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まえがき

プロジェクト研究課題名：センサーとしての Ca2+透過性チャネルの制御機構とその生理学的意義 

富永 真琴 

プロジェクトリーダー

自然科学研究機構岡崎統合バイオサイエンスセンター教授

Ca2+はその細胞外濃度と細胞内濃度に 1 万倍以上の

差があり、それゆえ細胞内へ流入したCa2+はセカンドメッ

センジャーとして機能する。Ca2+チャネルではこれまで、

主に神経細胞・筋肉細胞に発現する電位作動性 Ca2+チ

ャネルに関して精力的な研究がなされてきたが、1989年

にショウジョウバエの眼の光受容器変異体の原因遺伝

子のコードする蛋白として初めて TRP（transient receptor 

potential：一過性受容器電位）チャネルが報告されて以

来、数々の TRP チャネルが発見され、哺乳類では

TRPC、TRPV、TRPM、TRPML、TRPP、TRPA の６つの

サブファミリーに分けられる２７のチャネルの存在が明ら

かになっている。TRP チャネルは非選択性陽イオンチャ

ネルとして機能するが、その多くは高い Ca2+透過性をも

つ。身体の中のほとんどの細胞が複数種の TRP チャネ

ルを発現しており、これらの TRP チャネルはそれらの細

胞で重要な Ca2+の流入経路として機能することが明らか

になりつつある。

それまで「非選択性陽イオンチャネル non-selective 

cation channels」と電気生理学的に括られていた一群の

チャネルの分子実体が明らかになったことで、その生理

的意義が細胞、種を越えて議論できるようになり、チャネ

ル研究が大きく進展した。TRP チャネル研究の break 

through は、そのいくつかがセンサーとして様々な細胞

外刺激の感知を行うことが明らかになったことである。そ

の最初がカプサイシン受容体として知られる 1997 年の

TRPV1 の遺伝子クローニングである。感覚に関与する

受容体として研究がもっとも遅れていたのが物理刺激セ

ンサーであり、TRPV1 は直接熱を感知して活性化する

ことから大きな注目を浴びた。その論文は 2016 年 1 月

30 日の時点で citation が 4,613 回を数える。PubMed で

「transient receptor potential」と type in すると 10,000 を越

える論文が hit する。TRPV1 の遺伝子クローニング論文

が 4,613 回引用されていることを考えると、この数字は実

際の論文数よりかなり少ないと思われるが、それでも、こ

こ数年での指数関数的な論文数の増加が見て取れる

（図１）。

図１．PubMed で「transient receptor potential」で検索し

た論文数の推移
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様々な刺激によって開口することが明らかになってい

る TRP チャネルであるが、化学物質のみならず温度や

機械刺激といった物理刺激をも感知して活性化すること

が注目を浴び、その活性化機構や生理的意義の解明

は、生命現象における Ca2+の重要性を理解する上で、

焦眉の課題となっている。そこで、TRP チャネルによるセ

ンシング機構の解明に焦点を絞って、以下の４つのサブ

テーマ（温度センシング機構・機械刺激センシング機

構・ガスセンシング機構・化学物質センシング機構）でプ

ロジェクト研究を行った。 

 

富永真琴（温度センシング機構） 

「温度感受性 TRPM2 チャネルを介した免疫機構の

研究」 

柴崎貢志（機械刺激センシング機構） 

「発生期の神経回路形成を制御する膜伸展刺激受

容体 TRPV2」 

高橋弘雄（ガスセンシング機構） 

「TRP チャネルを介したマウス嗅覚による CO2 感知

機構の解析」 

中川貴之（化学物質センシング機構） 

「がん化学療法により誘発される知覚異常・しびれに

おけるTRPA1 の役割に関する研究」 

 

複数のTRPチャネルによる温度、機械刺激、ガスおよ

び化学物質のセンシング機構と流入による生理学的意

義の解明にいたる素晴らしい研究成果が得られた。また、

本プロジェクト研究の成果は、評価の高い国際誌に掲

載された。 
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Foreword 

A project research: ‘Regulation mechanisms of Ca2+-permeable channels as sensors and their 

physiological significance’ 

Makoto Tominaga 

Project Leader 

Professor, Okazaki Institute for Integrative Bioscience, National Institute of Natural Sciences 

There is more than 10,000-time difference in the Ca2+ concentrations between intracellular and 

extracellular solutions.  Accordingly, Ca2+ ions entering the cells work as the second messengers.  The 

research about Ca2+ channels has been mainly performed by focusing on the voltage-gated Ca2+ channels 

expressed in neurons and muscle cells.  However, a lot of transient receptor potential (TRP) channels have 

been isolated since a cloning of the prototypical member in Drosophila as a protein encoded by the gene 

involved in the mutant having abnormal light responsiveness.  There are now 27 TRP channels in mammals 

composed of 6 subfamilies; TRPC, TRPV, TRPM, TRPML, TRPP and TRPA.  Many of the TRP channels 

work as non-selective cation channels having relatively high Ca2+ permeability.  Most cells in our body 

express multiple TRP channels and they function as important pathways for Ca2+ influx.  Although TRP 

channels are activated by various stimuli, it is noted that some of them can be activated by not only chemical 

substances but also by physical stimuli such as temperature and mechanical ones, and the clarification of their 

activation mechanisms and physiological significance has a lot of attention in order to understand the 

importance of Ca2+ for the life phenomena.  Based on this background, we performed a project research 

titled ‘Regulation mechanisms of Ca2+-permeable channels as sensors and their physiological significance’ 

focusing on the TRP channels involved in sensing of temperature, mechanical stimuli, gas and chemical 

substances. 
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助成番号 12C1‐14C1 

温度感受性 TRPM2 チャネルを介した免疫機構の研究 
 

 

富永 真琴１，加塩 麻紀子２，高山 靖規１ 

 
１自然科学研究機構岡崎統合バイオサイエンスセンター細胞生理研究部門 

２京都府立医科大学大学院医学研究科 

 

 

概 要 TRPM2 は、大きな TRP イオンチャネルスーパーファミリーに属する Ca2+ 透過性の高い非選択性陽イオンチャネルで、

脳、膵臓、脾臓、腎臓や種々の免疫系の細胞における発現が報告されており、adenosine diphosphate ribose（ADPR）によ

り活性化されること、細胞内 Ca2+ により活性化が促進されること、低濃度の ADPR 存在下で体温程度の温かい温度で活

性化されることがよく知られている。温度によって活性化する温度感受性 TRP チャネルの 1 つと考えられている。この温度

感受性TRPM2 の免疫機能への関与を明らかにする目的で機能制御機構の解析を行った。 

炎症等で産生される過酸化水素が TRPM2 の１つのメチオニン残基を直接酸化して活性化温度閾値を 47 度から体温域に低下さ

せて機能増強させることが明らかになった。TRPM2 欠損腹腔マクロファージではこの機能増強は観察されず、内在性TRPM2 がマ

クロファージのサイトカイン産生能、貪食能に関わることが判明した。TRPM2 は免疫機能制御薬開発のターゲットになると推察され

る。TRPM2の過酸化水素による感作メカニズムがより普遍的なメカニズムであることを証明するためにマウス膵臓で検討を

行った。膵臓は還元酵素の機能が低く過酸化水素の影響をより受けやすいこと、グルコースが膵臓での過酸化水素産生

をもたらすことが報告されている。単離膵臓細胞で過酸化水素処置によって腹腔マクロファージと同じように熱応答の増

大が観察され、それは TRPM2 欠損膵臓細胞では見られなかった。また、マウス膵島からのグルコース依存的なインスリ

ンの分泌を 33 度、37 度、40 度で観察したところ、野生型マウスでは温度上昇依存的にインスリン分泌の増大が観察され

たが、TRPM2欠損膵島では観察されなかった。さらに、その野生型マウスでの温度依存的なグルコースによる膵島からの

インスリン分泌の増大は還元剤依存的であった。これらのことから、TRPM2 の過酸化水素による機能増強は広く見られる

現象であり、マクロファージの免疫機能のみならず膵臓でのグルコース依存的なインスリン分泌にも強く関わることが明ら

かになった。 

この TRPM2 に加えて、温度感受性 TRPV チャネルに関する解析も行い、脈絡叢上皮細胞 apical 膜で TRPV4 が活性

化して Ca2+ が流入し、その Ca2+ が Ca2+ 活性化クロライドチャネル anoctamin1 を活性化してクロライドイオン流出をもたら

して水の流出を駆動することを明らかにした。これは、脳脊髄液産生のメカニズムの１つと考えられる。また、感覚神経細

胞でもカプサイシンで TRPV1 が活性化して Ca2+ が流入し、その Ca2+ が anoctamin1 を活性化してクロライドイオン流出を

もたらして更なる脱分極を引き起こすことを明らかにした。これは、新規の痛み増強メカニズムと考えられる。 

このように、Ca2+ 透過性の高い３つの TRP チャネル TRPM2、TRPV4、TRPV1 の制御機構とその生理的意義を明らか

にした。 

 

１．研究の背景と目的 

TRPM2は、大きなTRPイオンチャネルスーパーファミリーに

属する Ca2+透過性の高い非選択性陽イオンチャネルで、脳、

膵臓、脾臓、腎臓や種々の免疫系の細胞における発現が

報告されており、adenosine diphosphate ribose（ADPR）に

より活性化されること、細胞内 Ca2+により活性化が促進さ

れること、低濃度の cyclicADPR 存在下で体温程度の温
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かい温度で活性化されることがよく知られている。温度に

よって活性化する温度感受性 TRP チャネル（図 1）の 1 つ

と考えられている。 

私たちはこれまで、TRPM2 が膵臓 β 細胞に強く発現し、

グルコース依存的なインスリン放出に関与することを報告

してきた（1,2）。TRPM2 欠損マウスから単離した膵臓 β 細胞

では温度刺激による細胞内 Ca2+濃度上昇が起こらず、

TRPM2 欠損膵島ではグルコース依存的あるいはインクレ

チン依存的なインスリン放出が野生型膵島と比較して有

意に小さかった。また、個体レベルでも、経口または腹腔

内投与によるグルコース負荷試験で、TRPM2 欠損マウス

は野生型マウスより血糖上昇が大きく回復にもより時間が

かかった。これらの結果から、TRPM2 の膵臓 β 細胞にお

けるインスリン分泌への関与は個体レベルで確認されたと

考えた。 

TRPM2 は過酸化水素によって活性化されることが報告

されており、酸化ストレスによる細胞内 Ca2+上昇による細

胞死との関連が議論されてきたが、その詳細は明らかで

はない。過酸化水素によって核やミトコンドリアでADPR産

生が高まることが一因とされているが、それを否定する論

文もある。過酸化水素は細胞死をもたらすだけでなく、ガ

スメッセンジャーとして細胞内や細胞間の情報伝達に関

与することが近年明らかになりつつある。細菌感染等によ

る全身的な炎症においては発熱が起こるが、体温上昇は

TRPM2 活性を増強させると推測される。軽度の体温上昇

（発熱）は免疫機能を強めると考えられているがその分子

メカニズムは明らかでないことから、TRPM2 の温度感受性

に焦点をあてた機能制御機構の解析が必要だと考えられ

た。 

 

２．研究方法と研究結果 

HEK293T 細胞にマウス TRPM2 を強制発現させて細胞

内 Ca2+変化を蛍光色素 fura-2 を用いて測定した。２回の

40 度までの熱刺激を行い、2 回の熱刺激の間に過酸化水

素処置をした。過酸化水素処置をすると、２回目の熱刺激

に対する応答が著しく増強した（図 2A）。この増強は

TRPM2 発現細胞（DsRed 陽性細胞）だけで観察されたこ

とから、TRPM2 開口による Ca2+流入によって起こっている

ものと考えられた。さらに、この過酸化水素処置による熱

応答の増強は過酸化水素の濃度と投与時間の両方に依

存したことから（図 2B, C）、化学修飾等によるものと考えら

れた（3）。 

 

 
図 1. ９つの温度感受性 TRP チャネルとその活性化温度領域 

 

 
図 2. マウス TRPM2 を発現する HEK293 細胞に２回の熱刺激を行い細胞内 Ca2+濃度の変化を測定した。5 M 

ionomycin を陽性コントロールとした。DsRed 陽性細胞においてのみ過酸化水素処置後に熱刺激によって Ca2+濃度上昇

がみられる。過酸化水素の濃度依存性(B)と 30 M 過酸化水素処置の曝露時間依存性(C)。（文献 3）から改変引用） 
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過酸化水素処置によって熱刺激応答性が増強したの

は、熱に対する感受性が増大したため（活性化温度閾値

が低下したため）と考えられたので、細胞内 Ca2+濃度測定

法で活性化温度閾値を調べたところ、無処置で 47.2 度、

100 M 過酸化水素 1 分処置で 41.7 度、3 mM 過酸化水

素 1 分処置で 36.3 度と過酸化水素の濃度依存的に有意

に低下し、3 mM 過酸化水素 1 分処置では体温以下にな

った（図 3A, B）TRPM2 活性化温度閾値は、60 M の過

酸化水素処置で曝露時間依存的にも有意に低下した（図

3B）。全細胞型パッチクランプ法による TRPM2 膜電流測

定からの Arrhenis plot による活性化温度閾値解析でも、

100M 過酸化水素をピペット内に入れたときには 40.2 度、

3 mM 過酸化水素を入れたときには 36.3 度と細胞内 Ca2+

濃度測定法と同様に、過酸化水素の濃度依存的に活性

化温度閾値の有意な低下が観察された。これらの実験か

ら、TRPM2 活性化温度閾値の低下が TRPM2 の温度応

答のメカニズムであろうと考えられ、過酸化水素の作用部

位は TRPM2 の細胞内ドメインではないかと推測された。

また、この現象は、TRPM2 活性の生理的体温への「感作」

と捉えることができると考えた（3)。 

この過酸化水素による TRPM2 の活性化温度の低下に

細胞内因子が関わっているかどうかを調べるために、

TRPM2を強制発現させたHEK293細胞からパッチ膜をひ

きちぎり、インサイドアウトモードで電流記録を行った。細

胞内Ca2+濃度測定法の実験と同じように、１回目の温度刺

激ではほとんどチャネル開口は観察されなかったが、300 

M の過酸化水素処置後の２回目の熱刺激に対しては著

しいチャネル開口の増大が観察された（図 4）。このことは、

細胞内因子の関与無しに過酸化水素が直接 TRPM2 に

作用することを示唆する（3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. 細胞内 Ca2+測定法による TRPM2 の活性化温度閾値の変化 (A) 無処置（左）、100 M 過酸化水素処置（中）、3 

mM 過酸化水素処置（右）で活性化温度閾値が低温側にシフトしている。(B) 定量解析。TRPM2 の活性化温度閾値が過

酸化水素の濃度依存的、処置時間依存的に低下した。*** p < 0.001, ### p < 0.001 vs. 無処置群（左端）。（文献 3）から

改変引用） 

 

 
図4. インサイドアウトパッチにおけるTRPM2単一チャネル電流の熱応答の過酸化水素処置による増強（左）とその拡大ト

レース（右）。（文献 3）から改変引用） 
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過酸化水素による直接の TRPM2 への作用メカニズムと

して TRPM2 の酸化を考えた。そこで、よりメチオニンの酸

化をもたらすクロラミン T（Ch-T）を用いたところ、過酸化水

素処置と同様にインサイドアウト法による単一チャネル電

流記録で熱応答の著しい増大が観察された（図 5A）。一

方、システインの酸化をもたらす DTNB (5,5’-dithiobis 

-2-nitrobenzoic acid)では熱応答の増強は観察されなかっ

た（図 5B）ことから、過酸化水素によって TRPM2 のメチオ

ニンが酸化されて機能増強が起こっているものと推測され

た（3）。 

過酸化水素による TRPM2 応答増強作用はヒト TRPM2

でも観察されたことから、マウスとヒト TRPM2 に共通するメ

チオニン残基 21 個（図 6A）をアラニンに置換した点変異

体を作成し、細胞内 Ca2+濃度測定法を用いて過酸化水素

による熱応答増強作用を検討した。その結果、214 番目の

メチオニンの点変異体のみで増強作用がなくなっており

（図 6B）、このメチオニンが過酸化水素の作用標的である

と結論した（3）。 

この現象の生理学的意義を明らかにするために先ず、

native な細胞において同様な現象が観察されるかどうかを

検討した。細胞にはマウス腹腔マクロファージを選んだ。

野生型腹腔マクロファージは TRPM2 を発現させた

HEK293細胞と同様に過酸化水素処置で著しい熱応答の

増強が観察されたが、TRPM2 欠損マウスから調整した腹 

 

 

図 5. TRPM2 発現 HEK293 細胞におけるクロラミン T (Ch-T)（A）と DTNB (B)による TRPM2 の熱応答増強作用の検討。

（文献 3）から改変引用） 

 

 

図 6. TRPM2 のメチオニン (Met)残基(A)。過酸化水素処置による細胞内 Ca2+濃度測定法での活性化温度閾値(B)。

M214A でのみ活性化温度閾値が変化しない (NS)。（文献 2）から改変引用） 
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腔マクロファージでは増強作用が認められなかった（図 7）

ことから、過酸化水素による TRPM2 の感作機構は native

の細胞でも働いていることが分かった（3）。 

そこで、腹腔マクロファージ機能を野生型マウスと

TRPM2 欠損マウスで比較検討した。zymosan 刺激による

複数のサイトカイン（G-CSF, CXCL2. IL1-）産生が

TRPM2 欠損腹腔マクロファージで有意に低下していた

（図 8）（3）。 

過酸化水素による TRPM2 の機能増強（感作）によって

TRPM2 の活性化温度閾値は体温域に低下する。過酸化

水素が産生されるような炎症においては上昇した体温に

よって TRPM2 のさらなる機能増強が起こることが推測され

る。そこで、野生型マウス腹腔マクロファージの細胞内

Ca2+濃度変化を観察したところ、36.9 度環境下で 30 M

過酸化水素によって胞内 Ca2+濃度は少し増加し、そこか

ら 38.2 度への僅か 1.3 度の温度上昇によって細胞内 Ca2+

濃度はさらに増加した（図 9A）。さらに、37 度から 38.5 度

への温度上昇によって野生型腹腔マクロファージの貪食

能は有意に増大したが、そのような温度依存的な貪食能

の増大はTRPM2欠損腹腔マクロファージでは観察されな

かった（図 9B）ことから、体温上昇時のマクロファージ機能

増強にも TRPM2 が関わっていることが示唆された（3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7. 野生型マウスから得た腹腔マクロファージ(A)と

TRPM2 欠損マウスから得た腹腔マクロファージ(B)におけ

る過酸化水素処置による熱応答の増強。（文献 3）から改

変引用） 

 

 
図 8. zymosan 刺激に対する G-CSF（左）、CXCL2（中）、IL-1（右）産生能の野生型腹腔マクロファージと TRPM2 欠損腹

腔マクロファージの比較。* p < 0.05, ** p < 0.01。（文献 3）から改変引用） 

 

 
図 9. 腹腔マクロファージの温度変化および過酸化水素処置による細胞内 Ca2+濃度変化(A)と温度依存性貪食能の野生

型マクロファージと TRPM2 欠損マクロファージの比較(B)。* p < 0.05。（文献 3）から改変引用） 
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TRPM2 の過酸化水素による感作メカニズムがより普遍

