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研究成果の概要（和文）：TRP型カチオンチャネルのタンパク分解、転写発現調節および機能変化について検討し、炎
症性刺激でTRPA1型カチオンチャネルが発現誘導されることを明らかにした。その発現には炎症性刺激の下流で一般的
に働く転写因子でなく、低酸素刺激時に活性化される転写因子が関与すること、さらにはTRPA1型カチオンチャネルの
プロモーター領域にその特異的な結合配列が存在することを見出した。TRPA1型カチオンチャネルは炎症時の痛み伝達
に関わることが明らかになっており、炎症時の疼痛を軽減する治療薬の開発に寄与する重要な発見である。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we have found that TRPA1 channel, a subfamily of TRP cat
ion channel, is substantially induced by inflammatory stimuli in channel-expression and channel-function l
evels;  a transcriptiona factor, which is activated in hypoxia, is involved in the induction and TRPA1 gen
e promoter has a specific binding site of the factor. Because TRPA1 channel is involved in nociception, th
e present finding may contribute to developement of novel drugs for inflammatory nociception.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 生体機能の主要な決定因子のひとつであ

るタンパク質は、核内に格納された設計図で

ある遺伝情報（DNA）が読み取られ（転写）、

その情報を元にアミノ酸鎖が合成され（翻

訳・タンパク合成）、化学修飾を受けながら

発現部位に運ばれ（タンパク質輸送）、機能

する。さらにタンパク質は、役割を終えた後、

速やかに分解されるが、その一部はタンパク

質輸送され、貯蔵後、再び機能部位に運搬さ

れ、機能発現する。このように多岐にわたる

制御を受けるため、タンパク質の働きは極め

て多くの因子・要因により変化する。イオン

の輸送を担うタンパク質であるイオンチャ

ネルもその例外ではない。しかしイオンチャ

ネルタンパク質の分解機構の詳細やその異

常にともなう疾患などについては、ほとんど

明らかになっていない。 

 

２．研究の目的 

 イオンチャネルタンパク質の分解につい

ては、その異常が Liddle症候群として知られ

る腎臓のナトリウムチャネル（ENaCαβγ）

の発現異常を引き起こすことが明らかにな

っているが、その他のイオンチャネル、とく

に Ca透過性カチオンチャネル（TRPチャネ

ル）では、ほとんど不明である。そこで本研

究では、TRPチャネルについて、その分解機

構の詳細および疾患との関わりを明らかに

する。とくに本研究では、TRPV2 および

TRPV4 チャネルについて、その分解機構の

詳細および疾患との関わりを明らかにする。

また TRP 型カチオンチャネルのひとつであ

る TRPA1 チャネルについてもその発現制御

機構と炎症との関わりが解明できたので併

せて報告する。 
 
３．研究の方法 
3.1 細胞培養 

 ヒト滑膜細胞(SW982 を含む）は Cell 

Applications より、HEK293 細胞（ヒト胎児

腎細胞株）はヒューマンサイエンス研究資源

バンクより入手した。滑膜細胞は、滑膜細胞

増殖培地に100 U/ml ペニシリンG、100 µg/ml 

ストレプトマイシン及び 10%非働化 FBS を加

えて、5% CO2存在下 37
oC で培養した。293 細

胞は DMEM に 100 U/ml ペニシリン G、100 

µg/ml ストレプトマイシン及び 10% 非働化

FBS を加えて、5% CO2存在下 37 
oC で培養し

た。 

 

3.2 RNA 抽出と逆転写酵素反応および PCR

法・定量的 PCR 法 

 AGPC 法により total RNA を抽出し（0.2 

µg/µl に調製）、標準のプロトコール

（Applied Biosystems 社）により逆転写反応

を行った。 

 PCR 法による遺伝子の増幅には各ターゲッ

ト遺伝子特異的なプライマー（human）を用

いた。  

 定量的 PCR 法は SYBR Green を用いたイン

ターカレーター法により検討した。β-actin

を内部標準として使用し、各遺伝子の発現を

相対値で表した。 

 

3.3 発現プラスミド 

 pCMV- β gal は Dr. Jeffery L. Wrana

（ Samuel Lunenfeld Research Institute, 

Canada） より供与された。pGL4.14 ベクター

は promega 社より購入した。pCMVβ-p300、

pCMV-p65 は岡本尚教授（名古屋市立大学）よ

り供与された。それぞれのイオンチャネルプ

ロモーター領域を PCR により増幅し、

pGL4.14 ベクターに挿入した。すべてのコン

ス ト ラ ク ト は DNA シ ー ク エ ン サ ー

（ABI3130-Avant Genetic Analyzer, ABI）

にて配列を確認した。 

 

3.4 ルシフェラーゼ法 

 293 細 胞 を 24 well プ レ ー ト に

5x104cells/well になるよう調製し、各種レ



ポータープラスミド、

の遺伝子を発現するプラスミドをコ・トラン

スフェクションし、その後各刺激を行い、ル

シフェラーゼアッセイを行った。ルシフェラ

ー ゼ に よ る 発 光 は

Detectors 

た。ルシフェラーゼ活性は

活性を用いて補正した。

 

3.5 細胞内

 細胞内カルシウム濃度（

蛍光指示薬として

ester

340 nm

された

で取得し、その蛍光強度比を算出した。

 
４．研究成果
 

4.1 TRPV4

解抑制

 我々はすでにヒト滑膜細胞に

ルが機能発現することを報告している（

et al., 2009)

激を与え、

変化するか検討した。その結果、滑膜細胞を

低酸素状態に曝露すると

能が増強することを発見した（図１参照）。

この機能増強には、

発現増加が一部

ことも見出している。すなわちこの

ャネルの機能増強には転写レベルでの調節

よりもタンパク質レベルでの調節機構が重

要であることを示唆している。現在、

チャネルタンパク質の分解の関与を薬理学

的ツールや分子生物学的手法を用いて検討

している（投稿準備中）。
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現 調 節 機 構 と そ の 活 性 化 

（ http://www.phar.agu.ac.jp/lab/cell_ph

arm/cellpharmacol.html）.  
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