
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４３０６

若手研究(B)

2015～2013

炎症性腸疾患患者とモデル動物におけるTRPM2受容体の病態への関与

Role of transient receptor potential melastatin 2 channels in visceral nociception 
and hypersensitivity in rats

１０４０６７７０研究者番号：

松本　健次郎（Matsumoto, Kenjiro）

京都薬科大学・薬学部・助教

研究期間：

２５８６０３９５

平成 年 月 日現在２８ １０ １２

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究ではマクロファージに発現し炎症制御に関わっている温度感受性TRPM2チャネルのラ
ット消化管神経、脊髄後根神経節におけるTRPM2の発現と大腸炎モデルにおける内臓痛覚過敏への関与について検討を
行った。TRPM2の局在を免疫組織化学的に検討したところ、大腸に投射しているTRPM2は内在性、外来性の知覚神経であ
ることが示唆された。TNBS誘起大腸炎モデルにおいてTRPM2発現量は顕著に増加した。バロスタット法によりTRPM2と内
臓痛覚過敏との関連性を検討したところ、TRPM2は生理的条件下の有害刺激の感知および大腸炎症の内臓痛覚過敏の発
現に関与していることを初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：TRPM2, which is a thermosensitive and Ca2+-permeable cation channel, contributes 
to the pathogenesis of inflammatory bowel disease. The present study investigated the expression of TRPM2 
and their involvement in visceral sensitivity in rats. TRPM2 was expressed in enteric neuron, and was 
co-localized with the marker of intrinsic primary afferent neuron. The majority of TRPM cells were double 
positive with a retrograde marker fluorogold in DRG. TRPM2-positive DRG neurons were labeled with 
A-fiber, C-fiber marker, substance P, and CGRP. The TRPM2 inhibitor econazole reduced visceromotor 
response to noxious colorectal distention in the normal rats. The expression of TRPM2 in the mucosa was 
increased in TNBS-induced colitis models. Econazole attenuated the visceral hypersensitivity to the 
control level. In conclusion, TRPM2 expressed in intrinsic and spinal primary afferent neurons 
contributes to the visceral pain under normal and visceral hypersensitivity under inflammatory 
conditions.

研究分野： 薬物治療学
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１．研究開始当初の背景 
炎症性腸疾患は消化管における慢性の炎

症、潰瘍を引き起こす原因不明の疾患である。
厚生労働省の特定疾患に指定されており、こ
こ 20 年間で患者数は 10 倍増加し、なお増加
傾向にある。日常的な腹痛や下痢といった消
化器症状が患者の QOL を著しく低下させて
おり、重症化すると大腸の全摘出が必要とな
る。そのため炎症性腸疾患の病因解明と新し
い治療法が強く望まれている。 
申請者は正常動物、炎症性腸疾患モデル動

物における温度感受性受容体の関与につい
て研究を行ってきた。43℃以上の熱や酸、カ
プサイシンなどにより活性化される TRPV1
が消化管、特に大腸おいて多く局在している
ことを明らかにした（Neuroscience, 2011; 
Am. J. Physiol., 2009）。さらに炎症性腸疾患
モデル動物において TRPV1 が神経だけでな
く炎症性細胞にも多く発現し、内臓痛覚過敏
に深く関与していることを報告した（Lab. 
Invest., 2012）。しかしながら炎症性腸疾患
患者の大腸組織において TRPV1 免疫活性の
変化は見出されなかった（未発表）。 

TRPM2 はカルシウムイオン透過型のカチ
オンチャネルである。体温付近で活性化され、
活性酸素種などによって活性が増強される。
マクロファージなどの免疫細胞上に発現す
る TRPM2が慢性痛に関与することが実験動
物で報告されている（Haraguchi et al., J. 
Neurosci., 2012; Yamamoto et al., Nat. 
Med., 2008）。申請者は温度感受性受容体の
中でも、体温付近で活性化する TRPM2 が炎
症性腸疾患の慢性的な腹痛や下痢に関与し
ているのではないかと推定し本研究を企画
した。 
２．研究の目的 
炎症性腸疾患は原因不明の難治性疾患で

あり、患者数が年々増加し続けている。日常
的な腹痛や下痢といった消化器症状が患者
の QOL を著しく低下させており、病因解明
と新しい治療法が強く望まれている。申請者
は「消化管炎症時における内臓知覚過敏には、
温度感受性受容体の変化が関与している。」
と考え研究を行ってきた。本研究では温度感
受性受容体の中でも体内温度付近(36℃以上)
で活性化する Transient receptor potential 
melastatin 2(TRPM2)チャネルに着目し疾
患モデル動物におけるTRPM2の機能と変化
について検討する。 
 
３．研究の方法 
① 炎症性腸疾患モデル動物の作成 
マウスもしくはラットにトリニトロベン

ゼンスルホン酸を注腸すると、10 日目に炎症
性腸疾患様の病態を呈する。これを炎症性腸
疾患モデル動物として使用する。 
② 多重染色による TRPM2 免疫活性の同定 
大腸、脊髄後根神経節を摘出し、上述の方