的なメカニズムかどうかを検討するためにマウス膵臓で解

析を行った。膵臓は抗酸化酵素の機能が低く過酸化水素

の影響をより受けやすいことが知られている。また、グルコ

ースは膵臓での過酸化水素産生をもたらすことが報告さ

れている。そこで、単離膵臓細胞を用いて、過酸化水素

処置によって腹腔マクロファージと同じように熱応答の増

大が観察されるかどうかを細胞内 Ca2+濃度測定法で検討

したところ、野生型膵臓細胞では過酸化水素処置後の２

回目の熱刺激で応答の増大が観察されたが、TRPM2 欠

損膵臓細胞では観察されなかった（図 10）。 

その過酸化水素処置による膵臓細胞の熱応答の増大

は過酸化水素の濃度依存的であった（図 11）。また、40 

mM KCl による脱分極を介した細胞内 Ca2+濃度増加は野

生型膵臓細胞と TRPM2 欠損膵臓細胞で差がなかった

ことから、電位作動性 Ca2+チャネルを介した経路は関係し

ないことが分かった（図 11）。 

 

 
図 10. 単離したマウス野生型膵臓細胞(A)と TRPM2 欠損膵臓細胞(B)での温度変化および過酸化水素処置による細

胞内 Ca2+濃度変化。（文献 4）から改変引用） 

 

 

図 11. 野生型マウス膵臓細胞と TRPM2 欠損膵臓細胞での熱刺激による細胞内 Ca2+濃度変化の過酸化水素濃度依

存性(A)。脱分極刺激による細胞内 Ca2+濃度変化の野生型マウス膵臓細胞と TRPM2 欠損膵臓細胞での比較(B)。（文

献 4）から改変引用） 
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このマウス膵臓細胞での応答のインスリン分泌への関

与を検討した。マウス膵島からのグルコース依存的なイン

スリンの分泌を 33 度と 37 度で観察したところ、野生型マウ

スでは温度上昇依存的にインスリン分泌の増大が観察さ

れたが、TRPM2欠損膵島では観察されなかった（図12）。 

また、その野生型マウスでの温度依存的なグルコース

による膵島からのインスリン分泌の増大は抗酸化酵素依

存的であった（図 12）。NAC 依存的なグルコースによるイ

ンスリン分泌量をプロットするとより明らかになる（図 13）。 

 

 

図 12．33 度(A-C)と 37 度(D-F)における 3.3m, 16.7 mM グルコース(G)依存的な膵島（野生型と TRPM2 欠損）からのイン

スリン放出量と抗酸化酵素 N-acetylcysteine (NAC)の効果。（文献 4）から改変引用） 

 

 

図 13．33 度, 37 度, 40 度における 16.7 mM グルコース依存的な膵島（野生型と TRPM2 欠損）からのインスリン放出量の

N-acetylcysteine (NAC)依存的な成分。（文献 4）から改変引用） 
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私たちはこれまで、表皮ケラチノサイトにおける TRPV4

の生理的意義を数多く報告してきたが、脳内にも TRPV4

は発現している。以前に海馬錐体細胞に発現するTRPV4

が体温下で活性化して Na+流入によって脱分極し、神経

細胞の興奮性を制御していることを報告してきた（5 ）。

TRPV4 は脳内脈絡叢に強く発現している。そこで、

TRPV4/EGFP BAC Transgenic mouse を作成したところ、

やはり、脈絡叢に強い GFP シグナルをみとめたことから、

脈絡叢 TRPV4 は重要な生理機能を担っているものと推

測された。 

脈絡叢は側脳室、第３脳室、第４脳室にわたって存在し、

一層の上皮細胞、軟膜、血管から成る。特異的抗体を用

いて TRPV4 の発現を解析したところ、脈絡叢上皮細胞に

発現し、また、apical 膜のマーカーである NaK/ATPase 1

と発現が完全に重なったことから、TRPV4 は脈絡叢上皮

細胞の apical 膜に発現すると結論した（6）。単離脈絡叢上

皮細胞で TRPV4 の機能的発現をパッチクランプ法による

電流記録で確認した。野生型マウスから調整した単離脈

絡叢上皮細胞では、GSK1016790A（GSK, 0.1 µM）の投

与によって外向き整流性を有する電流の活性化が観察さ

れたが、TRPV4 欠損マウスから調整した単離脈絡叢上皮

細胞では、1 µM の GSK の投与でも電流の活性化は確認

できなかった（図 14）（6）。 

脈絡叢の重要な生理機能の１つは脳脊髄液の産生・放

出である。そこで、脈絡叢上皮細胞 apical 膜で TRPV4 が

活性化して Ca2+が流入し、その Ca2+が Ca2+活性化クロライ

ドチャネルを活性化してクロライドイオン流出をもたらし、

それが駆動力となって水の移動が起こるのではないかと

考えた。というのは、脈絡叢上皮細胞は細胞内のクロライ

ドイオン濃度が高いためにクロライドイオンの平衡電位が

およそ-20 mV で、静止膜電位はおよそ-50 mV なので、ク

ロライドチャネルの活性化はクロライドイオンの流出をもた

らすからである。これまで、脈絡叢上皮細胞に Ca2+活性化

クロライドチャネルの報告はない。そこでまず、電気生理

学的に Ca2+活性化クロライドチャネルの存在を検討した。

細胞内外 NMDG（N-methyl-D-glucamine）-Cl 液でクロラ

イド電流しか観察できない条件でパッチクランプ全細胞記

録法を用いて解析したところ、細胞内 Ca2+濃度 500 nM の

状態で外向き整流性を有するクロライド電流が観察され、

NPPB（5-Nitro-2-(3- phenylpropylamino)benzoic acid）とい

うグローバルなクロライドチャネル阻害剤(100 µM)で抑制

された（図 15）。Inomaycin によって細胞内 Ca2+濃度を上

昇させても、同様に NPPB で抑制されるクロライドチャネル

電流の活性化が観察された（図 15）（6）。 

Ca2+ 活性化ク ロ ラ イ ド チ ャ ネ ル の 分子実体とし て

anoctamin（ANO）が数年前に報告されている。そこで、脈

絡叢上皮細胞におけるANO遺伝子発現を検討したところ、

複数の ANO 遺伝子（Ano1, Ano4, Ano6, Ano10）の発現が

観察された。その中でも ANO1 が最も Ca2+感受性が高い

ことから、特異的抗体を用いて ANO1 の発現を検討し、脈

絡叢上皮細胞に ANO1 蛋白質の発現を確認した（6）。こう

して遺伝子・蛋白質レベル、機能レベルで脈絡叢上皮に

Ca2+活性化クロライドチャネル anoctamin の発現が確認さ

れた。 

 

 

図 14．単離脈絡叢情報細胞の TRPV4 刺激薬（GSK）に対する応答。左図の挿入図は電流トレースの黒および赤▽の電

流電圧関係。（文献 6）から改変引用） 
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図 15．単離脈絡叢上皮細胞の Ca2+活性化クロライドチャネル電流。細胞内 Ca2+濃度 500 nM か ionomycin で細胞内 Ca2+

濃度を上昇させたときの外向き整流性（挿入図は電流電圧関係）を示すクロライド電流の活性化が観察される。（文献 6）

から改変引用） 

 

 

図 16．TRPV4+ANO1, TRPV4 単独 あるいは ANO 単独発現 HEK293T 細胞における GSK 投与に対するクロライド電流

（左）の活性化とその細胞外 Ca2+濃度依存性（右）。 ** p < 0.01。（文献 6）から改変引用） 

 

次に、TRPV4 と ANO1 を共発現させた細胞で、TRPV4

刺激薬である GSK を投与してクロライド電流を観察したと

ころ、細胞外に Ca2+が存在するときにのみ大きなクロライド

電流が観察された（図 16）（6）。ANO1 単独発現細胞、

TRPV4 単 独 発 現 細 胞 、 TRPV4+ANO4 発 現 細 胞 、

TRPV4+ANO6 発現細胞、TRPV4+ANO10 発現細胞では

同様のクロライド電流は観察されなかったことから、この機

能連関は TRPV4+ANO1 に特異的であり、事実、HEK293

細胞で TRPV4 と ANO1 の物理的結合が共免疫沈降法に

よって確認された（図 17）（6）。 

 

 

図 17．TRPV4 と ANO1 を共発現させた HEK293T 細胞で、

抗ANO1 抗体で免疫沈降 (IP)させた標本に抗 TRPV4 抗

体で認識される (WB)蛋白質が存在する。（文献 6）から

改変引用） 
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単離脈絡叢上皮細胞でも、GSK 刺激によって外向き整

流性を示すクロライド電流が観察され、その電流は ANO1

阻害剤 T16Ainh-A01（A01）で完全に抑制された（図 18）

（6）。また、脈絡叢上皮細胞において TRPV4 と ANO1 の物

理的結合が共免疫沈降法によって確認された（図 19）（6）。

以上のことから、脈絡叢上皮細胞において、TRPV4 の活

性化によって流入した Ca2+によって、TRPV4 と物理的に

結合する Ca2+活性化クロライドチャネル ANO1 が活性化

することが明らかとなった。 

GSK は合成TRPV4 刺激薬であることから、内因性刺激

の１つである低浸透圧で TRPV4 を活性化して検討した。

野生型マウスから調整した単離脈絡叢上皮細胞において

37 度条件下で、300 mOsm から 200 mOsm への低浸透圧

刺激によって大きなクロライド電流の活性化が観察された

が、TRPV4 欠損マウスから調整した単離脈絡叢上皮細胞

では観察されなかった（図 20）（6）。このことから、内因性

TRPV4 刺激によっても脈絡叢上皮細胞で TRPV4 と

ANO1 の機能連関が確認できた。 

 

 

図 19．脈絡叢上皮細胞で、抗 ANO1 抗体で免疫沈降 

(IP)させた標本に抗 TRPV4 抗体で認識される (WB)蛋白

質 が存在する。（文献 6）から改変引用） 

 

 

図 18．単離脈絡叢上皮細胞における GSK 投与に対するクロライド電流の活性化（左）とその電流の ANO1 阻害薬 A01

による抑制（右）。左図の挿入図は電流トレースの黒および赤▽の電流電圧関係。（文献 6）から改変引用） 

 

 

図 20．単離脈絡叢情報細胞の 37 度における低浸透圧刺激に対するクロライド電流の活性化 （文献 6）から改変引用） 
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ANO1 は熱刺激によって活性化することが知られている

ので、単離脈絡叢上皮細胞を用いて 45 度までの２回の熱

刺激の間に GSK 投与を行ってクロライド電流を観察したと

ころ、野生型マウスの単離脈絡叢上皮細胞ではGSK投与

後の２回目の熱刺激でクロライド電流の著しい増大が観察

されたが、TRPV4 欠損マウスの単離脈絡叢上皮細胞では

熱刺激応答に変化がなかった（図 21）（6）。野生型マウスの

単離脈絡叢上皮細胞では、GSK によって TRPV4 が活性

化して Ca2+が流入し、熱刺激とあいまって ANO1 活性の

著しい増強が起こったものと考えられた。 

TRPV4とANO1の機能連関による脈絡叢上皮細胞膜か

らのクロライドイオン流出は水移動を駆動するはずである。

TRPV4は水チャネルアクアポリン４（aquaporin 4; AQP4）と

結合していることが既に明らかになっている。そこで、

HEK293細胞にANO1を強制発現させてパッチクランプ全

細胞記録法（細胞内Ca2+濃度500 nM）で膜電位を-50 mV

に保持すると著しい細胞容積減少が観察され、保持電位

を+50 mVに変化させると細胞容積は元に戻った。この現

象はANO1を発現しない細胞や電位を変化させない状態

では観察されなかったことから、保持電位変化による

ANO1を介したクロライドイオンの流出と流入が水移動を

引き起こしたものと考えられた（図22）（6）。TRPV4とANO1 

 

 
図 21．単離脈絡叢上皮細胞における熱活性化クロライド電流に対する GSK 投与による TRPV4 活性化の効果   

HC067047: TRPV4 阻害薬。（文献 6）から改変引用） 

 
図 22．HEK293 細胞における ANO1 依存的な細胞容積変化。左．ANO1 を発現させた細胞では陰性電位でクロライド電

流を活性させると細胞容積減少が起こる。 ** p < 0.01。右．TRPV4, ANO1 を共発現させると陰性電位でクロライド電流を

活性させると細胞容積減少が起こる。 * p < 0.05, ** p < 0.01。（文献 6）から改変引用） 
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を共発現させた HEK293 細胞（細胞内 Ca2+濃度 100 nM）

では、GSK の投与によって保持電位-50 mV で大きな内

向き電流（クロライドイオンの細胞からの流出）に引き続い

て細胞容積の減少が観察された。ANO1 だけを発現させ

た細胞では容積変化は観察されず、TRPV4 だけを発現さ

せた細胞では小さな内向き電流の後にむしろ細胞容積の

増大が観察された（図 22）（6）。GSK による TRPV4 活性化

によって流入した Ca2+電流とその Ca2+流入に駆動された

水流入が引き起こされたものと推察された。 

観察された TRP チャネルと ANO1 の機能連関はより普

遍的なものであろうと考え（7）、感覚神経細胞で検証しようと

考えた。感覚神経は細胞内クロライドイオン濃度が高いこ

とが知られており、ANO1 チャネルの開口はクロライドイオ

ン流出からさらなる脱分極をもたらすと推定される。そこで

先ず、マウス感覚神経節での TRPV1 とANO1の共発現を

検討したところ、多くの小径の細胞（おそらく無髄のC線維

の細胞体）での共発現が確認された（図 23）（8）。 

次に、HEK293T 細胞に mTRPV1 と mANO1 を共発現

させて細胞内外 NMDG-Cl 溶液の条件でクロライド電流を

観察したところ、mTRPV1 と mANO1 を共発現させた細胞

では 0.3 M のカプサイシン投与で大きなクロライド電流が

観察されたが、mTRPV1 あるいは mANO1 だけを発現さ

せた細胞では観察されなかった。また、そのクロライド電流

活性化は細胞外に Ca2+が存在するときにだけ観察された

（図 24）（8）。この結果は、カプサイシンによって活性化した

TRPV1 を通って流入した Ca2+が ANO1 を活性化させたこ

とを意味する。 

共免疫沈降法による解析から、HEK293T 細胞で

mTRPV1 と mANO1 が結合していることが明らかになった

（図 25）（8）。 

 

 

図 25．mTRPV1, mANO1 を共発現させた HEK293T 細胞

での抗 ANO1 抗体免疫沈降標本での TRPV1 蛋白質の

検出（文献 8）から改変引用） 

 

 
図 23．マウス後根神経節における TRPV1（緑）と ANO1（赤）の共発現。Scale bar 50 m。（文献 8）から改変引用） 

 

 
図 24．HEK293T 細胞での mTRPV1, mANO1 共発現依存的クロライド電流の活性化（A, B）とその細胞外 Ca2+依存性(C)。

（文献 8）から改変引用） 
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次に、単離したマウス後根神経節細胞で細胞内 KCl,細

胞外 NaCl のイオン条件でカプサイシンによる内向き電流

を観察した。ANO1 阻害剤である A01 存在下では、カプ

サイシンによる内向き電流が有意に小さく、この A01 依存

性は高濃度 EGTA でも変わらなかったが高濃度 BAPTA

では消失した（図 26）（8）。よって、カプサイシン投与によっ

て観察される内向き電流は Na+,Ca2+だけではなく、Ca2+に

よる ANO1 活性化を介した外向きクロライド電流がかなり

の割合を占めていると考えられた。また、ANO1 依存性が

高濃度 BAPTA で消失したことから、この機能連関は 20 

nm 以内の局所で起こっているものと推定され、それは

mTRPV1, mANO1 の直接結合の結果と合致する。マウス

感覚神経においても TRPV1 と ANO1 の結合が確認され

た（図 27）（8）。 

この TRPV1 と ANO1 の機能連関の意義を個体レベル

で検討するために、マウスの後肢にカプサイシンを投与し

て痛み関連行動を観察した。すると、カプサイシンを投与

による肢舐め行動は ANO1 阻害剤の同時投与で有意に

抑制されたが、イオンチャネル型 ATP 受容体刺激薬

methylene ATP による肢舐め行動は差がなかった（図

28）（8）。 

 

 
図 26．マウス後根神経節細胞でのカプサイシンによる内

向き電流への ANO1 阻害剤と Ca2+キレーターの影響。* p 

< 0.05 （文献 8）から改変引用） 

 

 

 

図 27．マウス感覚神経細胞で

の TRPV1, ANO1 蛋白質の共

免疫沈降。（文献 8）から改変

引用） 

 

 

図 28．マウス後肢へのカプサイシン投与による 30 秒ごと(A)および 5 分間(B)の痛み関連行動への ANO1 阻害剤の効果

とmethylene ATP (meATP)投与による 30 秒ごと(C)および 5 分間(D)の痛み関連行動への ANO1 阻害剤の効果。* p 

< 0.05 （文献 8）から改変引用） 
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３．考察および今後の課題 

今回の実験によって、過酸化水素によるメチオニンの

酸化によって TRPM2 の活性化温度閾値が低下すること

が明らかとなった。これまで、温度感受性 TRP チャネルの

活性化温度閾値の変化にはさまざまなメカニズムがあるこ

とが明らかになっている。カプサイシン受容体 TRPV1 の

活性化温度閾値は PKA, PKC によるリン酸化によって本

来の 43 度以上から体温域に低下することが明らかになっ

ており、体温が活性化刺激となって痛みが起こる可能性

が示されている。これは、急性炎症性疼痛発生の１つの分

子機構と考えられている。また、TRPV1 とメントール受容

体 TRPM8 は化学物質（TRPV1 はカプサイシン，TRPM8

は メ ント ー ル） の 存在下で 活性化温度閾値が変化

（TRPV1 は低下，TRPM8 は上昇）することも判明している。

加えて、私たちは最近、PIP2 量もしくは PIP2 の TRPM8 へ

の結合が、細胞が曝露する温度依存的に変化して

TRPM8 の活性化温度閾値の変化をもたらすことを報告し

た（9）。細胞外温度が高いとの制御が高まり、TRPM8 の活

性化温度閾値が上昇することが分かった。このメカニズム

はウェーバーの３ボトル実験（冷たい水に手を浸した後で

室温の水に手を浸すと温かく感じ、熱い温度の湯に手を

浸した後で室温の水に手を浸すと冷たく感じる現象）を説

明できると考えている。今回のメチオニンの酸化による

TRPM2 の活性化温度閾値の変化は新たな活性化温度

閾値変化のメカニズムである。 

メチオニン酸化による TRPM2 の機能増強（感作）はマ

クロファージ機能に大きな意味を持つことが明らかになっ

た。全身的な細菌感染等では NPDPH oxidase によってマ

クロファージ等で過酸化水素が産生され、マクロファージ

機能が増強される。サイトカインや貪食能の増強は細菌等

を処理するのに有利に働く。同時に、1.5 度という微小な

温度上昇がマクロファージ機能を増強させることが明らか

となった。体温上昇時にはむやみに熱を下げないことが

肝要だと臨床では言われているが、体温（あるいは体温上

昇）がもつ免疫機能増強作用の一部は TRPM2 の機能増

強で説明できるかもしれない。TRPM2 は、マクロファージ

以外にもリンパ球や好中球等さまざまな免疫担当細胞に

発現することが明らかになっており、そうした細胞の温度

依存的な活動制御が報告されている。そうした温度依存

性も TRPM2 の機能制御で説明できるかもしれず、

TRPM2 が広く免疫機能を制御するための温度センサーと

して機能する可能性が示唆される。事実、私たちは、免疫

に関わる樹状細胞やミクログリアが TRPM2 を強く発現す

ることを見いだしており、今回明らかになった TRPM2 の活

性制御による免疫機能調節を研究していきたい。 

さらに、TRPM2 の過酸化水素による機能増強が膵臓 β

細胞でも観察されたことから、この TRPM2 の過酸化水素

による感作は広く見られる現象であり、膵臓でのグルコー

ス依存的なインスリン分泌に強く関わっていることが明らか

になった。 

脈絡叢上皮細胞では、基底側膜からの水流入によって

細胞容積が増大すると考えられる。その細胞容積増大が

膜伸展を招来して膜脂質から epoxyeicosatrienoic acid 

（EET）が産生されてTRPV4を活性化する。TRPV4を介し

て流入した Ca2+が Ca2+活性化クロライドチャネル ANO1 を

活性化してクロライドイオンが流出して水が流出するものと

推定される（図 29）。 

 

 
図 29．TRPV4、ANO の連関による水移動の模式図 
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これは、脳脊髄液産生のメカニズムの１つと考えられる。

このメカニズムが破綻すると脳脊髄液産生に異常がでるも

のと推定され、その検討が必要である。また、炎症時には

TRPV4 活性が増強することが知られており、脳内炎症時

の TRPV4 活性化が脳脊髄液産生増加をもたらすかどうか

も今後検討していく必要がある。 

 Ca2+透過性が高い TRP チャネルと ANO1 の機能連関

は脈絡膜だけでなくマウス感覚神経でも観察された。これ

は、全く新しい痛み増強メカニズムであり、ANO1 阻害や

TRPV1/ANO1 複合体形成阻害が新たな鎮痛薬開発につ

ながることが期待される。また、同様の TRP チャネルと

ANO1 の機能連関が他の臓器でも起こっており、広く様々

な生理機能にかかわっているものと推察される。そうした

例の発見につとめていきたい。 
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Summary 

Thermoregulation is the ability of organisms to keep their body temperatures within a certain range (~37ºC).  Nine 

thermosensitive transient receptor potential (TRP) channels (thermoTRPs) are known to detect ambient temperature and are 

believed to be involved in thermoregulation.  We investigated the regulatory mechanism and physiological role of TRP 

melastatin 2 (TRPM2) at the body temperature, which is sensitive to warm temperatures (>35ºC). 

