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研究成果の概要（和文）：各種TRPカチオンチャンネル (TRPV1, TRPA1, TRPV4）の遺伝子ノックアウトや阻害薬
で、角膜のアルカリ暴露後の線維・瘢痕化の抑制を実現できた。培養マウス線維芽細胞で、線維化に関与する
TGFbeta由来シグナル（各種MAPKやSmad)の活性化を各種TRPチャンネルが制御していることが判明した。TRPV4シ
グナルはインターロイキン６の発現制御を介して、組織線維化にプラスに関与していることを解明できた。結膜
瘢痕でも同様のメカニズムが備わっていると予想されたが、予備実験に止まった。マウス水晶体ではTRPチャン
ネルの上皮ー間葉系移行を介した線維・瘢痕化への影響は少ないと思われた。

研究成果の概要（英文）：Tissue fibrosis induced by an alkali exposure was effectively suppressed by 
TRP channel (TRPA1, TRPV1, TRPV4)-signals modulation of TGFbeta-MAPK/Smad signals in genetically 
modified mouse lines. The inhibitory effects was reproduced by specific chemical inhibitors of each 
channel. TRPV4 signal was also found to be related to interleukin-6 signal in tissue fibrosis.  A 
similar mechanism might be invilved in conjunctival fibrosis, although we have preliminary data. 
Tissue fibrosis in a mouse lens related to epithelial-mesenchymal transition did not seem to be 
related to TRP cation channel signals. 

研究分野：眼科学
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１．研究開始当初の背景 
 （１）TGFb による Smad シグナルは他の増

殖因子刺激によって MAK キナーゼ，p38，JNK

によってそのミドルリンカー領域がリン酸

化され、C 末端のリン酸化による遺伝子発現

をさらに正または負に調節している。申請者

の平成 19 年-21 年の 3 カ年の基盤研究(C)

