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研究成果の概要（和文）：侵害受容体の分子基盤として知覚神経に主に発現し、環境温度や刺激性化学物質に高
い反応性を示すTRPチャネルの内因性物質や温度応答性による調節機構について検討した。TRPA1は生体内で産生
される硫黄含有化合物やカルボニルストレス誘発物質により活性化され、疼痛反応を引き起こした。また、植物
由来テルペノイドの一種がTRPA1チャネル抑制作用により鎮痛効果を有していた。反応の動物種差を利用した分
子生物学的手法により、哺乳類ホモログに対して高い力価を持つ遮断薬の作用部位を同定した。以上の研究によ
り、侵害受容チャネルと疼痛受容の関連が明らかになり、その病態生理学的意義が示された。

研究成果の概要（英文）：This study was performed to clarify regulatory mechanisms of endogenous 
substances and analgesic effect on TRPA1, which is mainly expressed in sensory nerves as a molecular
 basis of nociceptors with highly reactive to ambient temperature and irritating chemical 
substances. TRPA1 was activated by sulfur-containing compounds and carbonyl stress-induced products 
in vivo, causing a pain response. It was also found that one of the plant-derived terpenoids has an 
analgesic effect via the suppression of TRPA1 channel. In addition, a single amino acid was 
identified for the site of action of a blocking agent with a high potency against mammalian 
homologues by molecular biological approach utilizing species differences. These studies revealed 
the pathophysiological significance of the relationship between nociceptive channel and pain.

研究分野： 神経薬理学

キーワード： 疼痛

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
組織傷害から保護するための警告信号で

ある急性痛とは異なり、神経障害性疼痛を始
めとする慢性痛は痛み自身が病態であり、そ
の原因や治療法は未だ十分に解明されてい
ない。疼痛シグナルは、知覚神経に発現して
いる侵害受容体の活性化により細胞膜が脱
分極し、それが知覚神経における神経インパ
ルスの発射起点となる。侵害受容体の分子基
盤として、一過性受容体電位（Transient 
Receptor Potential:TRP）チャネルが重要で
あることが分かっており、そのうち TRPA1 ア
ンキリン 1（TRPA1）は、主に侵害受容ニュー
ロンのサブセットで発現する Ca 透過性を持
つ非選択的カチオンチャネルであり、温度な
どの物理的刺激に加え、多くの刺激性化学物
質に対して応答する細胞センサーとして機
能する。 また、TRPA1 は侵害受容のみならず
炎症性疼痛や神経障害性疼痛への役割も示
唆されている。それ故、これら知覚神経に発
現する TRPA チャネルの制御メカニズムや活
性化調節因子の探索が勢力的に行われてい
る。しかし現在まで、チャネルに特異的に作
用する化合物や遮断薬の同定は不十分であ
り、更に内因性活性化因子の存在やその制御
機構についても不明な点が多い。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、病態痛の発生基盤として

重要な分子である TRP チャネルのうち、主に
TRPA1 をターゲットとして、その活性化因子
や制御機構を明らかにすること、及びこのチ
ャネルに作用する内因性アゴニストの検索
とその作用メカニズムを解明することであ
る。 
その結果、生体内で酵素的に産生される硫

化水素の酸化産物であるポリスルファイド
や、内因性カルボニルストレス誘発物質であ
るメチルグリオキサールがTRPA1活性化作用
を有し、その結果疼痛を誘発することが分か
った。また、植物由来テルペノイドによるチ
ャネル活性作用と鎮痛薬としての可能性を
見出した。これに加えて、このチャネルに対
して高い力価を持つ遮断薬の作用部位につ
いて、分子生物学的手法を用いてアミノ酸レ
ベルで同定した。更に、疼痛や温度感受性機
構に関わるイオンチャネルとしてTRPV1及び
TRPM8 に着目し、TRPV1 では異なる温度環境
に適応した両性類間の温度感受性と作動薬
感受性の違いを遺伝子変異体を用いてアミ
ノ酸レベルで同定した。また、冷感受性チャ
ネルであるTRPM8の鳥類での機能解析により、
新しい冷感受性機構を見出した。 
これらの研究では、遺伝子発現細胞、動物

より単離した知覚神経及び動物個体を用い
て、作用分子メカニズムを遺伝子レベル、細
胞レベル及び個体レベルで検討した。その結
果、疼痛受容におけるこれら TRP チャネルの
進化発生学的及び病態生理学的意義を明ら
かにすることが出来た。 