TRPM2 is a nonselective, Ca2+-permeable cation channel, and is expressed in various organs such as the brain, pancreas, 

spleen, kidney and a wide range of immunocytes, such as lymphocytes, neutrophils, and monocytes/macrophages.  TRPM2 

plays important roles in Ca2+ signaling in these tissues and cells, and contributes to cellular functions that include insulin 

release, cytokine production, cell motility, and cell death.  The primary activator of TRPM2 is adenosine diphosphate ribose 

(ADPR).  We found the novel activation mechanism of TRPM2 induced by H2O2.  The alteration in the temperature 

sensitivity of TRPM2 by H2O2 was mediated by a reduction in the temperature threshold for TRPM2 activation, enabling 

channel activation and cytosolic Ca2+ elevation at the physiological body temperature.  Sensitization of TRPM2 by H2O2 

was found to be via oxidation of methionine residues.  Therefore, endogenous TRPM2 channels in vivo could be modulated 

by redox signals in parallel with adenine-containing second messengers at physiological body temperature. 

Sensitization of the heat-evoked response was also observed in wild-type (Wt) but not in TRPM2-deficient 

macrophages, indicating possible involvement of TRPM2 sensitization in macrophage functions.  ROS-mediated elevation 

of cytosolic Ca2+ and Ca2+-dependent ROS production may interact and amplify each other, playing central roles in innate 

immune responses.  Indeed, zymosan-induced cytokine release was affected in TRPM2-deficient macrophages.  In 

addition, elevated temperatures (fever) were found to enhance phagocytic activity of Wt macrophages, but not 

TRPM2-deficient macrophages, implying that the ROS-TRPM2 activation pathway plays a critical role in macrophage 

functions.  This novel activation mechanism of TRPM2, sensitization to temperature, might provide new approaches to 

immune research. 

We then investigated whether the TRPM2 sensitization by H2O2 is a global phenomenon by focusing on the TRPM2 

functions in pancreatic  cells.  Heat-evoked [Ca2+]i increases were observed after H2O2 treatment in Wt  cells, but not 

TRPM2-deficient  cells similar to macrophages. In addition, TRPM2 activation downstream from the redox signal plus 

glucose stimulation enhanced glucose-induced insulin secretion in a temperature-dependent manner.  The N-acetyl cysteine 

(NAC)-sensitive fraction of insulin secretion by Wt islets was increased by temperature elevation and this 

temperature-dependent enhancement was significantly diminished in TRPM2KO islets.  These data suggest that 
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endogenous redox signals in pancreatic -cells elevate insulin secretion via TRPM2 sensitization and activity at body 

temperature.  The results could provide new therapeutic approaches for the regulation of diabetic conditions by focusing on 

the physiological function of TRPM2 and redox signals. 

We also investigated the physiological role of TRP vanilloid 4 (TRV4) at the body temperature, which is sensitive to 

warm temperatures (>30ºC).  TRPV4, a calcium-permeable channel, is highly expressed in the apical membrane of choroid 

plexus epithelial cells (CPECs) in the brain.  The function of TRPV4 is unknown.  We show physical and functional 

interaction between TRPV4 and anoctamin (ANO) 1, one of the Ca2+-activated chloride channels, in HEK293T cells and 

CPECs.  Chloride currents induced by a TRPV4 activator (GSK1016790A) were markedly increased in an extracellular 

calcium-dependent manner in HEK293T cells expressing TRPV4 with ANO1, but not with ANO4, ANO6 or ANO10, the 

mRNAs of which were expressed in the choroid plexus.  GSK-induced chloride currents were observed in wild-type 

CPECs but not in TRPV4-deficient CPECs.  We also found physical interaction between TRPV4 and ANO1 in both 

HEK293T cells and choroid plexus.  We observed that ANO1 was activated at a warm temperature (37˚C) in HEK293T 

cells and that the heat-evoked chloride currents were markedly enhanced after GSK1016790A application in CPECs.  

Simultaneous stimulation by warmth and hyposmosis induced chloride current activation in wild-type, but not in 

TRPV4-deficient CPECs.  Cell volume changes were induced by ANO1-mediated chloride currents in parallel with 

membrane potential changes, and the cell volume was significantly decreased at negative membrane potentials by 

TRPV4-induced ANO1 activation.  Thus, physical and functional interactions between TRPV4 and ANO1 can modulate 

water transport in the choroid plexus, and it could be one of the mechanisms for cerebrospinal fluid production in choroid 

plexus. 

To find another example the functional interaction between Ca2+-permeable TRP channels and ANO1, we focused on 

mouse sensory neurons.  Because it is known that cytosolic chloride concentrations are high in the sensory neurons, opening of 

ANO1 is supposed to lead to chloride efflux, resulting in the membrane depolarization. Capsaicin receptor TRPV1 is activated 

by various noxious stimuli, and the stimuli are converted into electrical signals in primary sensory neurons.  It is believed that 

cation influx through TRPV1 causes depolarization, leading to the activation of voltage-gated sodium channels, followed by 

action potential generation.  We found that the capsaicin-evoked action potential could be induced by two components: a cation 

influx-mediated depolarization due to TRPV1 activation and a subsequent anion efflux-mediated depolarization via activation of 

anoctamin 1 (ANO1), a calcium-activated chloride channel, due to the entry of Ca2+ through TRPV1.  The interaction between 

TRPV1 and ANO1 is based on their physical binding.  Capsaicin activated the chloride currents in an extracellular 

calcium-dependent manner in HEK293T cells expressing TRPV1 and ANO1.  Similarly, in mouse DRG neurons, 

capsaicin-activated inward currents were significantly inhibited by a specific ANO1 antagonist, T16Ainh-A01 (A01) in the 

presence of a high concentration of EGTA, but not BAPTA.  Furthermore, pain-related behaviors in mice treated with capsaicin, 

but not with methylene ATP, were significantly reduced by the concomitant administration of A01.  These results indicate 

that TRPV1-ANO1 interaction is a significant pain-enhancing mechanism in the peripheral nervous system. 
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概 要 TRPV2 は 1999 年に 52℃以上の侵害熱刺激を感知する熱センサーとしてクローニングされた。ところが、脊髄及

び DRG におけるこのチャネルの発現時期を調べると、未成熟な神経細胞の出現にあわせて胎生期において既に発現を

開始していた。子宮内の胎仔が 52℃以上の侵害熱刺激に遭遇する機会はないため、熱刺激以外の TRPV2 リガンドが存

在し、発達期には熱センサーとは全く異なる役割を持つと考えた。そして、解析を進めていくと、胎仔期の TRPV2 は脊髄

運動神経・DRG 感覚神経が、末梢（皮膚・筋肉など）に向けて非常に長い軸索を伸長している時に細胞膜にかかる膜伸

展刺激で活性化し、軸索伸長を促進させていることを突き止めた。さらに、TRPV2 がどの程度微弱な機械刺激を受容可

能であるのかを検証したところ、TRPV2 は現在実験室でアプライし得る最も小さな機械刺激でも活性化することが判明し

た。また、腸管神経節の抑制性運動神経にも TRPV2 が発現し、TRPV2 をメカノセンサーとして用いることで蠕動運動を制

御していた。これらの結果より、TRPV2 は軸索伸長に関わる有力なメカノセンサーであると考えられた。そして、微弱な膜

伸展刺激においてもTRPV2の活性化が認められることを突き止めた。予想通りTRPV2はメカノセンサーとして、微弱な機

械刺激を感知する特性を備えていると考察された。我々の体には成長に応じてあらゆる細胞に対して伸展張力が働き、こ

れを軸索が感じ取り、体のサイズに合わせて神経回路の長さをチューニングしている。これらの結果より、TRPV2 は受動

的軸索伸長に関わる有力なメカノセンサーであると考えられる。 

TRPV2 遺伝子の開始コドンを含むエキソンを loxP で挟んだアリルを導入した TRPV2 flox/flox マウスに EIIa-Cre Tg マ

ウス（全身で Cre Reccombinase を発現）を交配し、全身で TRPV2 が欠損した TRPV2KO を作製した。この TRPV2KO 成

体マウス DRG から感覚神経細胞を単離し、同様の実験を行ったところ、陽圧アプライに伴う細胞内 Ca2+上昇と軸索伸長

促進が野生型と比較し、減弱していることが観察された。さらに、脊髄運動神経と DRG 感覚神経特異的な TRPV2CKO を

実現することを目的に Islet1-Cre マウスと TRPV2 flox/flox マウスを交配した脊髄運動神経と DRG 感覚神経特異的な

TRPV2CKO を作製し、解析した。TRPV2CKO 由来の培養 DRG 神経細胞では、軸索伸長が抑制された。一方、軸索分

岐には何ら影響はなかった。 

以上の解析結果より、TRPV2 は非常に微弱な機械刺激で活性化し、それに伴い軸索伸長が促進することが判明した。

本プロジェクト研究の目的であった「センサーとしてのCa2+透過性チャネルの制御機構とその生理学的意義」を考慮すると、

TRPV2 を活性化させ、透過する Ca2+量を増加させる薬剤を開発することで損傷軸索再生を促すことが可能になる日が来

るかもしれない。 

 

１．研究の背景と目的 

温度感受性 Transient Receptor Potential（TRP）チャネ

ルは、成体の後根神経節（DRG）の神経細胞に高発現し、

温度受容に関わる温度センサーチャネルである（1,2）。この

チャネルは世界で初めて明らかとなった痛みの分子実体

であり、その発見により痛み研究が飛躍的に発展し、有効

な鎮痛薬の開発につながった。 

しかしながら、発達期のどの段階でこのセンサーチャネ

ルの発現が開始するのかに関しては全く研究されていな

かった。そこで、研究実施者は、発達期マウス脊髄領域の
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温度感受性 TRP チャネル発現様式を解析した。その結果、

神経発生のごく初期過程（マウスの胎生 10.5 日齢）におい

て、感覚神経・運動神経の双方に侵害熱センサー・

TRPV2（52℃以上の熱で活性化）が発現開始することを

見いだした。子宮内の胎仔が52℃以上の熱刺激に暴露さ

れることは生理条件下では考えられないことから、他に内

在性のリガンドが存在し、この分子を活性化することで発

達期の神経分化の調節に役立っていることが示唆され

た。 

TRPV2 が低浸透圧刺激により活性化するという報告（3）

が存在したため、低浸透圧刺激 → 細胞内への大量の

水流入 → 形質膜にかかる膜伸展刺激というカスケード

が存在し、TRPV2 は膜伸展刺激を感知するメカノセンサ

ーとして機能するのではないかと仮説を立て検討を行っ

た。その結果、TRPV2 は発達期神経の軸索・成長円錐に

高発現しており、軸索伸長時に生じる膜伸展刺激により活

性化し、細胞外から Ca2+を流入させ軸索伸長を促進して

いることを見いだした。 

これまでに様々な研究において、神経回路形成時に細

胞膜にかかる膜伸展刺激を感知するメカノセンサー活性

化を介して、神経回路形成はポジティブな制御を受けて

いることが報告されていた（4,5）。しかしながら、このメカノセ

ンサー分子の実体が長い間全く不明であった。上記の研

究実施者の新たな知見（6）により、TRPV2 が長い間分子実

体が不明であった神経回路形成を制御するメカノセンサ

ー分子である可能性が出てきた。 

TRPV2 は非常に Ca2+透過性の高い分子であり、成体

では侵害熱刺激センサー（52℃以上で活性化）として機

能している。ソルトサイエンス研究財団の医学プロジェクト

研究「センサーとしての Ca2+透過性チャネルの制御機構と

その生理学的意義」の中では、Ca2+透過性チャネル・メカ

ノセンサーと生理応答に着目したプロジェクトを進めた。

成体では侵害熱刺激センサーである分子が、発達期には

膜伸展刺激感知センサーとして軸索伸長を促進する分子

として機能している時間的モーダルシフトに着目し、一つ

のチャネル分子が胎仔期と成体という異なる条件でどのよ

うにして多様な生理機能を発揮するのかという分子メカニ

ズムを明らかにした。 

 

２．研究方法 

本研究課題は、メカノセンサーTRPV2 の機能解析に加

えて、脊髄運動神経・DRG 感覚神経特異的な TRPV2 欠

損マウスの表現型解析 → この遺伝子改変マウスを用い

た DNA マイクロアレイによる TRPV2 下流遺伝子の同定 

→ Ca2+イメージングを利用した TRPV2 依存的な細胞内

Ca2+シグナル経路の同定と TRPV2 下流遺伝子の発現変

化 → 損傷軸索の再生時におけるTRPV2分子の挙動と

軸索再生への試み。という流れで研究を進めている。 

In vitro（細胞培養系）と In vivo（遺伝子改変マウスとニ

ワトリ胚）の両方を組み合わせて、受動的軸索伸長への

TRPV2 関与を調べた。また、生体内における軸索伸長因

子としての TRPV2 の役割を解析した。 

Ca2+透過性チャネル・TRPV2 分子が関わる神経回路網

形成の分子基盤を明らかにするために、以下の 2 つのパ

ートを遂行した。 

1）機械刺激による TRPV2 活性化機構の解明 

2）体の成長にあわせた神経回路伸長である「受動的軸索

伸長」の分子基盤の解明 

どちらのパートも In vitro（細胞培養系）と In vivo（遺伝子

改変マウスとニワトリ胚）の両方を組み合わせにより進め

た。 

 

３．研究結果 

３．１ TRPV2 はメカノセンサーとして軸索伸長を促進す

る 

研究実施者は、神経発生のごく初期過程（マウスの胎

生 10 日齢）において、感覚神経・運動神経の双方に限局

して温度センサー・TRPV2 チャネルが発現開始することを

見いだした。感覚神経での発現に注目すると、興味深い

ことに、TRPV2 は成体では Aδ 線維を有する有髄神経の

みにその発現が限局しており（1）、その他の温度センサー

である TRPV1（43℃以上で活性化）や TRPM8（27℃以下

で活性化）を発現する C 線維を有する無髄神経とはその

発現が重ならない（図 1）。しかしながら、胎生期において

は、ほとんど全ての感覚神経に TRPV2 が発現し、その

TRPV2 陽性細胞に TRPV1 や TRPM8 が発現するように

なった。その後、TRPV2 発現が消失することで、上述した

成体に特有の発現パターンを取るようになった（図 1）。こ

の観察結果から、胎生期の未熟な神経において全ての感

覚神経でなんらかの理由で TRPV2 を必要としていること 
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Figure 1. Time course of thermo-TRP channel mRNA expression in the developing DRG and spinal cord. In situ 

hybridization analysis was performed in the spinal cord region of E9.5 to adult mice.  Expression of TRPV1 (A-G) and 

TRPV2 (H-N) started at different time points (TRPV2, E10.5; TRPV1, E13.5).  TRPM8 expression was observed after 

E13.5 (O-U).  Expression of TRPV2 mRNA was observed both in the DRGs and spinal cord ventral horns (I-M).  Scale 

bars; 100 m. 
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が浮かび上がってきた。 

TRPV2 は成体における侵害熱センサーである（52℃以

上の熱で活性化）と報告されてきた（1）が、子宮内の胎仔が

52℃以上の熱刺激に暴露されることは生理条件下では考

えられないことから、他に内在性のリガンドが存在し、この

チャネル分子を活性化していることが予想された。さらに

は、その TRPV2 活性化が発生期の神経分化の調節に役

立っているに違いないと考えた。心筋では TRPV2 が低浸

透圧刺激により活性化することが報告されていたため（2）、

著者は TRPV2 が低浸透圧刺激により生じた細胞容積の

変化（＝膜伸展刺激）により活性化するメカノセンサーな

のではないかと予想した。 

ここで重要なポイントだったのは、どのようにして膜伸展

刺激が TRPV2 活性化を促すのか（=TRPV2 がメカノセン

サーであるのか）を証明することであった。幸い、先行研

究によって数種類のメカノセンサー分子が同定されており、

近年では、その分子特性を調べるための装置がベンチャ

ー企業により販売されている（図2）（7）。このため、この市販

システムを用いた機械刺激の人工的アプライ実験をして

みることにした。まず、胎生 12 日目のマウス後根神経節

（DRG）から感覚神経細胞を単離し、エレクトロポーレーシ

ョン法で遺伝子導入した [コントロールとして EGFP のみ。 

 

 

Figure 2. In vitro cell-stretch system.  

A, B. Elastic silicone chambers and their dimensions. Two pieces of cover glass (rectangle) are attached to the bottom of the 

silicone chamber with an adhesive agent and a 1 mm width slit (from glass edge to edge) is made in the center of the 

chamber so that only the slit area can be elongated upon extension. C. DRG neurons were cultured on the silicone chamber 

(the gray 18 mm X 18mm square place in Figure B) after EGFP cDNA was electroporated. Many soma and axons were 

visualized by EGFP expression. 
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野生型 TRPV2（WT-V2）-IRES-EGFP、あるいは、ドミナン

トネガティブ変異体 TRPV2（DN-V2）-IRES-EGFP] 。この

細胞を図 2 に示すシリコンチャンバー上に培養した。培養

2 日目（図 2Ｃ）にモータードライブ方式の伸展刺激付加装

置（図 3Ａ）にシリコンチャンバーを装着し、細胞を引っ張り

ながら Ca2+イメージング実験を行った（図 3）。図 3B では、

HEK293 細胞に WT-V2 を強制発現した例である。強制発

現細胞は同時に Ds-Red を発現するシステムのため、明る

く見える細胞のみが TRPV2 を発現している。この細胞に

+2.8％の伸展刺激を付加すると、TRPV2 発現細胞のみで

細胞内 Ca2+濃度上昇を認めた。図 3C に、その定量結果

を示した。アスタリスク（＊）のついた図 3B の細胞では、3

回の+2.8％の伸展刺激で、3 回の細胞内 Ca2+濃度上昇を

認めるが、周りの TRPV2 非発現細胞では、その応答が観

察されなかった。つまり、52℃以上の侵害熱センサーとし

て長い間研究が進められてきたTRPV2は、細胞膜にかか

る伸展刺激を感知出来るメカノセンサーでもあることが実

験的に証明された。さらに、この TRPV2 のメカノセンサー

特性が発生期の運動神経・感覚神経に備わっていること

が、上記の実験システムと DN-V2 の強制発現により実証

された。残念ながら、この実験のみでは、発生期の運動神

経・感覚神経に発現するTRPV2がメカノセンサーであるこ

とは証明出来たが、この TRPV2 のメカノセンサー特性が

軸索伸長の制御に関わっているのかは不明のままであっ

た。 

 

 

Figure 3. In vitro cell-stretch system.  

