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研究成果の概要（和文）： 

口腔上皮細胞が口腔内の状態を感じ取ることができると仮説を立てて、温刺激・物理刺激およ

び化学刺激のセンサーとして知られている TRPV4 チャネルの発現をラットを対象として調べた。

ラット口腔粘膜上皮における TRPV4 の発現を mRNA レベルおよび蛋白レベルで確認した。また機

能的な特徴を知るために電気生理実験法および Ca2+ imaging 法を行い、TRPV4 の作用薬剤と阻

害剤を利用し、TRPV4 が誘発した電流と Ca2+の移動を観察することができた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

I hypothesized that oral epithelial cells have perception of multi-stimuli in the oral 

environment. So I investigated the expression of TRPV4 channels, which were known as 

sensors for warm temperature, mechanical and chemical stimuli, in rat. T identified 

TRPV4 expression at mRNA and protein level. To investigate it’s functional characters, I 

took advantage of electrophysiological and Ca2+ imaging methods. Using TRPV4 

activators and inhibitors, I observed TRPV4 induced currents and Ca2+ mobility. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)これまで食べ物由来の機械刺激は口腔粘

膜に分布した神経終末が感知していると考

えられていた。 

(2) TRPV4 チャネルは機械刺激・体液の低浸

透圧・温刺激および 4α-PDD により活性化さ

れる。予備実験で、口腔上皮に発現している

ことを確認した。 

 

２．研究の目的 

(1)口腔粘膜上皮における TRPV4 の発現局在

を明確にする。 

(2)TRPV4 の機能的な発現を調べる。 

(3)口腔上皮から神経への情報を伝達するメ

カニズムを検討する。 

 

３．研究の方法 

(1)RT-PCR、western blotting、免疫染色法

で、口腔粘膜上皮における TRPV4 の局在を確

認する。 

(2)ラット口腔上皮細胞を培養し、

whole-cell patch clamp 法で、TRPV4 の作用

薬剤と阻害剤を利用し、TRPV4 誘発した膜電

流を観察する。 

(3) カルシウムイメージング法で、TRPV4 作

用薬剤および低浸透圧液灌流による細胞内

カルシウム濃度変化を観察する。 

(4)ATP release assay 法で、低浸透圧および

TRPV4 作用薬剤による口腔上皮から ATP 分泌

される量を比べる。 

 

４．研究成果 

（１）Conventional RT-PCR 法で、ほとんど

の温度感受性 TRPチャネルはラットの口蓋上

皮、頬粘膜上皮および舌上皮組織に mRNA レ

ベルで発現すると明らかにした。 

 

 

 

 

（ラットの頬粘膜上皮・舌上皮および口蓋上

皮における TRP チャネルの発現。三叉神経節

（TG）は positive control として用いた。）  

 

（２）Real-time PCR 法で、それぞれの TRP

チャネルは口腔内の部位により、発現様式が

異なっていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（ラット頬粘膜上皮・舌上皮・口蓋上皮と

三叉神経節における TRPV1 および TRPV4 の

real time qPCR による発現量の比較） 

 

（３）急性単離したラット口蓋上皮細胞およ

び培養した頬粘膜上皮細胞を使い、Ca2+ 

imaging 法で、TRP チャネルの作用薬剤およ
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び阻害剤の投与で、TRP チャネルの機能的な

発現が明らかになった。 

 

 

 

 

 

（急性単離したラット口蓋上皮細胞におい

て、TRPV3 作用薬剤 camphor により、細胞内

カルシウムの濃度が上昇した。この上昇は

TRPV チャネルの阻害剤 ruthenium red(RR)に

より、減弱された。） 

 以上の研究成果は口腔粘膜上皮が口腔内

を被覆するだけではなく、食べ物由来の種々

の刺激に対する最前線として、TRP チャネル

を介し、センサーとして働いていることを示

唆した。これらの成果は Journal of Dental 

Research に発表された。 

 

（４）培養したラット頬粘膜上皮細胞におけ

る TRPV4 の mRNA レベルおよび蛋白レベルで 

の発現を明らかにした。 

 

（５）電気生理学実験法を利用し、培養した

頬粘膜上皮細胞において、TRPV4 の活性化剤

4α-PDD および GSK1016790A による膜電流の

増強が見られた。また、この増強は TRPV チ

ャネルの阻害剤 ruthenium red により、抑え

られ、この電流が TRPV4 が誘発した電流と示

唆された。 

口腔上皮細胞からのホールセル記録を報

告している研究者は私が知る限りはなく、口

腔上皮細胞に発現しているチャネルの電気

生理学上の機能解析は当研究が確立した貴

重な技術である。 

 

（６）Ca2+ imaging 法で、TRPV4 の作用薬で、

TRPV4 誘発した細胞内カルシウム濃度の上昇

を確認した。さらに、低浸透圧の外液で還流

し、細胞内カルシウムの上昇、および TRPV4

特異な阻害剤によるこの上昇の減弱がまた

観察でき、TRPV4 が低浸透圧による上皮細胞

の反応に参与すると明らかにした。 

 

（７）急性単離した口腔上皮を等張液・高浸

透圧液・低浸透圧液で刺激したところ、低浸

透圧刺激により、ATP 遊離が顕著に増加し、

TRP チャネル阻害剤である ruthenium red に

より阻害された。上皮からの伝達物質の候補

として ATP が示唆された。 
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