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研究成果の概要（和文）： 

TRPV2チャネルが、さまざまながん細胞で発現していることを認めた。そこで、まずヒトの肉腫

細胞株でTRPV2の機能検討をした。EGFなどの増殖因子刺激によりTRPV２が形質膜にトランスロケ

ーションして、持続的なカルシウム上昇を認めた。さらに、EGF刺激によるカルシウム上昇は、

TRPV2のノックダウンやTRPチャネル阻害剤により抑制された。また、PI-3 キナーゼ依存的に

TRPV2がトランスロケーションした。TRPV２は、細胞膜の細胞運動先端であるフィロポディア・

ラメリポディア部位に局在し、その局在が増殖因子刺激によりダイナミックに変化するのを見い

だした。さらに、細胞接着を制御する分子との検討では、TRPV2とβインテグリン、ビンキュリ

ン、パキシリン等の細胞接着の構造と機能を制御するタンパク質と共局在することがわかった。

そこで、接着斑における分子・およびその機能を可視化するプローブを作製して検討した。接着

斑におけるビンキュリンのコンフォーメーション変化とビンキュリンの伸展感受センサーを作

製・利用して検討すると、ビンキュリンのコンフォーメーション変化とTRPV2の局在の変化、さ

らにTRPV2による細胞内カルシウムがダイナミックに変化するのを見いだした。TRPV2により調節

される細胞内カルシウムは、その細胞接着部における接着斑の崩壊に重要な機能を有することが

示唆された。TRPV2のトラフィッキング機構は、細胞運動における細胞膜のリサイクリング機構

と関連性が強いことが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
TRPV2 channel was expressed in various cancer cells. In the present study, human 
fibrosarcoma cell lines was selected as a model system. Stimulation by EGF induced 
translocation of TRPV2 to the plasma membrane by a phosphatidylinositol (PI) 
3-kinase-dependent mechanism. Moreover, an application of EGF caused a sustained increase 
of cytoplasmic calcium. Knock down of TRPV2 or TRP inhibitors blocked the changes in free 
calcium concentration. TRPV2 was localized at the filopodia or lamellipodia in the cells. 
TRPV2 also colocalized with focal adhesion structures, such as β-integrin, paxiliin, 
and vinculin. To further analyze these localization of TRPV2, vinculin conformation 
sensor FRET probe or vinculin tension sensor FRET probe was used.  The vinculin 
conformation changes and calcium changes were observed around the front of the migrating 
cells. TRPV2 trafficking is related with the recycling of the plasma membrane. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞接着・細胞運動は癌細胞の浸潤・