A. After 48 hr of cell culture, the silicone chamber is set in two arms of the extension device on the Ca2+-imaging microscope. 

An arrow in A indicates the direction of extension.   

B. HEK293 cells expressing TRPV2 were exposed to membrane stretch (102.8% extension) for 15 seconds by the STREX 

machine during Ca2+-imaging.  The red signals in the most left picture represent the TRPV2 transfected cells revealed by 

Ds-Red co-expression. Fura-2 ratio traces by symbols are from the cells indicated by the same symbols in the pseudocolor 

image.  Ca2+ influx was observed only in the trasfected cells (red cells) by 102.8% stretch.  C. The representative traces 

were shown in the graph (both transfected and non-transfetced cells). 
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そこで、それを示すために次のような実験系を組んだ。

単離した発生期の運動神経・感覚神経に3種類のプラスミ

ドを強制発現した（コントロールとして EGFP のみ。

WT-V2-IRES-EGFP、あるいは、DN-V2-IRES-EGFP）。そ

の後、CO2 インキュベーターで通常通り培養する群と共に、

CO2 インキュベーターの中でシェーカーに乗せて“ゆらゆ

ら”と揺らしながら培養する群を設けた。揺らしながら培養

することでディシュ中の培地がかき回されることで細胞膜

にかかる物理的な力（＝機械刺激）が増すであろうと考え

た訳である。そして、これらの群を 2 日間培養した後に、そ

の軸索の伸長度合いを定量化して比較した。その結果、

TRPV2 は細胞膜にかかる機械刺激により活性化し、細胞

外から細胞内へと Ca2+流入を促すことで軸索伸長を促進

していることを突き止めた（図 4）。世界で初めてメカノセン

サー分子の活性化による軸索伸長の促進を観察したのだ。

しかしながら、この実験系は単離した運動神経・感覚神経

を用いた実験系であることが弱点であった。つまり、in 

vitro 系特有の人工的イベントではないのか？と問われた

際には、in vivo でも起こっているという回答をすることが出

来ない。この点より、in vivo における実験証明が必要であ

った。 

 

 

Figure 4. TRPV2 activation through membrane stretch promotes axon outgrowth in developing sensory neurons. 

A: Representative images of cultured DRG neurons from E12.5 embryos (at 2 DIV); a control cell expressing EGFP (a), a 

cell expressing WT-V2 (c) and a cell expressing DN-V2 (e).  All plasmid DNAs were incorporated by electroporation.  

Five independent cultures were examined (n = 121 - 155).  WT-V2 expression significantly enhanced axon outgrowth (c) 

compared with EGFP (a).  Conversely, DN-V2 expression significantly inhibited axon outgrowth (e).  In order to apply 

mechanical force on the cell membrane, we cultured dissociated DRG neurons electroporated with cDNA of EGFP alone (b), 

WT-V2 (d) or DN-V2 (f), on a shaker (rotation).  The rotation enhanced axon outgrowth in EGFP- or WT-V2-expressing 

neurons, but not in DN-V2-expressing neurons. Scale bar, 200 µm. B: Average maximal axon length was quantified both in 

control (blue) and rotation (red) conditions.  C: Comparison of intracellular calcium level both in control (blue) and rotation 

(red) conditions.  All values represent mean  SEM.  Significant differences are represented as * (p<0.01) vs. EGFP 

values or # (p<0.05) vs. EGFP values. 
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発生期の胎仔を用いて神経管へと WT-V2 や DN-V2 を

強制発現出来れば、in vivo 実験証明につながると考えた。

強制発現実験の問題点は、マウスを用いた場合には子宮

膜越しに神経管へとプラスミド DNA を注入することがとて

も難しいことであった。最近、マウス胎仔の脳への遺伝子

導入は一般的な手法となっているが、これは大きな脳室

が存在するから可能なのであり、ターゲットを神経管に移

すと全く勝手が違う。このため、強制発現実験にはマウス

を用いることをあきらめ、その代わりにニワトリ胚を用いるこ

とを思い立った。卵ならば、卵殻さえ取り除けば、容易に

神経管の位置を特定でき、簡単に遺伝子導入することが

出来る。そういった先行研究も多数有り、それらとの比較も

行うことが出来るためである。まだ運動神経が誕生する前

段階で、ニワトリ胚の神経管片側だけに EGFP のみ、

WT-V2-IRES-EGFP、あるいは、DN-V2-IRES-EGFP を強

制発現させ（図 5A）、1 日間だけ孵卵器で発生を進ませた。

そうするとこの 1 日間の孵卵培養中に運動神経が誕生し

て、末梢へとその軸索を伸長させた。遺伝子導入した側

の神経管で、EGFP 陽性運動神経の軸索伸長度合い（図

5B）を定量比較した。このニワトリ胚実験系の優れたところ

は、遺伝子導入していない側の神経管を比較対象として

使用することで、遺伝子導入による異常を伴っていないこ

とを示すことが出来る点である。内在性の軸索伸長を調べ

るために脊髄組織切片を抗ニューロフィラメント抗体で染

色し、その軸索伸長度合いを EGFP 陽性運動神経と比較

した（図 5B）。その結果、WT-V2 を強制発現すると運動神

経の軸索伸長は促進し、DN-V2を強制発現した場合には

軸索伸長が抑制された（図 5B）。これらの in vivo での結果

は、上述した in vitro 実験の結果とピタリと一致したことより、

TRPV2 の活性化に伴い、生体内においても軸索伸長が

促進することが示された。 

３．２ TRPV2 は内臓においてもメカノセンサーとして機能

している 

以上の結果より、TRPV2 は発生期の軸索伸長中にはメ

カノセンサーとして機能し、軸索伸長を促進することが明

らかになった。ちょうどこの研究をまとめている最中に、消

化器内科との共同研究を行うことになった。身近な現象と

自分のデータを結びつけて研究を進めることにした。 

皆さんにも経験がおありだろうが、動物を解剖した際、

死後であっても、腸管はウニュウニョと蠕動運動を繰り返 

 

Figure 5. TRPV2 regulates axon outgrowth in chick 

embryos. 

A: Representative images of motor neurons, which were 

identified by neurofilament expression (red) in chick 

embryos; a control spinal cord tissue expressing EGFP, a 

tissue expressing WT-V2 and a tissue expressing DN-V2.  

Arrowheads indicate commissur axons.  All plasmid 

DNAs were incorporated by electroporation in ovo at HH 

10-14 stages.  After 1 day, chick embryos were fixed and 

tissue sections were prepared.  Fourteen to sixteen 

independent embryos were examined.  WT-V2 expression 

significantly enhanced axon outgrowth compared with 

EGFP. Scale bar, 1 mm.  B: Maximal axon length in each 

embryo was measured and quantified.  C: Ratio of GFP 

signal to neurofilament was quantified.  All values 

represent mean  SEM. Significant differences are 

represented as * (p<0.01) vs. control values. 

 

す。腸管神経節にある運動神経と感覚神経が、この蠕動

運動を支配しているためである。しかしながら、どのような

分子機構で蠕動運動が制御されるのかは明らかではなか

った。そこで、メカノセンサーTRPV2 が腸管神経節に発現

していれば、腸管が自分の動きを感知して指令を与えら

れるのではないかと予想を膨らませた。このため、まず、腸

管神経節における TRPV2 発現を調べてみた。すると NO
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を放出する抑制性運動神経に TRPV2 が発現していた。こ

れはひょっとすると、抑制性運動神経であるにも関わらず、

メカノセンサーを介して自分自身を感覚神経としても機能

させているのではないか（efferent=afferent の神経が存在

するのでは）？一つの仮説が生まれた。検証実験を進め

ていくと、その仮説は大当たりであった。腸管神経節の抑

制性運動神経は TRPV2 をメカノセンサーとして用いること

で腸管の動き具合を感知し、NO を放出することで蠕動運

動を制御していたのだ（8）。このように 2 つの実験系（発生

期の軸索と腸管神経節）において、TRPV2 はメカノセンサ

ーとしても機能することが証明された。 

 

３．３ 非常に微弱な機械刺激を感知する TRPV2 は受動

的軸索伸長に関与する可能性がある 

現在、本研究は、TRPV2 がどれくらい小さな力を感知

できるメカノセンサーなのか？というポイントに力点を置い

ている。軸索伸長中に細胞膜にかかる超微弱な物理的な

伸展刺激で TRPV2 は充分に活性化出来ると予想してお

り、受動的軸索伸長（動物が体の成長に応じて、神経回

路の長さを調節する）に TRPV2 を用いている可能性が高

いと考えているからである。 

TRPV2 が超微弱な伸展刺激を感知することを証明する

ためにパッチクランプの実験システムにどのくらいの膜伸

展刺激を付加したのかをモニターできる計測システムを取

り付けた。そして、このシステム下で、TRPV2 陽性細胞と

陰性細胞の機械刺激依存性をホールセルパッチクランプ

法で解析した。その結果、TRPV2 陰性細胞は膜伸展刺

激により惹起される内向き電流が全く観察されないのに比

較して、TRPV2 陽性細胞では膜伸展刺激の強度依存的

な内向き電流が観察された（図 6）。特に注目すべき点は、

微弱な膜伸展刺激においても TRPV2 の活性化が見られ

たことである（図 6）。予想通り TRPV2 はメカノセンサーとし

て、微弱な機械刺激を感知する特性を備えていると考察

された。 

では、TRPV2 が受動的軸索伸長時に付加されるような

非常に微弱な機械刺激を受容した場合にも、軸索伸長は

促進するのであろうか？培養細胞を用いた検証を行った。

成体のマウス DRG から感覚神経細胞を単離し、2 日間培

養した。その後、成長円錐の真上にガラスキャピラリーを

置き、そこから 1 cm H2O という超微弱な陽圧（我々の皮膚

にアプライしても感知出来ないほど微弱な機械刺激）をア

プライした。陽圧アプライに伴い、成長円錐において細胞

内 Ca2+上昇が観察され、その付加後の 30 分間では軸索

伸長の程度が有意に増加した（図 7）。 

 

 

Figure 6. Weak membrane stretches evoke TRPV2 

activation 

Current densities for 3, 5, and 10 cm H2O pressure-induced 

responses in mouse TRPV2 transfected HEK293 cells. 

Pressure-induced TRPV2-mediated responses (10 cm H2O) 

were significantly larger than those in 0 cm H2O 

pressure-induced responses in TRPV2-expressing cells 

( #p_0.05) and than those in 10 cm H2O pressure-induced 

responses in cells not expressing TRPV2 (*p_0.05). 

 

 
Figure 7. Weak membrane stretches promote axon 

extention 

DRG neurons were cultured, and Fura-2AM was applied to 

the cells. The time lapse imaging was performed focusing 

on the location of growth cone. Basal axon elongation 

during 30 min was shown by green dashed line. Membrane 

stretch evoked axon elongation during 30 min was shown 

by red dashed line. 
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３．４ TRPV2 全身 KO マウス解析と問題点 

上記の軸索伸長促進効果は TRPV2 活性化に伴う変化

なのであろうか？TRPV2 の関与を調べるために、TRPV2

遺伝子の開始コドンを含むエキソンを loxPで挟んだアリル

を導入した TRPV2 flox/flox マウスに EIIa-Cre Tg マウス

（全身で Cre Reccombinase を発現）を交配し、全身で

TRPV2 が 欠 損 し た TRPV2KO を 作 製 し た 。 こ の

TRPV2KO 成体マウス DRG から感覚神経細胞を単離し、

同様の実験を行ったところ、陽圧アプライに伴う細胞内

Ca2+上昇と軸索伸長促進が野生型と比較し、減弱してい

ることが観察された。以上の解析結果より、TRPV2 は非常

に微弱な機械刺激で活性化し、それに伴い軸索伸長が

促進することが判明した。この点より、TRPV2 は受動的軸

索伸長に密接に関わる分子の有力候補であると考えられ

る。では、新たに作出した TRPV2KO マウスはどんな表現

型異常を持つのであろうか？この全身型 TRPV2KO マウ

スは交配にとても苦労があった。TRPV2 ヘテロ同士を交

配して得た子供には、ほとんどホモ（TRPV2KO）マウスが

いなかったためである。72 匹の産仔を得て、3 匹のみがホ

モマウスであった。メンデルの法則とは全く一致しない。そ

こで、妊娠中の母マウスを解剖してみると何匹かの胎仔が

子宮内で死亡しており、それらの遺伝子型はホモであっ

た。現在のところ、理由は全く不明であるが、TRPV2 を全

身で KO すると出生前後で死亡してしまう個体がほとんど

であることが判明した。しかしながら、上述したように生き

残って出生し、成体にまで発育するホモマウスもわずかで

はいるが存在する。（BDNF 全身 KO マウスも同様に、ほと

んどのホモ個体が死んでしまうのに、どういう訳かほんの

一部のホモ個体は生き残り、成体にまで発育する。この例

と共通している現象のようである。）この一部のホモ個体の

みが生き残る現象は、私とは別に全身型 TRPV2KO マウ

スを作製した米国グループが昨年報告している（9）。 

こういった複雑な背景事情を持つが、ともかく成体にま

で発育した生き残り TRPV2KO マウスを組織・解剖学的に

解析してみた。その結果、生き残り TRPV2KO マウスでは、

組織学的な異常を持つ領域も存在するものの、運動神

経・感覚神経の軸索伸長や投射には大きな異常は観察さ

れなかった（図 8）。つまり、上述してきた私の実験結果と

は一致しなかった。 

その理由としては、①「ほとんどのホモマウスが死亡して

いるので、これらの死亡個体にこそ大きな表現型があった

可能性」、②「TRPV2をKOしたことで、その機能を補償す

るような遺伝子発現変化が起こっていること」、③「生体内

において TRPV2 は神経回路形成には重要な分子ではな

い」という可能性が考えられる。①の可能性に関しては、

作製したマウスが TRPV2 flox/flox マウスなので、組織特

異的な Cre マウスと交配することで、その問題を回避でき

る。そこで、脊髄運動神経と DRG 感覚神経特異的な

TRPV2CKO を実現することを目的に Islet1-Cre マウスと

TRPV2 flox/flox マウスを交配した脊髄運動神経と DRG

感覚神経特異的な TRPV2CKO を作製し、解析を続けて

いる。 

上述した可能性の②（TRPV2 機能の補償）を検証する

ために、野生型と生き残り TRPV2KO マウスの DRG にお

ける遺伝子発現や細胞内シグナリングの変化を解析した。

この解析において、TRPV2 以外の軸索伸長促進作用を 

 

Figure 8. TRPV2KO mice did not show any abnormalities 

related to axonal growth 

We analyzed WT or TRPV2KO spinal cords by 

immunostaining with anti-neurofilament 145 antibody or 

anti-CGRP antibody at E12.5. Furthermore, we performed 

the HE staining in adult WT or TRPV2KO spinal sections. 
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持つ TRP チャネルの発現増加が観察された（図 9）。この

結果から、TRPV2KO では、なんらかの機能補償システム

が 働 い て い る 可 能 性 が 極 め て 強 い と 考 察 さ れ る 。

TRPV2KO マウス胎仔のほとんどが死亡することや

TRPV2KO に伴う他の分子の発現増加などの実験結果か

ら可能性③（TRPV2 は重要な分子ではない）はとても考え

にくい。TRPV2 は個体の発育のためにとても重要な遺伝

子であり、このため TRPV2KO 胎仔が致死に至り、生き残

った TRPV2KO では他の遺伝子発現が増強しているので

あろう。 

３．５ TRPV2CKO（Islet1-Cre マウス×TRPV2 flox/flox

マウス）における軸索伸長の変化 

これまでのところ、TRPV2CKO の胎仔を用いた組織学的

解析からは大きな神経回路異常は見つかっていない。よ

り詳細な解析により、投射異常などを調べているところで

あ る 。 こ の た め 、 in vivo 実 験 と 平 行 し て 、 WT と

TRPV2CKO の同腹仔から調製した培養 DRG 感覚神経

細胞を用いた in vitro 実験も行った。その結果、TRPV2 欠

損神経細胞では、WT 神経細胞と比較して、神経回路形

成が有意に阻害を受けることが判明した（図 10）。また、そ

の際に軸索の分岐数にも違いがあるのかを定量的に解析

した結果、軸索分岐には有意な違いは認められなかった

（図 11）。これらの点より、膜伸展刺激による TRPV2 活性

化は発生期の軸索を伸ばすところに作用していることが明

らかになった。 

 
Figure 9. TRPV2KO DRG and spinal motor neurons 

abnormally expressed TRPC5 channel 

TRPC5 mRNA was detected in spinal sections of WT or 

TRPV2KO at E14.5. 

 

 
Figure 10. Cultured TRPV2CKO neurons impaired the axonal outgrowth 
The cultured DRG neurons were prepared from WT or TRPV2CKO mice at E12.5. To visualize their morphology, EGFP 
plasmids were electroporated, and cultured for 2 days. The maximal axon length was quantified both in TRPV2CKO (gray) 
and WT (blue). Right graph represents the distribution of the maximal axon length, and left graph represents the average of 
maximal axon length. All values represent mean  SEM. 