 
３．研究の方法 
（１）株化細胞の培養：遺伝子導入細胞とし
て HEK293 細胞、内因性に TRP チャネルを発
現しているラット膵臓δ細胞がん細胞及び
肺がん細胞を用いた。 
（２）ミュータント遺伝子及びキメラ遺伝子
作出：PrimeSTAR Max DNA Polymerase を用い
て、変異遺伝子を作出した。更に、ニワトリ
TRPA1遺伝子をベースにN末端、膜貫通領域、
C 末端領域に各々ヒト遺伝子を組み換え、ニ
ワトリ-ヒトキメラ遺伝子を作出した。作出
した遺伝子配列はシーケンス解析により確
認した。 
（３）哺乳動物細胞への異所性遺伝子発現：
哺乳動物細胞への遺伝子導入には、リポフェ
クション法により行った。発現細胞として
HEK293 細胞を用いた。更に、遺伝子導入され
た細胞を同定するため、EGFP を組み込んだ発
現ベクターへの組換えまたはGFP発現遺伝子
を同時発現させ、蛍光顕微鏡に装着したフィ
ルターを介して観察・同定した。 
（４）感覚ニューロンの単離培養：マウス、
ニワトリ及びツメガエルの感覚ニューロン
をコラゲナーゼ分離法により単離・培養後、
チャネル活性並びに薬物感受性について測
定し、細胞機能を評価した。 
（５）細胞膜電流の測定：分離した感覚神経
細胞や種々の遺伝子導入細胞の全細胞膜チ
ャネル活性はホールセルパッチクランプ法、
単一チャネル活性の解析はoutside-outパッ
チクランプ法を用いた。 
（６）細胞内イオンイメージング：高い Ca
透過性を有するTRPチャネル活性の測定のた
め、細胞内 Ca 濃度変化を計測した。蛍光 Ca
指示薬である Fura2 を細胞に負荷して、リア
ルタイム細胞内イオン画像解析システムを
用いて細胞内 Ca イメージングを行った。温
度制御は細胞近傍に設置した還流装置を用
い、周囲温度は温度プローブを用いてモニタ
ーした。 
（７）セロトニン分泌測定：刺激による細胞
からのセロトニン放出は電気化学検出器を
装着した高速液体クロマトグラフィーによ
り測定した。 
（８）侵害刺激による疼痛行動の解析：マウ
ス及びニワトリへ種々の薬物を投与し、生じ
た自発性疼痛行動及び痛覚過敏に与える影
響を痛覚測定機器により測定した。各種 TRP
遮断薬は予め腹腔内に投与した。 
 
４．研究成果 
（１）侵害受容チャネルの阻害・活性化を決
定する分子基盤の同定：TRPA1 は主に侵害受
容ニューロンのサブセットに発現する Ca イ
オン透過性の非選択的カチオンチャネルで
あり、機械的、化学的および熱的刺激を検出
する細胞センサーとして機能している。 
TRPA1 は神経障害性疼痛や炎症性疼痛に関与
するため、その阻害薬は鎮痛薬として作用す



ると考えられる。これまで、TRPA1 チャネル
の薬物感受性には著明な動物種差があるこ
とを報告している。この研究では、動物種差
を利用して最も強力な哺乳動物TRPA1アンタ
ゴニストの 1つである A967079 の作用に関わ
る分子基盤を同定した。 

哺乳類 TRPA1 に対して阻害作用を持つ
A967079 は鳥類 TRPA1（cTRPA1）遺伝子発現
細胞ではTRPA1作動薬であるCinnamaldehyde
（CA）による Ca 増加反応を抑制せず、高濃
度ではそれ自身で Ca 増加を引き起こした。
同様な作用は構造類似体のAP-18でも見られ
た。A967079 による TRPA1 活性はパッチクラ
ンプ法による全細胞膜電流及び単一チャネ
ルレベルでも認められた。 

ニワトリより単離した知覚神経細胞（DRG）
においてもA967079は濃度依存性に細胞内Ca
増加反応を引き起こし、更に動物への適用に
より疼痛反応が生じ、この作用は別の TRPA1
阻害薬（HC-030031）で抑制された。A967079
によるアゴニスト活性の有無を多種TRPA1チ
ャネル発現細胞で調べたところ、ニワトリ及
びニシツメガエルでその作用が見られた。そ
こで、ヒトおよびニワトリの TRPA1 のキメラ
チャネル解析を作成し、A967079 によるアゴ
ニスト作用を調べたところ、膜貫通領域がニ
ワトリ型の場合、アゴニスト活性があること
が分かった。 
A967079 による作用点をアミノ酸レベルで

同定するため、点突然変異体を作出し、発現
解析を行った。その結果、膜貫通ドメインⅤ
に位置する単一の特異的アミノ酸残基が
A967079 のアゴニスト作用のみならず、阻害
作用の部位として機能していることが分か
った。 

以上、薬物感受性の種差を利用して、特異
的アンタゴニストの作用点を同定した本研
究の知見は、TRPA1 を標的とする新規鎮痛薬
の探索において有用な情報を提供すると考
えられる。 