転移ばかりでなく、発生における形態

形成、神経系の神経突起の伸長、免疫

細胞の抗原認識・異物排除・炎症部位

への集積などのさまざまな重要な生体

反応に関わっている。以前より、細胞

内のカルシウム(Ca 2+ )は細胞接着・運

動、細胞骨格、細胞増殖の調節に重要

であることが知られている。しかし、

細胞接着・運動において細胞内Ca2+動

態がどのように制御されているか、さ

らに、癌細胞の浸潤・転移において細

胞内Ca2+動態がどのように制御または

脱制御されているかは不明である。申

請者のグループは、世界で初めて増殖因子刺

激で細胞膜にトランスロケーションするCa2+

透過性チャネル(TRPV2)を同定し報告した

(Nature Cell Biol.1:165,1999)。これはCa2+

透過性イオンチャネルが、細胞内トラフィッ

クにより調節されることを初めて明らかにし

たものである。またさらに申請者は、TRPV2チ

ャネルがマクロファージの細胞接着・運動に

重要であることを論文として報告した（J Cell 

Physiol.210: 692,2007）。ケモカイン、血

清、増殖因子刺激などにより、TRPV2

チャネルが活性化されて持続的な細胞

内Ca2+上昇が生じる。このCa2+流入に際

しては、チャネル分子がホスファチジ

ルイノシトール３(PI3)-キナーゼ依存

的に細胞表面にトランスロケーション

して、インテグリン、フォカルアドヒ

ージョンキナーゼなどの細胞の接着斑

構成分子群と共局在し、複合体を形成

してCa2+チャネルとして機能すること、

そしてこのチャネル機能を阻害すると

細胞運動が抑制されることを報告した。

インテグリンを介しての細胞外マトリ

ックスの接着様式には、フォーカル・

コンプレックス、それが成熟したフォ

ーカル・アドヒージョンがあるが、さ

らにフォーカル・コンプレックス/アド

ヒージョンが集族した特殊な接着構造

としてポドソーム(接着斑がクラスタ

ー化した構造で、癌細胞では浸潤仮

足：インベドポディアと呼ばれる)があ

ることも知られている。これらの接着

斑は、細胞接着・運動のシグナルのプ

ラットホームとして機能して、さまざ

まな分子群により制御されていると考

えられている。最近我々は、このシグ

ナルのプラットホームであるポドソー

ムにTRPV2 が、GPCR刺激によりトラン

スロケーションして分単位でポドソー

ムの形態をダイナミックに調節するば

かりでなく、この特殊な接着構造のポ

ドソームにおいて、TRPV2 が局所的な

細胞内カルシウム上昇をもたらし、細

胞接着斑を崩壊させる。この繰り返し

によりポドソームのターン・オーバー

が制御されて細胞運動が制御されてい

ることを見いだした。 

 

２．研究の目的 

細胞接着・運動に際してCa2+チャネル分

子自体が細胞膜表面の接着斑に動員さ

れ、接着斑のさまざまな分子群と複合体

を構成して接着・運動を制御する。さら

に、それに伴う細胞内カルシウム上昇に

より、接着斑を構成する分子複合体は壊

され、チャネル自身は細胞内にインター

ナリゼーションされ機能を失う。接着斑

のターン・オーバーをカルシウムチャネ

ル分子自身が積極的に制御する全く新



規の調節機構が存在するものと考えら

れる。細胞接着・運動の制御には、秒単

位から分単位のダイナミックな接着の

変化が重要である。細胞内のカルシウム

シグナルが、接着・運動を制御している

とことは以前から知られていた。しかし、

カルシウムシグナルを生み出す分子実

体が不明のため詳細は不明のままであ

った。  申請者は、細胞運動能が高いメ

ラ ノ ー マ 細 胞 株 や 線 維 肉 腫 細 胞 株 に

TRPV2 高発現していること。そのTRPV2

チャネルの機能を阻害すると細胞運動

が抑制されることを見いだしている。さ

らに海外の研究グループにより、TRPV6

が前立腺癌のホルモン非依存性の増殖、

被膜外浸潤、細胞増殖などの悪性度と相

関して前立腺癌の予後因子となりうる

ことが報告されている(J Bio Chem 2001, 

Oncogene 2003 など)。しかし、これま

で細胞の接着・浸潤におけるカルシウム

チャネルの制御機構の解析はまったく

なされておらず、癌細胞の転移・浸潤に

おけるカルシウムチャネルの病態生理

学的意義も不明のままである。申請者は

TRPV2 チャネルの調節機構の解析から、

カルシウムによる細胞骨格・接着調節因

子の制御機構を明らかにしたいと考え

ている。 

が

G

 