 

 
Figure 11. Cultured TRPV2CKO neurons displayed normal axonal branching 
The cultured DRG neurons were prepared from WT or TRPV2CKO mice at E12.5. To visualize their morphology, EGFP 
plasmids were electroporated, and cultured for 2 days. The axon branching was quantified as the cartoon. 
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３．６ TRPV2 はアストロサイトにも発現し、機能している 

上述したように TRPV2 は神経細胞に発現し、発生期に

はその神経回路形成を制御しているが、神経細胞以外の

神経系細胞には発現していないのであろうか？この点を

明らかにするために、脳内における TRPV2 発現を解析し

た。その結果、TRPV2 は神経細胞に加え、アストロサイト

にも発現していることが明らかになった（図 12）。アストロサ

イトに発現する TRPV2 が機能的であるのかを調べるため

に、培養アストロサイトに人工的な侵害熱刺激（６０度程度

までの加温）の付加を行い、アストロサイトに興奮が惹起さ

れるのかをカルシウムイメージング法を用いて調べた。そ

の結果、培養アストロサイトは約 50 度以上の熱刺激により

興 奮 す る こ と 、 そ の 興 奮 が TRP チ ャ ネ ル 阻 害 剤

Ruthenium Red で阻害されることが明らかになった（図 13）。

これらの結果は、アストロサイトにも機能的な TRPV2 が発

現している可能性を強く示唆していた。そこで、アストロサ

イトに TRPV2 が機能的に発現していることを直接確かめ

る実験を行った。培養アストロサイトを識別するために

GFAP プロモーター下に EGFP を発現するコンストラクトを

作製し、これを細胞に遺伝子導入した（図 14A）。そして、

緑色に光った細胞のみから電流応答を取ることで、GFAP

陽性アストロサイトの性質を調べた。さらに遺伝子導入時

に、pCAG（Mock）あるいは pCAG–ドミナントネガティブ

TRPV2 変異体（DN-TRPV2）のどちらかを発現させた。こ

れらの細胞に 55 度程度の熱刺激を行い、熱活性化電流

の大きさを調べた。その結果、Mock 群では外向き整流性

の大きな電流が観察されたが、DN-TRPV2 群ではその電

流が消失していた。これらの結果から、運動神経・感覚神

経以外に、アストロサイトにも機能的な TRPV2 が発現して

いることが示された（図 14）（10）。さらにこの解析の中で、

TRPV4 もアストロサイトに RNA 発現が認められること（図

12）、34 度以上の温刺激に伴う TRPV4 活性化電流が観

察されることも明らかになった（図 14）。アストロサイトに発

現する TRPV4 の生理学的意義を解析したところ、脳内で

神経細胞が活動し、アラキドン酸が産生すると、これを少

数だけ存在する TRPV4 陽性アストロサイトがキャッチ。す

るとグリア性伝達物質である ATP が放出することが判明し

た（図 15）。この ATP を介して、周りのアストロサイトへと

次々に興奮信号が伝播し、それらのアストロサイトから別

の伝達物質であるグルタミン酸が放出し、神経活動が増

強することを突き止めた（図 15）（11）。これらの内容は卓越

しており、大きな社会貢献が期待されることから、この号の

表紙に研究実施者の研究データが使用された（図 16）。 

 

 

Figure 12. TRPV2 is expressed in neurons and astrocytes 

A; Immunostaining of TRPV2 (green) and GFAP (red) in 

adult mouse cerebellum. ML; molecular layer. PL; Purkinje 

cell layer. TRPV2 expressions were observed in ML, PL 

and internal granular layers. Arrowheads represent 

TRPV2-expressing GFAP-positive astrocytes. Scale bar; 

100 m. B; RT-PCR was performed from total RNA of 

cultured cerebellar astrocytes by each TRPV channel 

primer sets. C; Immunostaining of TRPV2 (green) and 

GFAP (red) in cultured cerebellar astrocytes. Those cells 

were counter stained by DAPI (blue). Arrowheads represent 

TRPV2-expressing GFAP-positive astrocytes. Scale bars; 

100 m. 
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Figure 13. Astrocytic TRPV2 respond to heat stimulus 

A, B; Quantification of Ca2+-imaging experiments in cultured cerebellar astrocytes. We applied heat stimulus from room 

temperature to near 60 °C. Red thick traces represent the heat changes. Other thin traces represent changes of [Ca2+]i. Heat 

application (A) evoked steep rises of [Ca2+]i, however, heat application in the presence of 10 M ruthenium red (B) inhibited 

the rises of [Ca2+]i. Dashed lines represent the temperature threshold for rises of [Ca2+]i. C; Quantification of Ca2+-imaging 

experiments in cultured cerebellar astrocytes. We applied short heat stimulus from room temperature to near 55 °C. Red thick 

trace represents the heat changes. Other thin traces represent changes of [Ca2+]i. Dashed line represents the temperature 

threshold for rises of [Ca2+]i. 
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Figure 14. Astrocytes respond to heat stimulus by activation of TRPV2 

A; A schematic drawing of EGFP expression vector under hGFAP promoter control. The representative picture was taken 

after the vector was expressed in cultured cerebellar asterocytes (2 days after). Scale bar; 50 m. B; A representative trace of 

heat-evoked current in cultured cerebellar astrocyte. The current was recorded EGFP-expressing GFAP positive astrocyte. 

Holding potential was at -60 mV. Dashed line represents the temperature threshold of heat-evoked current. C; The outward 

rectified current-voltage relationship of heat-evoked current (red trace) corresponding to red arrowhead point in panel A. 

Black trace represents linear basal current-voltage relationship corresponding to black arrowhead point in panel A. D-E; 

Comparison of current densities between mock or DN-TRPV2 expressing astrocytes. Quantified current density results were 

shown as bar graphs (D). Asterisk represents statistical significance at p<0.01. Representative traces of heat-evoked current 

in cultured cerebellar astrocyte expressing mock or DN-TRPV2 (E). Holding potential was at -60 mV. Occasionally, lower 

temperature threshold heat-evoked current was observed (arrowhead), as we found some of specific astrocytes rarely 

expressed TRPV4 (under submission). Dashed line represents the temperature threshold of heat-evoked current. 
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Figure 15. TRPV4+-specific subtypes of astrocytes are modulate synaptic activities 

Schematic representation of our findings. A particular subtype of astrocytes shown by blue color (TRPV4+) is 

specifically localized in the brain; activation of TRPV4 in these astrocytes causes excitation in neighboring astrocytes 

through GAP junctions and ATP release (shown as red arrows). The expanded excitation in astrocytes form excitatory 

astrocytes unit, and causes glutamate release from astrocytes (shown as green arrows). Glutamate release affects typeI 

mGluRs in pre-synaptic sites and enhances neurotransmitter release. 

 

 

Figure 16. The JBC cover art 

Astrocytes (shown by red as GFAP-staining) have novel specific communications with neurons (shown by green as 

TujI-staining). TRPV4+ astrocytes constitute a novel subtype of the population and are solely responsible for initiating 

excitatory gliotransmitter release to enhance synaptic transmission. TRPV4+ astrocytes release ATP and glutamate to regulate 

neurons. 

 

- 36 -



 

４．考 察 

今世紀に入り、分子生物学・生理学を融合し、且つ、最

先端の機器を駆使することにより次々とメカノセンサー分

子が同定され続けている。最近も米国のグループが新規

メカノセンサーを 2 種類発見している。彼らはピエゾ素子

が組み込まれた機器で微弱な機械刺激を発生させ、メカ

ノセンサーの探索を行ったため、発見した分子をピエゾ 1，

ピエゾ 2 と名付けた（12,13）。研究実施者の場合は、既に熱

センサーとして知られていた TRPV2 が、実はメカノセンサ

ーとしても機能することを見いだした。これらの点より、長

い間続けられている神経回路形成の分子機構の研究は

新たな段階に突入したと言えるかもしれない。現象論とし

ては知られていた「受動的軸索伸長」であったが、メカノセ

ンサー分子が未同定のために手つかずのまま放置されて

きた感がある。著者を筆頭に、メカノセンサー分子の特性

解析を切り口にして進んでいけば、全く手つかずであった

「受動的軸索伸長」の分子メカニズムは解明されていくも

のと期待される。この研究の重要なポイントは研究対象分

子が機械刺激を受容するメカノセンサー分子だということ

である。研究が進めば、効率的なメカノセンサーの活性化

のさせ方が明らかになり、軸索伸長を促すことも可能にな

るかもしれない。本プロジェクト研究の目的であった「セン

サーとしての Ca2+透過性チャネルの制御機構とその生理

学的意義」を考慮すると、TRPV2 を活性化させ、透過する

Ca2+量を増加させる薬剤を開発することで損傷軸索再生

を促すことが可能になるかもしれない。 

今はまだ夢物語であるが、日本発の科学技術である

iPS 細胞に「受動的軸索伸長の分子メカニズム解明」で得

られた知見を足し合わせることで効率的な損傷神経の再

生を行うことが出来る日も来るかもしれない。 

 

５．今後の課題 

以上の結果から、TRPV2は非常に微弱な機械刺激をも

感知可能なメカノセンサーであることが世界で初めて立証

された。培養細胞を用いた実験結果から、そのような微弱

な機械刺激によるTRPV2活性化が起こった場合にも軸索

伸長が促進することが示された。これらのことを総合すると、

TRPV2 が受動的軸索伸長の鍵分子である可能性が極め

て高いと考察される。しかしながら、この点を科学的に実

証するためにはTRPV2CKOマウスの体内で生じている神

経回路異常を見いださねばならない。 

研究実施者の実験データを元に考えると TRPV2 は軸

索伸長に関わる重要なメカノセンサーであることは間違い

ない（図 4-5）。しかし、軸索伸長に関わるメカノセンサー分

子は TRPV2 だけではないことも明らかである（図 3-5）。受

動的軸索伸長を含む神経回路形成の分子機構の全容を

解明していくためには、TRPV2 以外のメカノセンサー分子

の同定とそれらがどのように軸索伸長を制御しているのか

も調べていく必要がある。筆者はこのような観点からも研

究を行っている。 

メカノセンサー・TRPV2 の活性化は損傷神経の再生と

も密接な関連性を持つようである。現在、まさに研究中で

あるため、本稿でのデータ提示をすることが出来ないが、

このような神経再生との関連性の解明に大きく役立つ重

要な切り口になるのではないかと期待している。 

著者が研究を開始する前には「熱センサー」と捉えられ、

痛みとの関連性のみがクローズアップされ、研究が進展し

てきた TRPV2 であるが、著者の研究から、実はメカノセン

サーとして神経回路形成や腸管蠕動運動の制御に関わ

っていることも見えて来た。このような新たな特徴を掘り下

げていくことで、新規の薬剤ターゲットとなり得るかもしれ

ない。 
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Summary 

It is specific characteristics that neurons can grow to the length of more than 1 m in humans.  This 

mechanism of elongation has been called ‘‘passive stretching’’.  From embryonic stages, the passive 

stretching-dependent axonal outgrowth begins.  As our body grows, the distances between neuronal cell bodies 

and growth cones gradually increase, thereby exerting tensile forces on the axons.  It has never been identified for 

a long time which molecules are the mechanosensors for it.  We previously reported that TRPV2 was a 

mechanosensor channel which contributed axonal outgrowth in membrane stretch dependent manner.  These 

results indicate that TRPV2 might be an important component for passive stretching, if TRPV2 can detect very 

weak mechanical stimulus.  In this study, we examined whether TRPV2 can detect such very weak mechanical 

stimulus by a Ca2+-imaging method and a whole-cell patch clamp recording.  We also examined whether the 

activation of TRPV2 by weak mechanical stimulus lead to the enhancement of axon outgrowth by a time-lapse 

imaging method.  Finally, we identified that TRPV2 had a potential to detect very weak mechanical stimulus, and 

the activation of TRPV2 promoted axon outgrowth.  Taken together, TRPV2 is a strong candidate molecule for 

passive stretch-dependent axonal outgrowth as an important cell-sensor, which highly permeates the Ca2+ ion. 
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TRP チャネルを介したマウス嗅覚による CO2 感知機構の解析 
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奈良県立医科大学先端医学研究機構脳神経システム医科学分野 

 

 

概 要 生物にとって、外界の環境変化を素早く認識し、適切な行動を選択することは、厳しい自然界を生き抜く上で極

めて重要である。ヒトには匂いを感じることができない大気中の CO2 濃度の微妙な変化を、多くの生物が嗅覚により識別し

ていることが近年、明らかとなっている。マウスは 0.2%以上の CO2 濃度に対して忌避反応を示す。これまでに匂いを感知

するマウスの嗅上皮では、CO2 センサーとして炭酸脱水酵素を発現する特殊な嗅細胞のサブタイプ（Car2 細胞）が同定さ

れているが、一方で Car2 細胞は誘引性の社会行動に関与することが報告されている。 

著者らは、マウスの嗅上皮に、CO2 に対する忌避行動に関与する、未知の CO2 センサー嗅細胞が存在するのではない

か？と考えて研究を行い、複数種類の新規 CO2 センサーとして働く嗅細胞の存在を見出した。近年、一部の TRP チャネ

ルは CO2 などのガスセンサーとして働くことが報告されている。興味深いことに、TRP チャネルの阻害剤により、新規 CO2

センサー細胞の CO2 への応答は顕著に阻害された。このことから TRP チャネルが嗅上皮の新規 CO2 センサー細胞にお

いて、CO2の感知に関与することが示唆された。そこで嗅上皮におけるTRPチャネルの発現を検討した結果、嗅細胞では、

TRPC1, TRPC2, TRPM5, TRPM7, TRPML3 といった複数の TRP チャネルが発現することを見出した。さらに、匂いの一

次中枢である嗅球の活性化領域を検討した結果、CO2 を嗅いだマウスでは、Car2 細胞の神経軸索の投射先である嗅覚

後側ではなく、嗅球の背側領域が強く活性化することが明らかとなった。以上の結果から、新規 CO2 センサー細胞による

嗅球の背側領域の活性化が、マウスの CO2 に対する忌避行動に関与する可能性が示唆された。 

一方、マウスには、通常の匂いの識別に関わる嗅上皮に加えて、フェロモンの感知に関わる鋤鼻上皮が存在する。著

者らは鋤鼻上皮の複数の神経細胞も、CO2 への顕著な応答を示すことを見出した。解析の結果、鋤鼻細胞の CO2 への応

答には、複数の炭酸脱水酵素と TRPC2 が必須の働きをすることが分かった。 

以上の解析により、マウスの嗅覚系には、嗅上皮と鋤鼻上皮の双方に新規の CO2 センサー細胞が存在することが明ら

かとなった。マウスはこれらのCO2センサー細胞を組み合わせることにより、周囲のCO2濃度やその原因となる状況の変化

を判断しているものと考えられる。 

 

１．研究の背景と目的 

近年、マウス・線虫・ショウジョウバエなどの多種類のモ

デル生物を用いた嗅覚研究が進むにつれ、ヒトには匂い

を感じることができない CO2 が、多くの生物には重要な匂

い分子として働くことが、明らかとなっている。地球の大気

には、現在約 0.04%の CO2 が含まれているが、上記の生

物は嗅覚を用いて大気中の CO2 濃度の微妙な変化を感

知し、誘引や忌避など様々な行動を示す。嗅覚による

CO2 センシングに関する研究は、「生物が外界の環境をい

かに感知し、それに応じた行動を呈するのか？」という脳

の情報処理機構を知る上で、極めて重要である。 

嗅覚における CO2 センサーの実体としては、これまでに

ハエの嗅覚器官の１つである触角で、味覚受容体

（gustatory receptor; Gr）に属する Gr21a、Gr63a 遺伝子が

同定されている(1)。これら 2 つの遺伝子は、同一のニュー

ロンで特異的に発現し、協調的に CO2 センサーとして機

能して、忌避行動を惹起する。興味深いことに、マラリア媒

介蚊では、Gr21a、Gr63a のホモログである GPRGR22、
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GPRGR24 が、昆虫のもう１つの嗅覚器官である小顎鬚の

同一ニューロンで発現し、CO2 センサーとして誘引行動を

惹起すると考えられている。 

一方、マウス、モルモット、ウサギなどの哺乳類も、嗅覚

に CO2 センサーを持つことが明らかにされている。近年、

Luo らのグループにより、マウスの嗅覚で CO2 センサーと

して働く嗅細胞のサブタイプが同定された（2）。彼らによると、

匂いを受容する嗅上皮には、通常の嗅細胞とは全く異な

る固有のセンサーを持つ嗅細胞のサブタイプが存在し、

CO2 センサーとして働いている。CO2 センサー嗅細胞は嗅

覚受容体を持たず、細胞質に存在する炭酸脱水酵素

carbonic anhydrase2（Car2）が CO2 センサーとして働く。

Car2 は、CO2 + H2O → HCO3
- + H+ という化学反応を触

媒して、重炭酸イオン（HCO3
-）を産生する。重炭酸イオン

はグアニル酸シクラーゼ guanylate cyclase-D（GC-D）を活

性化して、cGMP が産生され、そのシグナルが脳に伝えら

れる（3）（以下、GC-D を発現する既知の CO2 センサー嗅細

胞を、Car2 細胞と呼称する）。Luo らの行動実験により、マ

ウスが大気中の CO2 濃度（0.040%）をわずかに上回る

0.066%以上の CO2 濃度を識別できることや、0.2%以上の

CO2 濃度に対して忌避反応を示すことが明らかとされてい

る(2)。一方、Munger らは最近、Car2 細胞が、尿に含まれる

urinary peptideや呼気に含まれる二硫化炭素CS2といった、

仲間のマウスに由来する匂い分子に強く反応し、忌避行

動というよりはむしろ誘引性の社会行動に関与しているこ

とを報告した（4）。Car2 細胞の活性化が、忌避と誘引という

正反対のマウスの行動を制御しているのか？という点はこ

れまで明らかとなっていなかった。そこで著者らは、「マウ

スの嗅覚系において、CO2 に対する忌避行動には、未知

のCO2センサー嗅細胞が関与しているのではないか？」と

考え、その探索を行った。その結果、これまでに、マウスの

嗅覚系には複数種類の新規の CO2 センサー嗅細胞が存

在することを見出している。これら新規の CO2 センサー嗅

細胞では、Car2 細胞で CO2 センサーとして働く Car2 は発

現しておらず、いかなるセンサーにより CO2 を感知してい

るのか、という点は全く明らかとなっていなかった。興味深

いことに、近年、一部の TRP チャネルは CO2 などのガスセ

ンサーとして働くことが報告されている（5-7）。そこで本研究

では、嗅上皮における TRP チャネルの発現に着目して、

その詳細を検討した。また、マウスの嗅覚系には通常の匂

いの感知に関わる嗅上皮に加えて、主にフェロモンの感

知に関わる鋤鼻上皮が存在する。そこで、鋤鼻上皮に関

しても、鋤鼻細胞の CO2 への応答について、TRP チャネ

ルと炭酸脱水酵素に着目して検討を行った。 

 

２．研究方法 

２．１ マウス 

実験には、ICR 系統の生後 2-6 週齢の雄マウスを用い

た。マウスは日本 SLC より購入した。実験にあたっては、

奈良県立医科大学の動物実験管理規定を遵守した。 

２．２ カルシウムイメージング 

Ca2+イメージングは、以下の論文の方法に従って行った

（8）。マウスを断頭後、嗅上皮を摘出して、手術用のメスを

用いて細かく切断した。その後、嗅上皮を、0.025%トリプ

シンで 10 分間、次いで 0.025%トリプシンインヒビターで 10

分間、0.1mg/ml DNaseI で 1 分間処理を行った。Cell-Tak

（BD）でコーティングしたガラスプレート上で嗅上皮を転が

して、嗅細胞をガラス面に接着させた後、5M Fura2-AM

（invitrogen）で 1 時間細胞を処理した。細胞を Normal 

Ringer solution（NR: 140mM NaCl, 5.6 mM KCl, 2mM 

CaCl2, 2mM MgCl2, 5mM HEPES, 9.4 mM グルコース, 

2mM Sodium Pyruvate）で洗浄後、NR に匂い物質を溶か

して、細胞を刺激して、嗅細胞の匂い応答を測定した。 

２．３ In situ hybridization (ISH) 

ICR 系統の 3 週齢雄マウスを過剰量の pentobarbital

（500 mg/kg）で処理した後、4% PFA/PBS で還流してから、

2 時間固定した。固定後は 4℃で 0.5 M EDTA/PBS で 2

日間、30% sucrose/PBS で 2 日間それぞれ置換して、

O.C.T compound で包埋した。CM1950（Leica）を用いて冠

状面から凍結切片（15 m）を作成し、スライドグラスに回

収した。ISH は、以下の論文の方法に従って行った(9)。プ

ロ ー ブ を 洗 浄 後 、 Alkaline phosphatase-conjugated 

anti-DIG antibody（1:2,000） （Roche Diagnostics）を反応さ

せて、nitroblue tetrazolium salt （NBT）と 5-bromo-4chloro 

-3-indolyl phosphate toludinium salt（BCIP）により発色させ

た。また、Two color ISH は、以下の論文の方法に従った

（10）。 

NBT/BCIP により発色させた切片画像の取り込みには、

正立型顕微鏡 BX51（Olympus）備え付けの CCD カメラ

DP30BW（Olympus）を使用した。Two color ISH を行った
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切片画像の取り込みには、共焦点レーザー顕微鏡