 
（２）内因性硫黄含有化合物による疼痛メカ
ニズムの解明：ポリスルファイドは生体内で
硫化水素（H2S）の酸化により産生される。
H2S は様々な病態・生理的機能を調節するが
示され、これまで我々は H2S がマウスの炎症
性疼痛に関与していることを報告している。
この研究では、 TRPA1 遺伝子欠損マウス、異
種発現系および TRPA1 発現細胞株を用いて、
ポリスルフィドが侵害受容性TRPA1を選択的
に刺激し、急性疼痛を誘発することを明らか
にした。 
野生型マウスの感覚ニューロンでは、ポリ

スルフィドは用量依存的に細胞内 Ca 濃度を
増加させ、その作用は TRPA1 阻害薬により抑
制されたが、TRPV1 阻害薬や T チャネル阻害
薬によっては抑制されなかった。 

ポリスルフィドはTRPA1遺伝子欠損マウス
から単離された知覚神経の細胞内 Ca を増加
させなかったが、TRPV1 遺伝子欠損マウス由
来の知覚神経は野生型マウスと同様に Ca 増
加反応を引き起こした。異種発現マウス
TRPA1 はポリスルフィドによって活性化され、
これは還元剤によって抑制された。また 
TRPA1 遺伝子変異体を作出し、発現解析を行
った結果、N 末端内部ドメインに位置するシ
ステイン残基の置換によりポリスルファイ
ドの作用が消失した。野生型マウス後肢への
ポリスルフィドの足底内投与により急性疼
痛反応が生じ、その反応は TRPA1 遺伝子欠損
マウスでは減弱していた。 
これらの結果から、ポリスルフィドが感覚

ニューロンにおいてTRPA1の直接活性化する
内因性侵害受容分子として機能することが
示唆された。この化合物は病態生理学的条件
下で生成されるため、ポリスルフィドは
TRPA1 の内因性リガンドとして作用すること
更にTRPA1は硫黄化合物による侵害作用に対
する治療標的となる可能性が示された。 
 

（３）植物由来有機化合物による鎮痛作用機
構の解明：天然に存在する有機化合物の一群
であるモノテルペン類がTRPチャネル活性を
調節することが報告されている。本研究では、
柑橘類の果実と菌類に含まれているリモネ
ンによるTRPA1チャネルに対する作用を調べ
た。その結果、リモネンは特有な二峰性作用
を示すことが分かった。野生型マウスの感覚
ニューロンにおいて、リモネンは細胞内 Ca
を増加させ、これは TRPA1 の選択的阻害剤に



よって阻害された。リモネンに反応したニュ
ーロンは、TRPA1 アゴニストにも感受性を示
し、またリモネンは TRPA1 遺伝子欠損マウス
の感覚ニューロンを刺激しなかった。  
異所性に発現させたマウスTRPA1はリモネ

ンによって活性化したが、マウス TRPV1 は活
性化させなかった。また、リモネンの全身投
与は、活性酸素の一種である過酸化水素によ
って引き起こされる侵害受容行動を減少さ
せた。リモネンによる抑制作用は異所性およ
び内因的に発現されたTRPA1においても観察
された。 

これらの結果から、局所的に適用されたリ
モネンは、TRPA1 を刺激し、急性痛を誘発す
るが、全身適用により酸化的ストレスによっ
て誘導される侵害受容を阻害ことが分かっ
た。リモネンは安全な化合物であるため、
TRPA1 チャネルの阻害を介した痛み制御に利
用できる可能性が示された。 
 

（４）異なる機構を持つ寒冷感受性ニューロ
ンの同定-TRPM8 依存性および非依存性活性
化機構の存在：環境温度を感知することは、
動物の生存にとって重要な機能である。TRP
チャネルは温度および刺激性化学物質の検
出器として重要な役割を果たしており、その
うち哺乳動物 TRPM8 は、冷化合物および低温
によって活性化されることが分かっている
が、鳥類ホモログの機能的役割については明
らかにされていない。本研究では、ニワトリ
TRPM8（cTRPM8）の薬理学的特性と温度感受
性並びに鳥類の知覚ニューロンにおける冷
感感受性を調べた。 
異種発現した cTRPM8 はメントールおよび

その誘導体により Ca 増加反応を引き起こし
たが、イシリンには反応しなかった。 ニワ
トリ由来感覚ニューロンでは、イシリンは
TRPM8 ではなく、TRPA1 を活性化させた。哺
乳類オルソログと同様に、cTRPM8 は低温によ
って活性化された。異種および内因性発現
cTRPM8はいずれも哺乳動物TRPM8アンタゴニ
ストに対して感受性であった。 

