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研究成果の概要（和文）：iPS因子であるSox2やKlf4をHEK細胞に強制発現させ、TRP型カチオンチャネルに対す
る発現調節機構について検討した。その結果、Sox2の発現によりTRPC6、TRPM1、TRPM2、TRPM6、TRPV2の発現量
増加、TRPA1の発現減少が観察された。一方、Klf4の発現によりTRPC5、TRPC6、TRPM2、TRPM4、TRPM6、TRPV2の
大きな発現上昇、TRPC1の発現減少が観察された。以上のことから、iPS因子であるSox2やKlf4はイオンチャネル
の遺伝子発現も制御していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We here examined effects of iPS factors, Sox2 and Klf4, on expression of TRP
 channels in HEK cells where iPS factors were hetelorogously expressed. Sox2 induced the expression 
of TRPC6, TRPM1, TRPM2, and TRPV2, whereas it reduced the expression of TRPA1. On the other hand, 
Klf4 induced the marked expression of TRPC5, TRPC6, TRPM2, TRPM4, TRPM6, and TRPV2, whereas it 
reduced the expression of TRPC1. These results suggest that iPS factors, Sox2 and Klf4, regulate 
gene-expression of ion channels. In this study, we also demonstrate that differentiation of 
non-neuronal cell line neuroblastorma to  neuron induces functional expression of TRPM3.

研究分野：薬効解析学

キーワード： iPS　カチオンチャネル　転写

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 遺伝子の発現制御は、生物の生老病死に深
く関わる生命現象の一つであり、古くからそ
の仕組みの解明が精力的に行われ、多くの知
見が集積されてきた。とくに近年のこの領域
における最大の進歩は、細胞を未分化状態に
戻す誘導多能性幹細胞因子（iPS 因子＝山中
因子）とよばれる４つの転写因子の発見であ
り、疾病の治療戦略に再生医療を急速に加え
つつある。さらに高度に分化した再生ヒト組
織や再生病態組織を利用し、ヒト組織での薬
物の標的探索や副作用解析などが可能とな
り、新薬の開発が飛躍的に進歩する可能性も
ある。このように細胞の遺伝子発現に強力な
作用を示す iPS 因子は、当然のことながら疾
病の発症や進展にも影響すると考えられる。
すなわち本来なら抑制された遺伝子発現が
iPS 因子で過剰に働き、細胞機能を変えるこ
ともありうる。 
 イオンチャネルは細胞の電気興奮性を制
御するとともに、イオンの輸送を担うタンパ
ク質であるが、このイオンチャネルもその遺
伝子発現が種々の転写因子により制御され
ている。しかしイオンチャネル研究はこれま
で、その機能解析や新規作用薬・遮断薬の開
発が中心であり、イオンチャネルの発現制御
機構の解明やその発現変化が関わる疾患の
探索、発現制御機構を標的とした薬物開発な
どは、進んでいないのが現状である。とくに
イオンチャネルの転写機構の詳細やその異
常にともなう疾患、イオンチャネルの転写異
常が薬物の副作用の原因となる可能性など
は、ほとんど明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Ca 透過性のカチオンチャネル
である TRPV1～TRPV4 チャネルについて、強
力な転写因子として機能しうる iPS 因子
（Sox2 および KlF4）を用い、チャネルの転
写調節機構を明らかにする。とくに一部の
iPS 因子がチャネルの遺伝子発現を増加させ
ることを見出しており、その転写制御や最近
報告されたがん化にともなうTRPV2チャネル
の発現変化、リウマチ患者由来細胞における
TRPV1 チャネルの機能変化の詳細などを、イ
オンチャネルの転写制御とチャネル発現異
常による疾患の観点から検討する。また TRP
型カチオンチャネルのひとつであるTRPM3チ
ャネルについても非神経細胞を神経型細胞
へ分化させるとその発現が増加することを
見出したので併せて報告する。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞の培養 ヒト神経芽細胞腫細胞