FV1000-D（Olympus）を用いた。得られた複数の画像の合

成には Photoshop CS2（Adobe）を用いた。 

２．４ 切片の抗体染色 

抗体染色は、以下の論文の方法に若干の変更を加え

て行った（11）。抗原の賦活化処理として、切片を 10 mM ク

エン酸ナトリウム緩衝液（pH 6.0）中に入れ、電子レンジで

2 分間処理してから、20 分間室温に放置した。その後、

10% Normal horse serum／（PBS + 0.2% TritonX100）によ

り室温で 1 時間ブロッキングを行い、一次抗体を 4℃で 24

時間反応させた。その後、二次抗体を室温で 1 時間反応

させて封入した。 

一次抗体には Rabbit anti-Zif268（1:3,000, Santa cruz）、

Goat anti-Nrp1（1:1,000, R&D Systems）、Goat anti-NQO1

（1:1,000, Abcam）を用い、二次抗体には DyLight549 

conjugated Donkey Anti-Goat IgG（H+L） （1:500, Jackson 

Immuno Research）を用いた。抗体は 1% Normal horse 

serum／（PBS + 0.2% TritonX100）により希釈した。二次

抗体と共に、DAPI（0.1 µg/ml）により核染色を行った。切

片画像の取り込みは正立型顕微鏡 BX51（Olympus）備え

付けの CCD カメラ DP30BW（Olympus）を用いて行った。 

２．５ 嗅球の展開地図 (unrolled map) の作製 

嗅球における神経回路の活性化部位を平面に展開し

た地図（unrolled map）の作製は、以下の論文の方法に若

干の変更を加えて行った(12)。嗅球の展開地図の作製には、

ICR 系統の 6 週齢の雄マウスを用いた。マウスを個別のク

リーンケージに移して、水とエサを除いて 2 時間順応させ

た。その後、ケージに 5 g のドライアイスを入れ、30 分間

CO2 を嗅がせた。その後、上記（２．３）（２．４）の方法により、

CO2 の匂いを嗅がせたマウスの嗅球から、120 µm 間隔で

冠状面の凍結切片を作製し、Zif268 による ISH を行った。

得られた ISH の切片画像において、Zif268 のシグナルが

周囲 10 個以上の傍糸球細胞で見られた糸球を、反応し

ている糸球と定義した（Fig. 5A）。ISH の切片画像におい

て、反応している糸球を赤丸で、反応していない糸球を黒

丸でプロットした後、糸球層の中心を通るように基準線（黄

色）を引いた。嗅球背側の突出した部分を背側基準点、

嗅球腹側の突出した部分を腹側基準点と設定し、腹側基

準点で基準線を展開して、糸球層から 1 本の帯を作製し

た（Fig. 5B）。以上の操作を、120 µm 間隔の切片画像の

全てにおいて行った。帯状になった糸球層を、嗅球背側

の基準点で合わせて、嗅球前方から後方の切片に向かっ

て順に並べて展開地図とした。また、同一個体の隣接切

片において、上記（２．４）の方法により、NQO1（NAD (P) 

H:quinone oxidoreductase 1）や Nrp1（Neuropilin 1）の抗体

染色を行い、それぞれが陽性となる領域を展開地図上に

プロットした。尚、以上の操作は、Illustrator CS2（Adobe）

を用いて行った。 

 

３．研究結果と考察 

３．１ 嗅上皮の CO2 センサー細胞 

３．１．１ 嗅上皮の CO2 センサー細胞における TRP チャ

ネルの発現 

これまでに著者らは、マウスの嗅上皮に既知の CO2 セ

ンサー細胞である Car2 細胞以外に、複数種類の新規

CO2 センサーとして働く嗅細胞の存在を見出している。し

かしながら、新規の CO2 センサー細胞がいかなるセンサ

ーにより CO2 を感知しているのか、という点はこれまで明ら

かとなっていない。近年、複数のグループにより、TRP チ

ャネルが CO2 センサーとして働くことがいくつかの組織で

報告されている（5,6）。そこで、嗅上皮で TRP チャネルが

CO2 センサーとして働く可能性を検討した。新規の CO2 セ

ンサー嗅細胞の CO2 への応答に対して、TRP チャネルの

阻害剤として働くことが知られる Ruthenium red の影響を

調べた。 

その結果、CO2 センサー嗅細胞の CO2 への応答は、

Ruthenium red 処理により、顕著に阻害された（Fig. 1）。 

 

 
Fig. 1. Calcium imaging of novel CO2-sensing olfactory 

sensory neuron (OSN) without expressing Car2.  This 

neuron without expressing Car2 responded to CO2. The 

treatment of TRP channel inhibitor, ruthenium red (RR), 

suppressed the response to CO2 in the novel CO2-sensing 

OSNs. 
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Car2 を発現しない新規の CO2 センサー嗅細胞において、

TRP チャネルが CO2のセンシングに関与することが示唆さ

れた。嗅細胞では、これまでにいくつかの TRP チャネルの

発現が報告されているが、その詳細や嗅細胞における機

能に関しては明らかとなっていない。そこでまず、嗅細胞

で発現している TRP チャネルを明らかとするため、すべて

の TRP チャネルについて in situ hybridization による発現

解析を行った。 

結果、これまでに発現の報告されている TRPM5 に加え

て（13）、TRPC1、TRPC2、TRPM3、TRPM7、TRPML3 とい

った複数の TRP チャネルの発現が明らかとなった（Fig. 

2A-F）。TRPC1 は嗅上皮のほぼすべての領域で発現が

見られた。一方、TRPC2 は嗅上皮の一部の領域の細胞で

発現が観察された。また、TRPM8 や TRPA1 は、これまで

に CO2 のセンシングに関わることや（6,14）、嗅上皮で発現す

ることが報告されていたが（15）、今回の著者らの検討では

嗅上皮における明確な発現を見出すことはできなかった

（Fig. 2G, H）。 

 

 

Fig. 2. Expression patterns of TRP channels in the mouse olfactory epithelium (OE).  

(A-H) In situ hybridization of OE sections from 3-week-old mice. Green arrowheads indicate the expression of TRP 

channels in the OE. (I) TRP channels which were not detected in the OE 
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そこで次に、嗅上皮で発現の見られた TRP チャネルが

匂いのセンサー細胞である嗅細胞で発現しているのかと

いう点について、嗅細胞のマーカーである OMP もしくは、

既知のCO2センサー細胞のマーカーであるCar2との共局

在を、2-color in situ hybridization により検討した。その結

果、TRPC1 は OMP 陽性のほぼすべての嗅細胞で発現し

ており、Car2 細胞でも発現することが明らかとなった（Fig. 

3A）。一方、TRPC2はOMP陽性の嗅細胞の一部サブタイ

プで発現しており、これらはその多くが Car2 細胞であるこ

と が 分 か っ た （ Fig. 3A ） 。 ま た 、 TRPM5 、 TRPM7 、

TRPML3 に関しても、嗅細胞と Car2 細胞で発現すること

が分かった（Fig. 3B）。これらの結果から、嗅細胞では複

数の TRP チャネルが発現しており、Car2 細胞や新規 CO2

センサー細胞でも TRP チャネルが発現することが示唆さ

れた。 

 

 

Fig. 3. Expression of TRP channel in the olfactory sensory neurons (OSNs).  

(A) 2-color in situ hybridization of OE sections with TRPC1 or TRPC2 (purple) and OSN marker, olfactory marker protein 

(OMP) or Car2 OSN marker, carbonic anhydorase2 (green) probes. Cyan arrowheads indicate the OSNs, expressing both 

TRP channel and OSN marker. (B) Expression of TRP channels in the canonical OSNs and Car2 OSNs 
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３．１．２ CO2 の感知に関与する神経回路の解析 

次に、複数種類の CO2 センサー嗅細胞がマウスの嗅上

皮に存在する意味を知るため、実際に CO2 を嗅がせたマ

ウスを用いて、匂いの一次中枢である嗅球の活性化部位

を検討した。嗅細胞は一種類の嗅覚受容体もしくは炭酸

脱水酵素のみを発現し、同じセンサーを持った嗅細胞同

士は、嗅球表面の同一の糸球と呼ばれる構造に接続する。

また、Car2 細胞は、ネックレス糸球と呼ばれる嗅球後方に

ある糸球に投射することが知られている（Fig. 4B）。Fig. 4

では、Car2 細胞の接続先であるネックレス糸球をマーカ

ー遺伝子である Car2 の抗体染色により緑色に染めている。

CO2 をマウスに嗅がせると、ネックレス糸球の周囲で神経

活動のマーカーである Zif268 の発現上昇が見られた（Fig. 

4A）。この結果は、CO2 により Car2 細胞が活性化し、その

接続先の糸球の周囲で介在ニューロンの１つである傍糸

球細胞の興奮が引き起こされたことを表している。興味深

いことに、Car2 を発現していないネックレス糸球以外のい

くつかの糸球でも、CO2 を嗅がせたマウスでは、Zif268 の

発現上昇が見られた（Fig.4A）。これらは新規の CO2 セン

サー細胞からの入力を受けた糸球であると考えられる。そ

こで次に、CO2により活性化する糸球の嗅球上における分

布を明らかとするため、嗅球を平面に展開した unrolled 

map と呼ばれる地図を作製した。 

Fig. 5A, B に unrolled map の作製方法の模式図を示す。

まずCO2を嗅がせたマウス嗅球からcoronal sectionを作製

し、Zif268 による ISH を行った。それぞれの糸球において、

周囲の傍糸球細胞で 10 個以上 Zif268 のシグナルが見ら

れた場合、活性化した糸球と判定した。次に、糸球層を腹

側で開き一本の帯を作製し（Fig.5B）、これを嗅球の前か

ら後ろまで並べて unrolled map を作成した（Fig. 5C）。ちょ

うど嗅球を腹側から開いた形になっており、背側のマーカ

ーである NQO1 陽性の領域を黒のラインで表している。

CO2 により、特に背側の内側外側の 2 ヶ所が活性化してい

ることが分かる。Car2 細胞からの入力を受けるネックレス

糸球は、嗅球後側に存在する。つまり背側の内外側は、

新規の CO2 センサー細胞からの入力を受けて活性化して

いる領域であると考えられる。これまでに Car2 細胞からの

入力は、マウスの社会行動に関与することが報告されてい

る。一方、CO2 を嗅いだマウスは忌避反応を示す。近年、

小早川らの研究から、嗅球背側領域の活性化が先天的な

忌避反応に重要であることが報告されており、背側の嗅細

胞を欠損したマウスでは、キツネの尿などの忌避物質に

対する忌避反応が失われることが明らかとされている（16）。

CO2 による嗅球背側領域の活性が強く活性化しており、こ

のことがマウスに忌避反応を引き起こすのではないかと推

測される。先天的忌避応答には、視床を介したストレス経

路が活性化することが知られており、CO2 を嗅いだマウス

において脳内のこれらの領域が活性化しているのか？と

いう点は、今後の興味深い課題である。 

 

 
Fig. 4. CO2 stimulation to mice induces the expression of 

neuronal activity marker, Zif268 around the necklace and 

other glomeruli. (A) Immunostaining of the olfactory bulb 

sections from 6-week-old mice stimulated with CO2. OB 

sections were stained with neuronal activity marker, Zif268 

(yellow) and Car2 OSN axon, Car2 (green). (B) Scheme of 

mouse olfactory system. 
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Fig. 5. Unrolled map of olfactory bulb (OB) from mice stimulated with CO2 

(A) ISH of OE sections using Zif268 probes from 6-week-old mice stimulated with CO2. (B) Glomerular layer of the section 

in (A) was unrolled from the ventral side of OB. Activated glomeruli were indicated by red circles. (C) Unrolled map of OB 

from mice stimulated with CO2. Activated glomeruli in the dorsal and ventral OB were indicated by blue and red circles, 

respectively. Black line show the dorsal marker, NQO1 positive region.  Big circle represent the Necklace glomeruli, which 

receive the input from Car2 OSNs. 
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３．２ 鋤鼻上皮の CO2 センサー細胞 

３．２．１ 嗅上皮の CO2 センサー細胞における TRP チャ

ネルの発現 

マウスの嗅上皮には、既知の CO2 センサー細胞である

Car2 細胞以外に、複数種類の新規 CO2 センサーとして働

く嗅細胞が存在することが明らかとなった。一方、主にフェ

ロモンの感知に関わる鋤鼻細胞が、嗅覚による CO2 の感

知に関与するのか？という点については、これまで全く検

討されていない。そこで、マウスの鋤鼻器から鋤鼻細胞を

採取して、カルシウムイメージング法により、CO2 への反応

を検討した。その結果、多くの鋤鼻細胞が CO2 への顕著

な応答を示すことが明らかとなった（Fig. 6）。CO2 溶液は

酸性 pH を示すが、CO2 溶液と同じ酸性 pH の溶液に対し

ては、鋤鼻細胞は全く応答しないことから、CO2 自身に応

答していると考えられる。また、細胞外のカルシウムを

EGTA によりキレートすると、CO2 への応答は顕著に阻害

され、CO2 を感知した鋤鼻細胞では、細胞外からのカルシ

ウム流入が起こっていることが分かった。 

そこで、鋤鼻細胞の CO2 への応答において、炭酸脱水

酵素の関与を検討した。その結果、炭酸脱水酵素の阻害

剤であるAcetazolamide（AZ）処理により、鋤鼻細胞の CO2

への応答は完全に阻害された（Fig. 7）。この結果から、炭

酸脱水酵素の酵素反応が、鋤鼻細胞の CO2 への応答に

必須の働きをすることが明らかとなった。 

 

 

Fig. 6. Calcium imaging of vomeronasal sensory neuron (VSN).  This is the typical result of VSN responded to CO2.  The 

treatment of the extracellular calcium chelator, EGTA, completely inhibited the response to CO2 in the novel CO2-sensing 

VSNs. 

 

 
Fig. 7. The effect of carbonic anhydrase inhibitor for the CO2 response of VSNs.  Carbonic anhydrase inhibitor, 

acetazolamide (AZ) completely inhibited the CO2 response of VSNs.  This result suggests that carbonic anhydrase plays an 

important role in the CO2-sensing of VSNs. 
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鋤鼻細胞の CO2応答に関与する炭酸脱水酵素を明らかと

するため、鋤鼻上皮における炭酸脱水酵素の発現を検討

した。その結果、Car7 と Car2 という2 種類の炭酸脱水酵素

に関して、鋤鼻上皮での発現が見られた（Fig. 8）。Car7 の

発現は、鋤鼻細胞のマーカーである OMP 陽性の細胞の

ほぼすべてで見られ、Car7 はほぼすべての鋤鼻細胞で

発現すると考えられる（Fig. 8A, D）。一方、Car2 は OMP

陽性の細胞の内、apical 側の約半分で発現が見られた

（Fig. 8B, D）。鋤鼻上皮は apical 層と basal 層とに分かれ

ており、それぞれが V1R と V2R という異なる種類のフェロ

モン受容体が発現する。apical層のマーカーであるNQO1

と Car2 の発現は一致することから、Car2 は apical 層の細

胞で発現していることが分かった（Fig. 8C, D）。そこで、

Car7、Car2 という２つの炭酸脱水酵素を発現する apical 層

と、Car7 のみを発現する basal 層とで、CO2 への応答を比

較した。CO2 への応答が見られた細胞を、apical 層のマー

カーである NQO1 で抗体染色し、鋤鼻上皮の apical 層と

basal 層のどちらに由来する細胞であるのか判定した。 

Fig. 9A は、NQO1 陽性の apical 層由来の鋤鼻細胞、Fig. 

9B は NQO1 陰性の basal 層由来の鋤鼻細胞を示す。カル

シウムイメージングの結果、どちらの層に由来する細胞で

も、CO2 への応答が見られ、apical 層と basal 層とで CO2

へ応答する鋤鼻細胞の割合に、大きな差は見られなかっ

た。 

そこで次に、このような鋤鼻細胞の CO2 への応答が、実

際に生体内でも起こっているのか？という点について、

CO2 を嗅がせたマウスを用いて検討を行った。鋤鼻細胞

が活性化すると、投射先である副嗅球の糸球層において、

神経活動のマーカーである Zif268 発現が誘導される。

CO2 を嗅いだマウスの副嗅球では、未処理のマウスと比較

し て 、 Zif268 の シ グ ナ ル の 顕著な上昇が 見られ た

（Fig.10A, C）。また、鋤鼻上皮の apical 層のニューロンは 

 

 

Fig. 8. Expression patterns of carbonic anhydrase in the mouse vomeronasal epithelium (VNE).  (A-C) IHC of VNE 

sections using antibodies against both Car7 (purple) and VSN marker, OMP (green) (A), both Car2 (purple) and OMP 

(green) (B), or both Car2 (purple) and apical VSN marker, NQO1 (green) (C).  (D) The graph showing the rate of the 

carbonic anhydrase expression in the OMP+ or NQO1+ VSNs. 
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Fig. 9. CO2 response of VSNs derived from the apical and basal layers of the VNE. 

(A)Calcium imaging of NQO1+ VSN derived from the apical layer.  (B) Calcium imaging of NQO1- VSN derived from the 

basal layer.  Note that the rate of CO2-sensing VSNs exists both in the apical and basal layers of the VNE. 

 

 

Fig. 10. CO2 stimulation to mice induces the expression of neuronal activity marker, Zif268 in the accessory olfactory bulb 

(AOB).  AOB sections from 6-week-old mice without the stimulation (A,B), with CO2 stimulation (C,D), or with the 

injection of carbonic anhydrase inhibitor, metazolamide (MZ) into naris before CO2 stimulation (E,F).  (A,C,E) ISH using 

neuronal activity marker, Zif268 probes.  (B,D,E) IHC of serial sections of (A,C,E) using antibody against anterior AOB 

marker, nulopilin-2 (Nrp2) (green). Note that VSNs in the apical and basal layers of VNE project their axon to the anterior 

and posterior part of AOB. 
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副嗅球の前方へ、basal 層のニューロンは後方へと投射す

ることが知られている。apical 層の神経軸索のマーカーで

ある Nrp2 陽性の領域と、Nrp2 陰性の領域とを比較して、

Zif268 のシグナルの数に顕著な差は見られなかった（Fig. 

