 価カチオンおよび 2 価カチオ

ンを透過させるチャネルであるという今ま

での報告に加えて、内向き整流性のプロトン

電流を観察した。また、このプロトン電流に

対する生理的濃度の Ca2+と Mg2+の影響から、

pH 5.5付近でプロトンは 2価カチオンと同じ

結合サイトを競合して透過することが分か

った。そこで、TRPM7 におけるプロトンの通

り道と考えられるポア領域の負電荷アミノ

酸を中性化する点変異（E1047A, E1052A, 

D1054A, D1059A）を導入した結果、D1054A で

は、電流が大きく抑制され、E1052A, D1059A

では、部分的に抑制された。これらのことよ

り、プロトンは TRPM7 のポア領域における負

電荷アミノ酸部位を介して流入しているこ

とが明らかとなった。今後、異常環境下にし

た場合の、TRP チャネルの暴走から容積調節

能の破綻、細胞死に至るまでの機構を解明す

る。 

細胞は時々刻々と変化する環境に適応し

ながら生きるために、多様な刺激に対応して

恒常性を保っている。本研究では、細胞の恒

常性を保つための機構である細胞容積調節

能を基盤に TRPチャネルの暴走による破綻が

招く細胞死の研究を行った。 Transient 

Receptor Potential (TRP)チャネルは、細胞

外環境を感知するイオンチャネルであるこ

とから細胞容積調節能に深く関わっている

候補として挙げられた。実際に生体内で起こ

りうる異常環境や刺激物質を用いると TRPチ

ャネルは異常活性化、不活性化、さらには遺

伝子発現の変化を引き起こす。本研究におい

ては、アンモニア血しょう時における細胞死

機構と TRPチャネルの役割の解明を目的とし

た。 

まず、マウスから単離したグリア細胞よりア

ンモニア負荷によって増大する TRPM2の活性

をパッチクランプ法で、mRNA の増大をリアル

タイム PCRで、タンパク質の増大をウエスタ

ンブロットで確認した。次に、TRPM2 の活性

化に関与するシグナルは、細胞内 Ca2+、cAMP、

活性酸素種といったセカンドメッセンジャ

ー系を介すると今までの報告より、予想でき

たので各種蛍光プローブを用いたイメージ

ングシステムを用いて行い、TRPM2 活性を確

認した。さらに、アンモニア負荷による細胞

死は、前年度と同様、細胞容積測定、種々の

細胞死検出法によりアポトーシス死、ネクロ



 

 

ーシス死であることを確認した。さらにノッ

クアウトマウスを用いてコントロール同様

の検討を行った結果、TRPM2 がアンモニア血

しょうに関与する可能性を示唆した。 
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