３．研究の方法 

Ⅰ    TRPV2チャネル分子強制発現系とノックダ

ウン 細胞系の樹立： TRPV2の細胞外ドメインに

タグを付加したもの、また蛍光蛋白と癒合させた

コンストラクトを作製して、TRPV2の細胞内局在

をリアルタイムに可視化するのに成功している。

さらにアデノ,レトロ,レンチウィルスベクター

によるマウス・ラット・ヒト TRPV２の発現コン

ストラクトを作製した。さらに、ヒト・マウス・

ラットTRPV2 siRNAを作製して、内因性のTRPV2

の発現・機能を阻害したノックダウン癌細胞株を

樹立する。 

Ⅱ  上記のTRPV２高発現細胞株・異所性発現細

胞株・ノックダウン細胞株の検討： 

１）細胞運動能の評価 白血病細胞株、メラ

ノーマ細胞株、神経内分泌細胞株、ヒト

線維肉腫細胞株、血管内皮細胞株などの

一般的に細胞運動が評価されているモ

デル細胞にも、TRPV2 チャネルが発現し

ている。そこで、市販されている浸潤アッセ

イ・を利用して、細胞・接着・運動・遊走能を評

価する。 

2）カルシウムチャネルの活性化の検討  さま

ざまな刺激によるチャネル分子の動態と細胞内

Ca2+動態の変化をCa2+感受性蛍光色素・蛍光蛋白

プローブ(Fura-2、カメレオン)で可視化する。さ

らに、TRPV2チャネル高発現に伴う細胞骨格、オ

ルガネラの形態、接着分子群の局在の変化を検討

する。 

Ⅲ 細胞のcollective migration(集団遊

走)と単細胞の遊走の相違の解明器官形

成などの形態形成時に生じる細胞遊走

の特徴は、個々の細胞がバラバラになっ

て遊走するのではなく、集団で遊走する

こ と が 重 要 で あ る  (collective 

migartion) 。細胞間接着を制御する機

構と細胞—基質の接着するシグナルには

クロストークがある。そこで、TRPV2チ

ャネル分子と細胞間接着を制御する分

子群との関連性を検討する。 

1) ホスファチジルイノシトール3 (PI3) - キナ

ーゼ、phosphatase and tensin homolog (PTEN) は

癌細胞浸潤・転移、増殖に強く関連することが知

られている。そこで細胞内におけるPIP 2 , 

PIP 3 を rp1-PH domain GFP,  Akt-PH 

domain GFPで可視化 (PHドメインでPIP 2、

PIP 3 につき機能する蛍光分子 )して、

TRPV2 チャネル分子との細胞内局在、細

胞内Ca2+との関連性を検討する。 

2) 低分子量G蛋白 質との関連：低分子G蛋白(Rho、

Rac、Cdc42、Rap1)活性促進変異体・抑制変異体

を利用して細胞運動に伴うフィロポディア、ラメ

リポディアなどの細胞の形態変化とチャネルの

局在、細胞接着斑の構造変化、細胞内Ca 2+動態を

蛍光顕微鏡、共焦点顕微鏡、エバネッセント顕微

鏡で検討する。 

3）細胞骨格(アクチン・チュブリン・ミオシン) 

とそれらを制御する分子群との関連 

アクチン制御蛋白には、カルシウムで直接調節さ

れているゲルソリンやカルシウムカルモジュリ

ン依存性酵素により調節されているミオシン軽

鎖キナーゼなどがある。そこでアクチン重合阻害

剤、チュブリン重合阻害剤、非筋肉型ミオシン

II 阻害剤を利用して TRPV2 チャネルとの局在・

機能との関連性を検討する。 

Ⅳ ノックアウトマウスの作製：マウス

TRPV2 のゲノムをもとに Cre-lox システ

ムを利用してシステミック・ノックアウ

トマウス、コンディショナル・ノックア

ウトマウスの作製する。 

 

４．研究成果 

1)さまざまながん細胞株における TRPV2

の発現を PCR でスクリーニングした。 

表１の四角で囲んだ細胞株に TRPV2 の

発現を認めた。 



 

 

               図 3 

５）カルシウムの変化を fura-2 で検討

すると EGF 刺激により細胞外からのカ

ルシウム流入を認めた。(図 4) 
               表１ 

２ ） 上 記 細 胞 株 で さ ら に 検 討 す る と

HT-1080 細胞株で TRPV2 の発現量が多い

ことが判明した。そこで、TRPV2 抗体で

免疫染色を行なった(図１)。細胞表面、

さらに細胞内にも TRPV2 が局在するこ

とがわかった。 

 

 

 

 

                図 4 

６）EGF 刺激によるカルシウム上昇は 

PI 3 キナーゼ阻害剤により抑制された

（図５）。 

 

               図１ 

３）TRPV２の細胞外ドメインに myc 抗体

で認識できる部位を挿入して、細胞表面

にのみ存在する TRPV2 を検討した( 

図２）。TRPV2 は、ラメリポディアに局

在し、接着斑構造に局在することがわか

った。 

 

             （図５） 

 

7)EGF 刺激により細胞運動が生じ、細胞

運動先端のにおいてカルシウムの上昇

を認めた。この部位では vinculin のコ

ンフォーメンション変化が生じている。

TRPV2 によるカルシウム上昇により、細

胞接着構造がダイナミックに変化して

いると考えている。さらに、詳細な検討

が必要である。 

               図２ 

４）TRPV2-strawberry を HT-1080 細胞

に発現させ、EGF で刺激すると TRPV2 チ

ャネルのトランスロケーションを認め

た。(図 3) 
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