10C, D）。この結果は、apical 層と basal 層の両方に、CO2

へ応答する鋤鼻細胞が同程度の割合で存在することを示

唆しており、分散した鋤鼻細胞でカルシウムイメージング

を行った Fig. 9 の結果とも整合性を示す。また、興味深い

こ と に 、 マ ウス の 鼻孔内に 炭酸脱水酵素の 阻害剤

Metazolamide（MZ）をあらかじめ注入すると、Zif268 のシ

グナルは、副嗅球の前後のどちらの領域でも阻害された

（Fig. 10A, E）。 

以上の結果から、マウスの鋤鼻上皮には、apical 層およ

びbasal層の両方にCO2センサー細胞が存在し、CO2セン

サーとして炭酸脱水酵素が必須の役割を果たすことが分

かった。 

３．２．２ 鋤鼻上皮の CO2センサー細胞における TRP チ

ャネルの発現 

そこで最後に、CO2 などのガスセンサーとして働くことが

報告されている TRP チャネルについて、鋤鼻上皮での発

現を検討した。その結果、これまで報告されている TRPC2

以外に、TRPC1、TRPV2、TRPML3、TRPM5、TRPM7 と

いう複数の TRP チャネルが鋤鼻上皮で発現することが明

らかとなった（Fig. 11A-F）。TRPC1、TRPV2、TRPML3、

TRPM5 は、TRPC2 と同様の発現パターンを示し、鋤鼻細

胞のほぼすべてで発現していると考えられる（Fig. 11A-E）。

一方、TRPM7 は鋤鼻上皮の一部の細胞で発現が見られ

るが、それらは OMP 陽性の鋤鼻細胞であることが分かっ

た（Fig. 11F,G）。現在、これらの TRP チャネルの鋤鼻細胞

における機能や CO2 センシングへの寄与について、さら

に詳細な検討を行っている。興味深いことに、これまでの

TRPC2 欠損マウスを用いた解析では、CO2 を嗅がせた際

に副嗅球での Zif268 の発現誘導が顕著に減少しており、

炭酸脱水酵素に加えて TRPC2 チャネルが鋤鼻細胞の

CO2 感知に関与する可能性が示唆されている。今後、さら

に詳細に解析を進めることにより、マウス嗅覚の CO2 セン

シングにおける炭酸脱水酵素と TRP チャネルとの関係が

明らかになるものと考える。 

 

 

Fig. 11. Expression patterns of TRP channels in the mouse VNE.  (A-F) ISH of VNE sections from 3-week-old mice. (G) 

Two color ISH of VNE with TRPM7 (purple) and OMP (green).  White arrowheads indicate the expression of TRPM7 in 

the VSNs (OMP-positive). D, dorsal; V, ventral; L, lateral; M, medial. 
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４．今後の課題 

本研究により、マウスの嗅上皮に存在する新規の CO2

センサー細胞において TRP チャネルが CO2 の感知に関

与する可能性が示唆された。また、嗅細胞や Car2 細胞に

おいて、TRPC1、TRPC2、TRPM5、TRPM7、TRPML3 と

いった複数の TRP チャネルが発現することが明らかとなっ

た。CO2 を嗅いだマウスの嗅球では、Car2 細胞の神経軸

索の投射先である嗅球後側よりも、背側の一部の領域が

より活性化することが分かった。以上の結果から、マウスは、

複数の CO2 センサー細胞を組み合わせることにより、大気

中の CO2 濃度の微妙な変化を識別しているものと予想さ

れる。また、鋤鼻上皮においても、多くの CO2 センサー細

胞が明らかとなり、CO2 がフェロモンの感知に影響を及ぼ

す可能性が示唆された。 

今後の大きな課題として、今回マウスの嗅覚系で発現

を確認した複数の TRP チャネルが、CO2 の感知に関与す

るのか？という点をまずはっきりさせる必要がある。嗅細胞

や鋤鼻細胞は、多様なレパートリーの中から単一の受容

体を選択的に発現しており、発現する受容体の種類が細

胞ごとに異なることにで、嗅細胞や鋤鼻細胞の匂い応答

の違いが規定されると考えられてきた。今回、著者らが見

出した複数の TRP チャネルのヘテロな発現は、TRP チャ

ネルもこれらの細胞の個性を生み出すことに寄与する可

能性が考えられる。嗅細胞や鋤鼻細胞での TRP チャネル

の発現が、CO2やその他の匂い応答に果たす役割につい

て詳細に検討していく必要がある。また、CO2 を嗅いだマ

ウスにおいて特に背側の嗅球領域の活性化が見られたこ

とに関しては、今後、匂いに伴う忌避行動に関わることが

知られている嗅球以降のより高次の領域（分界条床核や

扁桃体など）について、さらに詳細を検討していく予定で

ある。 

人間の社会活動に伴う化石燃料の消費や、森林破壊

などにより、現在の大気中の CO2 濃度は日々増加してい

る。大気中のCO2濃度の上昇により、鋭敏なCO2センサー

の機能が攪乱されることで、生態系に影響を及ぼす可能

性も想定される。今後、大気中の CO2 濃度上昇と生態系

への影響の双方を注意深く監視していく必要があり、多種

類のモデル生物における嗅覚の CO2 センサーに関して、

多面的かつより一層の研究の進展が求められる。 

 

５．引用文献 

1) Jones WD, Cayirlioglu P, Kadow IG, Vosshall LB. Two 

chemosensory receptors together mediate carbon dioxide 

detection in Drosophila. Nature 445, 86-90 (2007)  

2) Hu J, Zhong C, Ding C, Chi Q, Walz A, Mombaerts P, 

Matsunami H, Luo M. Detection of near-atmospheric 

concentrations of CO2 by an olfactory subsystem in the 

mouse. Science 317, 953-957 (2007) 

3) Sun L, Wang H, Hu J, Han J, Matsunami H, Luo M. 

Guanylyl cyclase-D in the olfactory CO2 neurons is 

activated by bicarbonate. Proc Natl Acad Sci U S A 106, 

2041-2046 (2009)  

4) Munger SD, Leinders-Zufall T, McDougall LM, 

Cockerham RE, Schmid A, Wandernoth P, Wennemuth G, 

Biel M, Zufall F, Kelliher KR. An olfactory subsystem 

that detects carbon disulfide and mediates food-related 

social learning. Curr. Biol. 20, 1438-1444 (2010) 

5) Cui N, Zhang X, Tadepalli JS, Yu L, Gai H, Petit J, 

Pamulapati RT, Jin X, Jiang C. Involvement of TRP 

channels in the CO₂ chemosensitivity of locus coeruleus 

neurons. J. Neurophysiol. 105, 2791-2801 (2011)  

6) Wang YY, Chang RB, Liman ER. TRPA1 is a component 

of the nociceptive response to CO2. 

J. Neurosci. 30, 12958-12963 (2010) 

7) Takahashi N, Kuwaki T, Kiyonaka S, Numata T, Kozai D, 

Mizuno Y, Yamamoto S, Naito S, Knevels E, Carmeliet P, 

Oga T, Kaneko S, Suga S, Nokami T, Yoshida J, Mori Y. 

TRPA1 underlies a sensing mechanism for O2. Nat. 

Chem. Biol. 7, 701-711 (2011) 

8) Hamana H, Hirono J, Kizumi M, Sato T. 

Sensitivity-dependent hierarchical receptor codes for 

odors. Chem Senses. 28, 87-104 (2003) 

9) Tsuboi A, Yoshihara S, Yamazaki N, Kasai H, 

Asai-Tsuboi H, Komatsu M, Serizawa S, Ishii T, 

Matsuda Y, Nagawa F, Sakano H. Olfactory neurons 

expressing closely linked and homologous odorant 

receptor genes tend to project their axons to neighboring 

glomeruli on the olfactory bulb. J. Neurosci. 19, 8409-18 

(1999) 

- 52 -



 

10) Serizawa S, Miyamichi K, Takeuchi H, Yamagishi Y, 

Suzuki M, Sakano H. A neuronal identity code for the 

odorant receptor-specific and activity-dependent axon 

sorting. Cell 127, 1057-69 (2006) 

11) Takahashi H, Yoshihara S, Nishizumi H, Tsuboi A. 

Neuropilin-2 is required for the proper targeting of 

ventral glomeruli in the mouse olfactory bulb. Mol Cell 

Neurosci 44, 233-45 (2010) 

12) Inaki K, Takahashi YK, Nagayama S, Mori K. 

Molecular-feature domains with posterodorsal 

-anteroventral polarity in the symmetrical sensory maps 

of the mouse olfactory bulb: mapping of odourant 

-induced Zif268 expression. Eur. J. Neurosci. 15, 

1563-74 (2002) 

13) Lin W, Margolskee R, Donnert G, Hell SW, Restrepo D. 

Olfactory neurons expressing transient receptor potential 

channel M5 (TRPM5) are involved in sensing 

semiochemicals. Proc Natl Acad Sci U S A. 104, 

2471-2476 (2007) 

14) Hirata Y, Oku Y. TRP channels are involved in 

mediating hypercapnic Ca2+ responses in rat glia-rich 

medullary cultures independent of extracellular pH. Cell 

Calcium. 48, 124-132 (2010) 

15) Nakashimo Y, Takumida M, Fukuiri T, Anniko M, 

Hirakawa K.  Expression of transient receptor potential 

channel vanilloid (TRPV) 1&#x2013;4, melastin 

(TRPM) 5 and 8, and ankyrin (TRPA1) in the normal and 

methimazole-treated mouse olfactory epithelium. Acta 

Otolaryngol. 130, 1278-1286 (2010) 

16) Kobayakawa K, Kobayakawa R, Matsumoto H, Oka Y, 

Imai T, Ikawa M, Okabe M, Ikeda T, Itohara S, Kikusui T, 

Mori K, Sakano H. Innate versus learned odour 

processing in the mouse olfactory bulb. Nature 450, 

503-8 (2007) 

 

６．論文業績および学会発表 

論文業績 

1. 高橋弘雄、坪井昭夫 嗅覚系における CO2 センシング

の分子機構 におい・かおり環境学会誌 (in press). 

2. Takahashi H, Yoshihara S, Asahina R, Tamada Y, Tsuboi 

A.,  Characterization of newborn interneurons in the 

mouse olfactory bulb using postnatal electroporation.  

Electroporation Methods in Neuroscience 102, 93-103 

(2015) 

3. Yoshihara S*, Takahashi H*, Nishimura N, Kinoshita M, 

Asahina R, Kitsuki M, Tatsumi K, Furukawa-Hibi Y, 

Hirai H, Nagai T, Yamada K, Tsuboi A. (* These authors 

contributed equally to this work),  Npas4 regulates 

Mdm2 and thus Dcx in experience-dependent olfactory 

bulb interneuron dendritic spine development.  

Cell Reports 8, 843-857 (2014) 

4. 高橋弘雄、坪井昭夫 嗅覚系における CO2 センシング

の分子機構  

化学と生物、第 51 巻、pp.438-440 (2013). 

 

学会発表 

1. Takahashi H, Yoshihara S, Nishimura N, Kinoshita M, 

Asahina R, Furukawa-Hibi Y, Nagai T, Yamada K and 

Tsuboi A. Transcription factor Npas4 regulates the 

sensory experience-dependent development of dendritic 

spines in newborn olfactory bulb interneurons. 

The 12th International Symposium on Molecular and 

Neural Mechanisms of Taste and Olfactory Perception、

福岡 (2014). 

2. Takahashi H, Yoshihara S, Nishimura N, Kinoshita M, 

Asahina R, Furukawa-Hibi Y, Nagai T, Yamada K and 

Tsuboi A. Npas4 regulates the sensory experience 

-dependent development of dendritic spines in newborn 

olfactory bulb interneurons. 

Cold Spring Harbor Meeting: Axon Guidance, Synapse 

Formation & Regeneration, Cold Spring Harbor, USA 

(2014). 

3. Takahashi H, Yoshihara S, Tamada Y, Hirono J, Sato T, 

Tsuboi A. Molecular basis of CO2 sensing in the mouse 

olfactory system. 

第 36 回日本神経科学大会、京都 (2013).  

 

謝 辞 

本研究は公益財団法人ソルト・サイエンス研究財団の

援助により実施した成果です。謹んで感謝申し上げます。 

- 53 -



 

No. 12C3-14C3 

Molecular Basis of CO2 Sensing in the Mouse Olfactory System 
 

 

Hiroo Takahashi, Sei-ichi Yoshihara, Akio Tsuboi 

 

Laboratory for Molecular Biology of Neural Systems, Nara Medical University 

 

 

Summary 

Carbon dioxide (CO2) is an important environmental cue for many organisms.  In mammal, mouse, rat and 

guinea pig have a CO2 sensor in the olfactory epithelium (OE).  Mice can detect CO2 at concentrations around the 

average atmospheric level by olfaction.  In the ventro-lateral region of the mouse OE, there is a unique subset of 

olfactory sensory neurons (OSNs), termed GC-D OSNs, which express carbonic anhydrase 2 (Car2) and guanylate 

cyclase-D (GC-D), instead of odorant receptor.  In GC-D neurons, Car2 and GC-D function as a sensor for CO2, 

urinary peptides and carbon disulfide (CS2) that mediates food-related social learning.  Recently, we found that at 

least two novel subsets of OSNs, which are not expressing Car2, respond to CO2 as well.  These results suggest 

that mice sense CO2 with several subsets of sensory neurons in the OE.  On the other hand, mice have the other 

olfactory organ, vomeronasal epithelium (VNE), which is important for the pheromone sensing.  It is uncertain 

whether the VNE also plays a role in the CO2 sensing.  Interestingly, we recently found the novel CO2-sensing 

neurons in the VNE.  These results suggest that mice sense CO2 not only with GC-D OSNs, but also with novel 

subsets of sensory neurons in the OE and VNE. 
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概 要 抗がん剤の１つである白金製剤オキサリプラチンは、ほぼ全ての患者において投与直後から数時間内に、寒冷

刺激で誘発、増強される四肢・口周囲のしびれ感、知覚異常など、他の抗がん剤では認められない特徴的な急性末梢神

経障害を誘発することが知られている。本研究では、主に感覚神経に発現し、様々な刺激物質のケミカルセンサーとして

機能する TRPA1 に着目し、オキサリプラチン誘発急性末梢神経障害との関連を明らかにする目的で検討を行った。 

その結果、オキサリプラチン（5 mg/kg）をマウスに単回腹腔内投与すると、2 時間後には、他の抗がん剤（シスプラチン，

パクリタキセル）では認められない特徴的な急性冷過敏応答が惹起されることを見出した。また、この急性冷過敏応答は、

オキサリプラチン特有の代謝物oxalate でも認められ、感覚神経に発現する TRPA1 を選択的に機能増強した結果、生じる

ものと考えられた。そのタイムコース、各種鎮痛薬に対する薬物感受性の違い、臨床でも用いられる Ca 製剤の有効性など

から、この行動が疼痛とは一部異なり、オキサリプラチンの急性末梢神経障害に特徴的なしびれ、異常感覚を表現するし

びれ様行動である可能性が高いと考えられる。 

また、hTRPA1 発現細胞を用いた検討から、高濃度のオキサリプラチン（1 mM）は、おそらくその白金成分によるミトコン

ドリア障害により産生された活性酸素種（ROS）が、TRPA1 N 末端のシステイン残基を酸化修飾することにより TRPA1 を活

性化することを見出した。しかし、臨床では用いられない高濃度のオキサリプラチンが必要であること、同じ白金製剤シス

プラチンでも同様の機構で TRPA1 活性化が認められたことから、オキサリプラチン誘発急性末梢神経障害のメカニズムと

は考えにくい。 

一方、hTRPA1 発現細胞に比較的低濃度のオキサリプラチンを 2 時間前処置することで、ROS に対する TRPA1 の過敏

応答が惹起され、この応答は、オキサリプラチンに特有の代謝物 oxalate でも認められること、一方、白金含有代謝物

Pt(DACH)Cl2 やシスプラチンでは認められないことから、オキサリプラチン誘発急性末梢神経障害の原因である可能性が

高い。さらに、この TRPA1 過敏化応答の分子機構として、oxalate が酸素感受性プロリン水酸化酵素（PHD）の酵素活性を

抑制し、その結果、PHD により常時、水酸化を受けている hTRPA1 N 末端の 394 番目のプロリン残基（Pro394）の水酸化が

解除されるという TRPA1 の低酸素による活性化と同一の機構を介することを明らかとした。 

これらの結果から、TRPA1 はオキサリプラチンというヒトにおいてほぼ全例でしびれを誘発する化学物質のケミカルセン

サーとして機能していること、さらに、TRPA1 はしびれ感知のセンサーとしての生理学的意義を有しているものと考えられ

る。 

 

１．研究の背景と目的 

がん化学療法による末梢神経障害（chemotherapy 

-induced peripheral neuropathy：CIPN）は、一般的に手足

のしびれや痛みなどの異常感覚で始まることが多く、進行

性に悪化する。その症状は大きく３つに分けられ、感覚神

経の障害による四肢末端のしびれ、感覚異常（錯感覚）、

神経痛、感覚鈍磨、運動神経の障害による筋萎縮、筋力

低下、深部腱反射の低下・消失の他、自律神経障害も認
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められる。CIPN の出現は抗がん剤の用量規定因子となる

ため、がん化学療法の治療成績にも大きな影響を与え、

また、患者の QOL を低下させる原因ともなる（1）。CIPN を

生じやすい抗がん剤として、タキサン系（パクリタキセル、

ドセタキセル等）、ビンカアルカロイド系抗がん剤（ビンクリ

スチン、ビンブラスチン等）、白金製剤（シスプラチン、オキ

サリプラチン等）の他、また、プロテアソーム阻害薬ボルテ

ゾミブや CD30 標的抗体-薬物複合体ブレンツキシマブベ

ドチンなどの分子標的薬が挙げられる。タキサン系、ビン

カアルカロイド系抗がん剤などは、主に末梢神経の軸索

に障害を与え、二次的に髄鞘が障害されると考えられて

おり、早期に薬剤を中止すれば、軸索の発芽により遠部

位に向かって再生し、回復が見込まれるとされている。一

方、白金製剤は、後根神経節の神経細胞体に障害を与え、

二次的に軸索と髄鞘が障害を受けると考えられており、回

復が困難な場合もある（2）。現在、CIPN に対しては、ビタミ

ンB製剤（ビタミンB6、ビタミンB12）、漢方薬（牛車腎気丸）、

また痛みがあるときには、解熱性鎮痛薬アセトアミノフェン、

抗炎症性鎮痛薬（NSAID）や麻薬性鎮痛薬（オピオイド）、

あるいはプレガバリンや抗うつ薬などが用いられることもあ

るが、いずれもそれらの有効性について統計学的な根拠

に乏しい（1, 3, 4）。最近では、二重盲検プラセボ対象無作為

化クロスオーバー試験により、選択的セロトニン・ノルアド

レナリン再取り込み阻害薬（SNRI）のデュロキセチンが

CIPN による痛みや QOL を有意に改善することが報告さ

れている（5）。しかし、これらが有効性を示さない場合も多く、

CIPN の対応には非常に難渋しているのが現状である。ま

た、CIPN の発症メカニズムとして、ミトコンドリア障害や活

性酸素種（ROS）の発生、表皮内神経線維の脱落、免疫

系/グリア細胞を介した神経炎症応答などが推察されてい

るが未解明な部分が多く（6）、効果的な予防法や治療法も

開発されていない。 

転移性大腸がん治療薬として主に使用されているオキ

サリプラチンは、他の抗がん剤で認められるような蓄積性

の慢性末梢神経障害の他に、ほぼ全例において投与直

後から数時間以内に、寒冷刺激で誘発、増強される四

肢・口周囲のしびれ感、知覚異常、まれに咽頭・喉頭の締

め付け感、知覚異常による呼吸困難や嚥下困難など、他

の抗がん剤では認められない特徴的な急性末梢神経障

害を誘発することが知られている（3, 4）。 

一方、 Ca2+ 透過性の 非選択的カ チ オ ンチ ャ ネ ル

transient receptor potential（TRP）チャネルのうち幾つは温

度に感受性を示し、特に、TRPV1、TRPA1、TRPM8 はい

ずれも一次知覚神経に発現し、熱刺激や冷刺激に対する

侵害受容器として大きな注目を集めているところである（7, 

8）。最近、CIPN に、TRPV1、TRPA1、TRPM8 が関与する

のではないかと推察されている。実際、上記の抗がん剤の

長期投与により、知覚神経における TRPV1、TRPA1 ある

いは TRPM8 等の発現量が増加し、抗がん剤により惹起さ

れた触刺激や熱・冷刺激に対する痛覚過敏様行動が、こ

れら TRP チャネルの阻害薬あるいは遺伝子欠損により抑

制されることなどが報告されている（9-12）。助成研究者らは、

オキサリプラチンによる急性末梢神経障害が寒冷刺激（冷

水や冷蔵庫等）で誘発、増強されるという臨床経験に着目

し、本研究では、TRP チャネル、特に冷侵害受容器として

機能する TRPA1（13, 14）がオキサリプラチンに対するケミカ

ルセンサーとして機能し、オキサリプラチンによる急性末

梢神経障害に寄与しているかを、そのメカニズムも含め明

らかにする目的で、マウスを用いた行動薬理実験および

TRPA1 強制発現細胞や培養後根神経節（DRG）神経を

用いた検討を行った。 

 