法により固定、凍結切片を作成する。粘膜、
筋層、脊髄後根神経節において各種マーカー

を使用して TRPM2 との多重染色を行う。 
・粘膜－セロトニン関連因子、炎症性細胞マ
ーカー、TNF-αなど 
・腸管神経系－サブスタンス P、カルシトニ
ン遺伝子関連ペプチド、一酸化窒素合成酵素、
小胞アセチルコリントランスポーターなど 
・脊髄後根神経節－NF200、IB4、サブスタン
ス P、カルシトニン遺伝子関連ペプチドなど 
③ 逆行性トレーサーによる脊髄由来神経の

同定 
神経逆行性トレーサーであるフルオロゴー
ルドを大腸に注入し、数日後に脊髄後根神経
節を摘出する。その後 TRPM2、C線維、A線維
のマーカーなどと多重染色を行うことで、脊
髄後根神経節から大腸に投射している神経
の特性を明らかにすることができる。 
④炎症性腸疾患モデルラットを用いた TRPM2
発現の変化 
大腸炎症時のTRPM2の変化について正常動物
とモデル動物との比較によって行う。 
・免疫組織染色 
・ウエスタンブロッテイング 
⑤ 内臓痛覚閾値測定 
内臓痛覚閾値の評価はバロスタット装置

(G&J Electronics 社 DistenderⅡR)、筋電図
記録装置(本研究にて申請するスターメディ
カル社 バイオアンプ BA-011、収容ケース
PAS-211)、データ解析システムにより行う。
内臓痛覚閾値測定前にラットの腹直筋に電
極をあらかじめ装着しておく。バルーンを挿
入し、バルーン内圧に対する腹直筋の収縮反
応を測定する。 
⑥ 術後イレウスモデルの作成と評価 
野生型(WT)と TRPM2遺伝子欠損(KO)マウス

の回腸に外科的手術(IM)を施行し術後イレ
ウスモデルマウスを作成した。IM24 時間後に
回腸凍結組織とホールマウント標本を作成
し、CD68、Ly6B.2、ミエロパーオキシダーゼ
(MPO)の染色を行った。さらに炎症誘発性サ
イトカイン、ケモカインの mRNA 発現を測定
した。 
 
４．研究成果 
1) ラット大腸、脊髄後根神経節における

TRPM2 の発現 
ラット大腸においてTRPM2発現神経の局在

を免疫組織化学的に検討したところ、粘膜、
粘膜下層、筋層の神経上に局在していること
が観察された。さらに脊髄後根神経節におい
てもTRPM2が発現していることが明らかとな
った。各種マーカー、逆行性トレーサーを用
いた検討から、ラット大腸に投射している
TRPM2 発現神経は内在性、外来性の知覚神経
であることが示唆された。続いて TNBS 誘起
大腸炎モデルを用いて病態時のTRPM2の変化
を検討した。病態時において TRPM2 発現神経
数、発現量はコントロール群と比べ有意に増
加した（図 1）。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 正常動物とTNBS誘起大腸炎モデルに

おける TRPM2 の変化 
 
 

 
2) ラット大腸炎モデルにおける内臓痛覚過

敏への関与 
内臓痛覚過敏との関連性を検討するため、

バロスタット法により 20, 40, 60, 80 mmHg
のバルーン圧に対する腹直筋の収縮反応を
評価した。TRPM2 遮断作用が報告されている
エコナゾールを経口投与したところ、正常動
物では 80 mmHg の圧刺激に対し、TNBS による
内臓痛覚過敏動物では 40、60、80 mmHg の圧
に対し、腹直筋の収縮反応の有意な抑制が認
められた。本研究の結果より大腸に投射して
いるTRPM2は生理的条件下の有害刺激の感知
および大腸炎症の内臓痛覚過敏の発現に関
与していることが示唆された（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 正常動物とTNBS誘起大腸炎モデルに
おける TRPM2 抑制薬エコナゾールの
効果 

 
マウス TNBS モデルにおいて、野生型(WT)と
TRPM2 遺伝子欠損(KO)マウスの内臓痛覚閾値
の評価を行ったところ、ラットにおけるエコ
ナゾールと同様の結果が得られた。 

3) 術後イレウスのおける TRPM2 の役割 
 術後イレウスモデルにおける腸管運動能
の遅延は、WTと比較して TRPM2KO マウスでは
有意に改善した。また、術後イレウスモデル
におけるマクロファージ(CD68)および好中
球(Ly6B.2)の浸潤、MPO 活性は KO マウスで抑
制された。さらにサイトカイン/ケモカイン
の mRNA 発現の増加も KOマウスで抑制された。
TRPM2 は POI の病態悪化に関与していること
が示唆された。 
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