(IMR322）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。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。 
（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）細胞の分化 IMR32 は 5 μM ブロモデ
オキシウリジン（BrdU）処理を 2日おきに 14
日間行うことで神経型（nIMR32）へと分化さ
せた。 
（４）細胞内 Ca 濃度の測定 細胞内カルシ
ウム濃度（[Ca2+]i）測定には、蛍光指示薬と
してfura-2 acetoxymethyl ester（fura-2 AM）
を用いた。細胞内色素を 340 nm 及び 380 nm
の励起光で励起し、放出された 510 nm の各々
の蛍光を高感度カメラで取得し、その蛍光強
度比を算出した。 
（５）遺伝子導入 Lipofectamine 2000
（Invitrogen）を用いたリポフェクション法
によりHEK293への一過性発現実験を行った。
Invitrogen 社のプロトコルに従ってトラン
スフェクションを行い、トランスフェクショ
ンから24~48時間程度経過した細胞を実験に
使用した。 
 
４．研究成果 
（１）HEK293 の TRP チャネル mRNA 発現量に
対する Sox2 強制発現の効果 
 HEK293 に DFO 300 M 刺激（24hr）、Sox2
強制発現（36hr）、DFO 300 M 刺激＋Sox2
強制発現した後、RNA を回収し、RT-PCR を行
った。その結果、TRPV サブファミリーおよび
TRPA1 チャネルでは、Sox2 を強制発現するこ
とで、TRPV2mRNAの発現増加およびTRPA1mRNA
の発現減少が観察された。一方、TRPV1、V3、
V4、V5、V6 の mRNA 発現量は変化しなかった。
また低酸素刺激でTRPA1mRNAの発現量増加が
確認できたが、TRPV6のmRNA発現は減少した。
一方、TRPV1、V2、V3、V4、V5 の mRNA 発現量
は変化しなかった。Sox2 の強制発現と低酸素
刺激で、TRPA1 の mRNA 発現の増加と、TRPV2、
V6 の mRNA 発現の減少が確認できた。TRPV1、
V3、V4、V5 の mRNA 発現量は変化しなかった
（次項）。 



 

 
（２）HEK293 の TRP チャネル mRNA 発現量に
対する Klf4 強制発現の効果 
 HEK293 に DFO 300 M刺激（24ｈｒ）、Klf4
強制発現（36ｈｒ）、DFO300 M 刺激＋Klf4
強制発現した後、RNA を回収し、RT-PCR を行
った。その結果、TRPV サブファミリーおよ
び TRPA1 チャネルでは、Klf4 を強制発現する
ことにより、TRPV2 の mRNA 発現が大きく増加
した。また TRPV1、V3、A1 の mRNA 発現も増
加したが、TRPV4、V5、V6 の mRNA 発現は変化
しなかった。低酸素刺激により、TRPV3の mRNA
発現が増加したが、TRPV1、V2、V4、V5、V6、
A1 の mRNA 発現は変化しなかった。Klf4 を強
制発現し、さらに低酸素刺激を行うと、TRPV3
の mRNA 発現は増加したが、TRPV2 の mRNA 発
現は減少した。一方、TRPV1、V4、V5、V6、
A1 の mRNA 発現は変化しなかった（下図）。 

 
（３）神経型細胞への分化に伴う TRPM3 の発

現増強と機能発現 
 非神経型の IRM32 細胞が神経型 IRM32 細胞
（nIMR32）に分化すると、侵害受容器の一種
である TRPA1 が機能発現する（下図参照、発
表論文 5，15）。 

 
そこで細胞分化で、他の TRP チャネルが機能
発現する可能性について検討した。BrdU 処理
により、IRM32 細胞を nIMR32 に分化させたと
ころ、神経ステロイド感受性の TRPM3 チャネ
ルの発現が有意に増加し、神経ステロイドの
プレグネロン硫酸によって、細胞内 Ca 濃度
が上昇することを見出した（下図参照、発表
論文 5）。 

 
（４）まとめ 
 今回、我々が見出した IPS 因子や神経分化
による TRP チャネルの発現調節は、疾病時の
チャネル発現変化を説明する可能性がある。
今後はこうした発現調節機構の詳細を明ら
かにしたい。 
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