「Smad リンカー領域リン酸化の上皮—間葉系

移行と線維化での役割の研究」では、眼線維

化疾患モデルでの上皮—間葉系移行にSmadミ

ドルリンカー領域のリン酸化がこの正の制

御をしめすことを解明した。さらに、平成 22

年—24 年の基盤研究（C）「インテグリンによ

る Smad 系の調節を標的とした眼線維化疾患

の新規治療戦略の確立」で、アルファ 9イン

テグリンリガンドのマトリセルラー蛋白質

が TGF ベータシグナルを増強し、上皮—間葉

系移行に関与することを解明した。 

（２）TRP イオンチャネルスーパーファミリ

ーとは、イオンチャネル型侵害刺激受容体の

代表的分子群で感覚神経やその他の一部の

組織に発現され、種々の特異的リガンドや特

異的温度に反応し，痛覚や細胞機能調節に関

与する。TRP イオンチャンネルの炎症への関

与は、近年一部で注目されてはいるものの、

主に神経ペプチド（サブスタンス P、CGRP な

ど）を介した炎症制御の研究が世界的な動向

と思われる。その上、非神経組織での研究は

遅々としている。 

TGFb に限らずサイトカイン・成長因子シグナ

ルとのクロストーク（正・負）に関しては，

全く研究が進んでいなかった。申請者は

TRPV1 ノックアウト(KO)マウスではアルカリ

外傷後の角膜の炎症と瘢痕化が源弱したこ

とを報告した。骨髄移植後のマウスでの検討

から、TRPV1 欠損の角膜炎症軽減の表現型は、

炎症細胞でなく、間葉系細胞での TRPV1 欠損

に依存することを解明した。一方、重症のア

レルギー性結膜疾患や緑内障濾過手術では

過剰な結膜の瘢痕化も臨床上、抑制すべき病

態である。増殖硝子体網膜症でも網膜色素上

皮細胞の上皮—間葉系移行による線維化は避

けるべき課題である。TRP チャネル群がこれ

らの病態に関与している可能性が想定され

た。しかし、TRPA1 や TRPV4 の結膜瘢痕過程

での役割は解明できていなかった。 

 
２．研究の目的 
本研究は各 TRP 群による TGFb シグナル活性

化の調節機序解明と、それを標的とした眼線

維化疾患の新規治療戦略の確立を目的とす

る。TRPA-KO マウスと TRPV4 ノックアウトマ

ウスで眼組織の創傷治癒、線維・瘢痕化を結

膜の瘢痕モデルで検討した。組織学、免疫組

織化学で炎症、線維化のレベルを評価した。

予備実験では初期計画の結膜切開による瘢

痕モデルで野生型と両 KO マウスの組織で瘢

痕化に著名な差異が観察されなかったので、

より侵襲の強い結膜瘢痕モデルで両 KO マウ

スの瘢痕の程度の評価を行った。 

 
３．研究の方法 

（１） (1)培養眼由来線維芽細胞の TGFb1 刺激によ

る炎症、線維化関連遺伝子、蛋白質の発現に

対する TRPA1、TRPV4 の欠損の影響を KO マウ

ス由来の細胞で検討した。培養眼線維芽細胞

を TRPA1、TRPV4 の KO マウスと野生型マウス

から得て、60 ミリシャーレで無血清下に TGF

ベータ 1(1.0 ng/ml)に暴露後、１５分から５

時間までの間で各種シグナルのウエスタン

ブロットを行った。培養線維芽細胞での遺伝

子発現解析では、60 ミリシャーレで、各 KO

マウスと野生型マウス眼由来の線維芽細胞

を無血清下に TGFb1(1.0 ng/ml)に 24 時間暴

露させ、RNA 採取(Sigma キット),TaqMan 

real-time RT-PCR(Appplied Biosystem)で遺

伝子発現（TGFb1、 IL-6、MCP-1、 VEGF、ア

ルファ平滑筋アクチン(aSMA)、I 型コラーゲ

ン）に供した。 

 

（２）培養マクロファージの TGFb1 刺激によ

る上記シグナルと炎症関連遺伝子、蛋白質の



発現に対する TRPA1 または TRPV4-KO マウス

由来の細胞で検討した。TRPA1, TRPV4 の KO

マウスから腹腔マクロファージを採取した。

それぞれのマウスに5%グリコーゲン刺激4日

後に腹腔を培養液で洗浄してマクロファー

ジを回収した。6 60 ミリシャーレで、各 KO

マウスと野生型マウス由来のマクロファー

ジを無血清下に TGF1に 24 時間暴露させ、

RNA 抽出(Sigm),TaqMan real-time RT-PCR で

遺伝子発現（TGFb1、 IL-6、MCP-1、 VEGF）

に供した。 

( 3 )TRPA1 または TRPV4 の KO マウスで結膜

全周切開外傷(Yamanaka O, et al. Mol Vision 

2006; IOVS 2009)を作成し、組織学、免疫組

織化学を用いて、創傷治癒過程、炎症、線維・

瘢痕化の程度を評価したものの、野性型マウ

スと大きな差が出なかったので、眼表面によ

り強い炎症を惹起するアルカリ外傷モデル

での結膜を検討した。そこで、眼表面全体（角

膜、結膜を含む）を１N水酸化ナトリウム（３

マイクロ L）で障害するアルカリ外傷モデル

で研究を行った。５、１０、２０日後にパラ

フォルムアルデヒド固定パラフィン切片に

よる HE 染色、免疫組織化学に供した。好中

球マーカー：myeloperoxidase (MPO)、マク

ロファージマーカー：F4/80、筋線維芽細胞

マーカー：aSMA、フィブロネクチンなどの発

現を検討した。 

 
４．研究成果 

（１） TRPA1 または TRPV4 ノックアウト培 

養眼由来線維芽細胞では、TGFb1 刺激による

TGF ベータ 1、IL-6、aSMA の発現増強をカウ

ンターアクトした（図１、図２）。シグナル

レベルでは、TRPA1-KO は、Smad その他、お

しなべてTGFb1刺激によるシグナル伝達を抑

制した。 

（２）培養マクロファージの TGFb1 刺激によ

る上記シグナルと炎症関連遺伝子、蛋白質の

発現に対する TRPA1 または TRPV4-KO マウス

由来の培養マクロファージで検討した。各 KO

マウスと野生型マウス由来のマクロファー

ジを無血清下に TGb1 に 24時間暴露させた結

果、TRPA1 欠損はマクロファージの炎症、線

維化関連遺伝子発現に影響しなかった（図

３）。一方、TRPV4 欠損はマクロファージでの

これらの遺伝子発現は抑制された（図４）。 

 

 

（３）眼表面全体（角膜、結膜を含む）を１

N水酸化ナトリウム（３マイクロ L）で障害

するアルカリ外傷モデルで研究を行った。５、

１０、２０日後にパラフォルムアルデヒド固

定パラフィン切片による HE 染色（図５）、免

疫組織化学に供した。好中球マーカー：

myeloperoxidase (MPO)、マクロファージマ

ーカー：F4/80、筋線維芽細胞マーカー：aSMA、

フィブロネクチンなどの発現を検討した。経

過を通じて好中球浸潤にはTRPA1欠損、TRPV4

欠損とも影響しなかったが、マクロファージ

浸潤と筋線維芽細胞の出現はTRPA1欠損また

は TRPV4 欠損で抑制された（図６）。 



 

 

 

（４）TGFb シグナルは、炎症、組織修復、線

維・瘢痕化で中心的役割を演じる成長因子で

あるので、各TRPチャンネルの制御によるTGF

ベータ 1シグナル調節の全容解明と、それを

応用した in vivo 線維・瘢痕化と炎症の制御

の戦略は、国際的にも独創・画期的かつ有効

な治療法の開発につながると確信する。今回

の研究では、増殖硝子体網膜症モデルでの研

究を完遂で来なかったが、結果から TGFb/TRP

イオンチャンネルのクロストークを標的と

した新たな眼組織の線維・瘢痕化治療（結膜

だけではく他の眼組織も含めて）の戦略を確

立し、世界をリー 

ドできると考える。 
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