ニワトリ感覚ニューロンにおける冷感受
性を調べたところ、メントール感受性と非感
受性の 2つのタイプがあった。後者のニュー
ロンの温度閾値は、前者に比べて低く、また

Ca 増加反応は外液 Ca 除去によって抑制され
なかったが、細胞内 Ca 貯蔵部位の Ca を涸渇
させると消失した。 
これらの結果から、cTRPM8 が哺乳類と同様

の低温センサーとして作用すること、鳥類感
覚神経にはTRPM8非依存性低温感受性ニュー
ロンが存在することが明らかになった。鳥類
では低温刺激による細胞内 Ca 増加反応に関
わる大部分は、細胞内貯蔵からの Ca 放出に
より生じる可能性が示された。 
 

（５）TRPA1 の活性化を介したラット膵島腫
瘍細胞からの 5-Hydroxytryptamine（5HT）放
出：高い反応性を持つジカルボニル物質であ
るメチルグリオキサール（MG）は、様々な疾
患状態に関連する内因性カルボニルストレ
ス誘発物質として知られている。過敏性腸症
候群（IBS）は発生頻度の高い消化器疾患の 1
つであり、MGはその原因物質であると考えら
れている。血清中の 5HT レベルは IBS 症状に
関連すること、またその大部分は腸内のエン
テロクロマフィン（EC）細胞に由来すること
が知られている。それ故、EC 細胞のモデルと
してラット膵島腫瘍に由来するRIN-14B細胞
を用いて、MG 誘導性 5-HT 分泌のメカニズム
について調べた。 
 その結果、MG による 5-HT 放出は細胞外

Ca 除去及び TRPA1 阻害薬により抑制された。
また MGにより細胞内 Ca濃度増加反応及び内
向きの電流反応が生じ、これらの反応も
TRPA1 阻害薬で減弱した。MG の類似体である
グリオキサールもまた細胞内 Ca 増加反応お
よび分泌反応を引き起こしたが、その効力は
MG のそれよりも低かった。  

本研究より、MG が RIN-14B 細胞における
TRPA1の活性化を介して5-HT分泌を促進する
ことが示され、TRPA1 が IBS の治療標的とし
て有望であることが示された。 
 

（６）生育温度環境適応性の変化と侵害受容
チャネルの熱感受機構とアゴニスト感受
性：温度は生存に影響を及ぼす最も重要な環
境要因の 1つで、異なる温度環境に生息する
種はそれぞれの生息地に適した熱感受性を
進化させると考えられている。温度感受性の
進化に関わる分子機構を解明するために、異
なる温度環境に適応した2種のツメガエル間
における熱応答を比較した。 



その結果、両者の温度感受性の違いに関わ
るセンサーとしてTRPV1チャネルの機能的違
いが明らかになった。その違いはアンキリン
リピートドメインに位置する3つのアミノ酸
の違いに起因していた。さらに、ツメガエル
TRPV1 は、カプサイシンに対する感受性に著
明な種差を示し、変異体解析の結果、TRPV1
の単一のアミノ酸置換が、この種の違いの原
因であることが示唆された。  
本研究における近縁種間での機能変化の

解析により、種差を生み出す原因アミノ酸の
同定のみならず、分子基盤の重要性を明らか
にすることが出来た。 
 

（７）炎症性サイトカインによる TRPA1 の細
胞膜へのトランスロケーションの促進：
TRPA1 は感覚ニューロンに発現する侵害受容
器の 1つであり、 TRPA1 の発現およびその役
割は、炎症部位における非神経細胞にも着目
されている。しかし、これらの細胞における
TRPA1 発現調節機構は不明の点が多い。本研
究では、炎症状態下で非ニューロンに対する
TRPA1 の反応性の変化を明らかにするため、
肺腫瘍由来線維芽細胞のTRPA1反応性に対す
る炎症性サイトカインの効果を調べた。 
インターロイキン-1α（IL-1α）の前処置

により、TRPA1 アゴニスト反応性細胞数が用
量依存的および時間依存的に増加した。この
作用は Erk 阻害剤によって阻害されたが、
c-Jun キナーゼ、p38MAPK および PI3K 阻害剤
によっては阻害されなかった。IL-1αにより
リン酸化 Erkレベルと共に TRPA1 の細胞膜表
面への発現レベルが増加した。  
本研究より、炎症性サイトカインである

IL-1αは肺癌細胞におけるErk経路の活性化
を介して細胞膜へのTRPA1のトランスロケー
ション惹起することにより、炎症状態の下で
病態生理学的役割を示すことが示唆された。
それ故、炎症性サイトカインによる TRPA1 制
御機構の調節が炎症病態への緩和に関与す
る可能性が示された。 
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