２．研究方法 

２．１ 使用動物および薬物 

実験は全て京都大学動物実験委員会による審査・承認

を受け、「動物実験に関する日本薬理学会指針」を遵守し

て行われた。実験には、C57BL/6 系の雄性マウス（6-8 週

齢，日本 SLC，静岡）を使用した。オキサリプラチンおよび

sodium oxalate（和光純薬）は、0.5%グルコース溶液に用

時調製した。シスプラチン（Sigma-Aldrich）は生理食塩水

に、パクリタキセル（Sigma-Aldrich）はクレモフォア/脱水ア

ルコールに溶解後、使用時に生理食塩水で希釈した。

TRPA1 阻害薬 HC-030031（Enzo Life Sciences）は、0.5%

メチルセルロースにて溶解した。 

２．２ 行動実験 

Cold plateテスト：冷刺激に対する感受性の測定は、5℃

の cold plate 上にマウスを乗せ、惹起される行動を観察す

ることにより評価した。Lifting あるいは backwards walking

は１点、jumping は 2 点と評価し、60 秒間の合計スコアを

算出した。各種鎮痛薬の効果を測定するために、モルヒ
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ネ（武田薬品）およびトラマドール（日本新薬）は皮下に、ミ

ル ナ シ プ ラ ン （ Santa Cruz ） お よ び メ キ シ レ チ ン

（Sigma-Aldrich）は腹腔内に cold plate テストを行う 30 分

前（オキサリプラチン投与 1.5 時間後）に投与した。ジクロ

フェナク（Sigma-Aldrich）、ガバペンチン（Sigma-Aldrich）

およびアミトリプチリン（LKT laboratories）は、cold plate テ

ストを行う 1 時間前（オキサリプラチン投与 1 時間後）に腹

腔内投与した。これらの薬物は全て生理食塩水に溶解し

た。 

von Frey フィラメントテスト：マウスを金属メッシュ製の床

上に置き、1 時間馴化させた後、実験に用いた。オキサリ

プラチン投与後の触刺激に対する感受性の測定は、刺激

強度の異なる 7 本の von Frey フィラメント（0.008-1.0 g）を

用い、up-down 法により 50% withdrawal threshold を算出

した。また、後肢虚血再灌流モデルにおいては、1.0 g の

von Frey フィラメントを用い、no response = 0 点、

withdrawal, lifting = 1点、licking, flicking = 2 点と評価し、

5回施行後の合計得点（最高10点）をスコアとして表した。 

TRP チャネル刺激薬後肢足底内投与による疼痛様行

動の評価 ：マウス左後肢足底内に、TRPA1 刺激薬 AITC

（0.1%）、TRPV1 刺激薬カプサイシン（80 μg/ml）あるいは

TRPM8 刺激薬メントール（800 μg/ml）をそれぞれ 20 μl 投

与した。AITC あるいはカプサイシンの場合、それぞれ投

与後 20 分間あるいは 5 分間の投与足への flicking、

licking 行動時間を測定した。メントールの場合、投与後 5

分間の行動を、cold plate テストの場合と同様、スコア化し

て評価した。 

２．３ 単離 DRG 神経の調製 

生後 6-8 週齢の C57BL/6 系マウスより DRG を摘出し、

Percoll 法を用いて DRG 神経を単離した。3 mm × 7 mm

ガラス上に細胞を播種し、10%ウシ胎仔血清を含む

DMEM 中、37℃、5% CO2 環境下で 1 日培養後、実験に

用いた。 

２．４ クローン化ヒトTRPA1 cDNAのHEK293細胞への

transfection 

HEK293 細胞は、10%ウシ胎仔血清を含む DMEM 中、

37℃、5% CO2 環境下で培養した。発現ベクターに組み込

んだクローン化ヒト TRPA1（hTRPA1） cDNA および EGFP 

cDNA プラスミドを 4：1 の割合で混合し、Lipofectamine を

用いて、HEK293 細胞に transfection した。2 日間の培養

後、実験に用いた。 

２．５ 細胞内 Ca2+イメージング 

単離 DRG 神経あるいは hTRPA1 発現 HEK293 細胞を

ガラスに播種して調製後、蛍光 Ca2+指示薬 Fura-2/AM（5 

mM）を含む緩衝液中で 37℃、30 分間インキュベートした。

その後、Ca2+ 測定用画像解析装置（AQUACOSMOS 

/ORCA-ERイメージングシステム）を用いて波長340 nm及

び 380 nm の励起光で得られる蛍光強度比を取得し、細

胞内 Ca2+濃度変化の指標とした。 

２．６ パッチクランプ法 

TRPA1 発現 HEK293 細胞をガラスに播種して調製し、

その後 EPC-10（HEKA Elektronik）を用いて測定を行った。

ホールセルパッチクランプ法による測定では、-100 mV か

ら 100 mV までの Ramp pulse をかけることにより電流を取

得し（0.2 Hz, 保持電位；0 mV）、得られたデータは

Patchmaster（HEKA）により解析した。Cell-attach による測

定では-60 mV に電圧を保持し電流を取得した。得られた

データは Patchmaster および Igor Pro（HULINKS）により解

析した。 

２．７ 統計解析 

図表中の数値は平均値±標準誤差（S.E.M）で表記し

た。有意差検定は、2 群以上の場合には、one-way あるい

は two-way ANOVAおよび引き続く、Bonferroni’s post hoc 

test、2 群間の検定には、Student’s t-test により解析した。

全ての実験において、p < 0.05 の場合に、統計学的な有

意差があると判定した。 

 

３．研究結果および考察 

３．１ オキサリプラチンにより惹起される触刺激および冷

刺激に対する過敏応答 

オキサリプラチン投与後の触刺激および冷刺激に対す

る感受性への影響を、それぞれ、von Frey フィラメントテス

トおよび cold plate テストにて評価した。その結果、オキサ

リプラチン（5 mg/kg）を腹腔内に単回投与すると、von 

Frey フィラメントテストでは、投与翌日から触刺激に対する

閾値の有意な低下（触刺激に対する過敏応答）が認めら

れ、その効果は少なくとも 7 日後まで持続した（図 1A）。一

方、cold plate テストでは、オキサリプラチン投与 2 時間後

には、有意な冷刺激に対する過敏応答が認められ、その

効果は少なくとも 7 日後まで持続した（図 1B）。また、オキ
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サリプラチン（1, 5, 10 mg/kg）投与 2 時間後の冷過敏応答

は濃度依存的であった（図 1C）。すなわち、オキサリプラ

チンの投与２時間後という比較的早い段階で、冷過敏応

答が惹起されるが、触刺激に対する過敏応答は認められ

ず、これらの結果から、この投与数時間後での冷過敏応

答が、オキサリプラチンに特徴的な急性期の末梢神経障

害を表現した行動ではないかと推察される。また、これら

の知見は、オキサリプラチンによる急性期の末梢神経障

害が、寒冷被爆によって誘発、増強されるという臨床経験

とも一致するものである（15）。 

一方、オキサリプラチンは、生体内などの Cl-存在下で

は非酵素的にオキサリル基が脱離し、白金製剤の抗がん

作用の活性本体であるジクロロ 1,2-ジアミノシクロヘキサン

白金（Pt(DACH)Cl2）へと代謝される。これまでの報告から、

このオキサリル基がオキサリプラチンによる急性末梢神経

障害の原因物質であると推察されている（16-18）。そこで、本

研究では 5 mg/kg のオキサリプラチンから脱離する量に相

当する 1.7 mg の oxalate（シュウ酸）を腹腔内投与し、cold 

plate テストにより冷感受性に対する影響を検討した。その

結果、oxalate投与2時間後に顕著な冷過敏応答が惹起さ

れ、その効果は約 3 日後まで持続したが、7 日後には

vehicle 投与群と比較して有意な差は認められなくなった

（図 1D）。これらの結果から、オキサリプラチンによる急性

期の冷過敏応答には、オキサリプラチンのオキサリル基あ

るいは脱離した oxalate が関与しているものと考えられる

（15）。また、oxalate による急性冷過敏応答のタイムコースは、

人で見られるオキサリプラチンによる急性末梢神経障害の

発生時期や持続時間とほぼ一致している。 

一方、他の白金製剤であるシスプラチン、タキサン系抗

がん剤であるパクリタキセルは、その反復投与により蓄積

性の末梢神経障害を誘発するものの、オキサリプラチンの

ような急性末梢神経障害は生じないことが知られている

（1-4）。そこで、シスプラチン（5 mg/kg）あるいはパクリタキセ

ル（6 mg）を単回腹腔内投与し、2 時間後の触刺激および

冷刺激に対する感受性を測定した。しかしながら、シスプ

ラチンおよびパクリタキセルとも、投与 2 時間後では触刺

激および冷刺激に対する感受性に影響を与えなかった

（図 1E-H）。これらの結果から、オキサリプラチン投与 2 時 

 

図 1．オキサリプラチン、シスプラチンおよびパクリタキセルの単回投与による触刺激あるいは冷刺激に対する感受性への

効果. A, B）オキサリプラチン（5 mg/kg）、C）オキサリプラチン（1, 5, 10 mg/kg）、D）オキサリプラチンの脱離基 oxalate（1.7 
mg/kg）、E, F）シスプラチン（5 mg/kg）あるいは、G, H）パクリタキセル（6 mg/kg）を単回腹腔内投与し、2 時間後、1、3、7
日後に触刺激および冷刺激に対する感受性をそれぞれ、von Frey フィラメントテスト（A, E, G）および cold plate テスト（B, 
C, D, F, H）により測定した。n=6-8。*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs vehicle-treated group（two-way ANOVA followed by 
Bonferroni’s post-hoc tests） 
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間後に生じる冷過敏応答はオキサリプラチンに特徴的な

もので、他の抗がん剤では認められないことが明らかとな

った（15）。 

３．２ オキサリプラチン誘発急性冷過敏応答に対する各

種鎮痛薬の感受性 

オキサリプラチンの腹腔内投与により誘発される急性冷

過敏応答に対して、NSAID ジクロフェナク、オピオイド系

鎮痛薬モルヒネ、神経障害性疼痛に対する第一選択薬で

ある電位依存性 Ca2+チャネル α2δリガンド・ガバペンチン、

三環系抗うつ薬アミトリプチリン、セロトニン・ノルアドレナリ

ン再取り込み阻害薬ミルナシプラン、抗不整脈として用い

られる Na+チャネル阻害薬メキシレチン、弱オピオイドの作

用とセロトニン・ノルアドレナリン再取り込み阻害作用を併

せ持つトラマドールといった代表的な鎮痛薬の効果を検

討した（図２）。上述の通り、オキサリプラチン（5 mg/kg）の

腹腔内投与 2 時間後では、vehicle 投与群と比較して有意 

 

 

図 2．オキサリプラチン誘発急性冷過敏応答に対する各種鎮痛薬および Ca2+投与の効果 
マウスにオキサリプラチン（5mg/kg）あるいは vehicle を腹腔内投与し、2 時間後、cold plate テストにより、冷刺激に対する

感受性を測定した。モルヒネ（5、10 mg/kg）およびトラマドール（10、20 mg/kg）は皮下に、ミルナシプラン（10、30 mg/kg）

およびメキシレチン（10、30 mg/kg）は腹腔内に cold plate テストを行う 30 分前（オキサリプラチン投与 1.5 時間後）に投与

した。ジクロフェナク（25、50 mg/kg）、ガバペンチン（10、30 mg/kg）およびアミトリプチリン（5、10 mg/kg）は、cold plate テス

トを行う 1 時間前（オキサリプラチン投与１時間後）に腹腔内投与した。グルコン酸カルシウム（0.5 mmol/kg）は 1 時間前に

静脈内注射した。n=3-9。**P < 0.01, ***P < 0.001, compared to the group treated with vehicle 処置群。#P < 0.05, ##P < 
0.01, ###P < 0.001（21） 
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な冷過敏応答が惹起されたが、ジクロフェナク（25 および

50 mg/kg）およびアミトリプチリン（5 および 10 mg/kg）はこ

の冷過敏応答に対して何ら影響を与えなかった。一方、

ガバペンチン（10 および 30 mg/kg）、トラマドール（10 およ

び 20 mg/kg）、およびメキシレチン（10 および 30 mg/kg）

は、オキサリプラチン誘発急性冷過敏応答を、いずれも濃

度依存的に有意に抑制した。また、モルヒネ（5 および 10 

mg/kg）およびミルナシプラン（10 および 30 mg/kg）は冷過

敏応答を抑制する傾向を示したが、その効果は比較的弱

いものであった。弱オピオイドの作用とセロトニン・ノルアド

レナリン再取り込み阻害作用を併せ持つトラマドールが、

顕著な抑制作用を示したことから、モルヒネ（5 mg/kg）とミ

ルナシプラン（30 mg/kg）を同時処置し、その併用効果を

期待したが、両者の同時処置によっても、抑制傾向は認

められたものの有意なものではなかった。この結果から、ト

ラマドールによるオキサリプラチン誘発急性冷過敏応答の

抑制作用は、弱オピオイドの作用とセロトニン・ノルアドレ

ナリン再取り込み阻害作用の相乗効果によるものではなく、

おそらく他の作用（おそらく Na+チャネル抑制作用）が関連

するのではないかと考えられる。 

一方、オキサリプラチンによる末梢神経障害に対して臨床

でカルシウム/マグネシウム製剤が用いられている。一時

期、抗腫瘍効果への影響も懸念されたが、その可能性は

否定され（19）、最近では、急性末梢神経障害だけでなく、

蓄積性の慢性末梢神経障害に対してもその有効性が報

告されている（20）。 

オキサリプラチン誘発冷過敏応答に対するグルコン酸

カルシウム（0.5 mmol/kg）の効果を検討したところ、冷過

敏応答は有意に抑制された。これら各種鎮痛薬の薬物感

受性から、下行性抑制系など主に中枢神経系に作用して

鎮痛効果を示す薬物（モルヒネ，アミトリプチリン，ミルナシ

プラン，（ガバペンチン，トラマドール））の作用は総じて弱

く、一次感覚神経終末での痛覚情報伝達物質遊離抑制

作用（ガバペンチン）や Na+チャネル（メキシレチン）、Ca2+

製剤など末梢神経系に直接作用する薬物の有効性が高

いのではないかと考えられる。 

また、これらの結果から、オキサリプラチン誘発急性冷

過敏応答が、必ずしも疼痛関連行動を表現しているので

はなく、他の感覚、おそらく、しびれや感覚異常を表現す

る行動ではないかと推察している（21）。 

３．３ TRPA1、TRPM8 および TRPV1 刺激による疼痛

様行動に対するオキサリプラチン前処置の効果 

オキサリプラチンによる急性末梢神経障害における温

度感受性 TRP チャネル TRPA1、TRPM8 および TRPV1

の 関与を検討す る目的で 、 TRPA1 刺激薬 AITC 、

TRPM8/A1 刺激薬メントールおよびTRPV1 刺激薬カプサ

イシンを後肢足底内投与した際に惹起される疼痛様行動

に対するオキサリプラチンの 2 時間前処置の効果を検討

した。まず、オキサリプラチン（1, 5, 10 mg/kg）を腹腔内投

与した 2 時間後、TRPA1 刺激薬 AITC（0.1%, 20 μl/paw）

を足底内投与すると、AITC により惹起される疼痛様行動

（licking/flicking）がオキサリプラチンの濃度依存的に有意

に増強された（図 3A）。また、その AITC 誘発疼痛様行動

は、オキサリプラチン（5 mg/kg）投与 1 日後および 3 日後

でも有意に増強されていたが、投与 7 日後においては消

失していた（図 3B）。この時間経過は、オキサリプラチンの

急性末梢神経障害が投与 1 週間以内には消失するという

臨床経験とも合致する。 

一方、TRPV1 刺激薬カプサイシン（1.6 μg/paw）による

疼痛様行動（licking/flicking）に有意な変化は認められな

かったが（図 3C）、TRPM8/A1 刺激薬メントール（160 

μg/paw）による疼痛様行動（backwards walking/lifting）は、

有意に増強された（図 3D）。しかし、メントールは、TRPM8

刺激薬としてよく用いられているが、TRPA1 も刺激すること

が知られている（22）。このメントールによる疼痛様行動の有

意な増強は、TRPA1 遺伝子欠損マウスにおいて消失した

ことから（図 3E）、少なくとも、オキサリプラチンによって増

強されるメントール誘発疼痛様行動の成分は TRPA1 を介

したものであると考えている。これらの結果から、オキサリ

プラチンは、TRPA1 を介した行動を増強するが、TRPV1

および TRPM8 を介した疼痛様行動には影響しないことが

示される（15）。 

また、オキサリプラチンの分解産物である oxalate の 2 時

間前処置によっても、AITC 足底内投与による疼痛様行動

が増強された（図 3F）。すなわち、オキサリプラチンによる

TRPA1 を介した疼痛様行動の増強は、分解産物である

oxalate、あるいはオキサリプラチンのオキサリル基が関与

することが示唆される。一方、シスプラチン（5 mg/kg）ある

いはパクリタキセル（6 mg）の 2 時間前処置によっても、

AITC 足底内投与による疼痛様行動は影響されなかった 
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図 3．TRPA1、TRPV1、TRPM8 刺激薬の足底内投与による疼痛様行動に対するオキサリプラチン、シスプラチンおよび

パクリタキセル前投与の効果 
A-E）オキサリプラチン（A: 1, 5, 10 mg/kg, B: 5 mg/kg）、F）oxalate（1.7 mg/kg）、G）シスプラチン（5 mg/kg）、あるいは H）パ

クリタキセル（6 mg/kg）を腹腔内投与し、2 時間後（B: 1, 3, 7 日後）、（A, B, F-H）TRPA1 刺激薬 AITC（0.1%, 20 μl/paw）、

（C）TRPV1 刺激薬カプサイシン（1.6 μg/20 μl/paw）（D, E）TRPM8/A1 刺激薬メントール（160 μg/20 μl/paw）を後肢足底内

投与し、惹起される疼痛様行動の時間あるいはスコアを測定した。n=6-7。*p<0.05, **p<0.01（two-way or one-way 
ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc tests, or Student’s t-test） 

 

（図 3G, H）。よって、シスプラチンおよびパクリタキセルは、

投与 2 時間後という時間では TRPA1 を介した行動に影響

を与えないことが示唆される（15）。 

３．４ 単離 DRG 神経における TRPA1、TRPM8、

TRPV1 機能に対するオキサリプラチン前処置の

効果 

オキサリプラチンの TRPA1、TRPM8 および TRPV1 機

能に対する影響を、単離 DRG 神経を用いて、Ca2+イメー

ジング実験により検討した。オキサリプラチンの代わりに

vehicle を 1、2、4 時間前処置した単離 DRG 神経に、比較

的低濃度の TRPA1 刺激薬 AITC（10 μM）を処置すると、

約 14.2%の細胞が AITC に感受性を示した。一方、オキサ

リプラチン（30 μM）を 1、2、4 時間前処置した単離 DRG 神

経では、AITC に感受性を示す細胞の割合に増加傾向が

認められたものの、有意なものではなかったが、オキサリ

プラチンを 100 μM あるいは 300 μM の濃度で 1、2、4 時

間前処置した単離DRG神経では、AITCに感受性を示す

細胞の割合が時間依存的に増加し、オキサリプラチンの 2

および 4 時間前処置により、有意な増加が認められた（図

4A-G）。一方、TRPM8/A1 刺激薬メントール（100 μM）お

よび TRPV1 刺激薬カプサイシン（500 nM）に感受性を示

す細胞の割合は、オキサリプラチン（100 μM）を 1、2、4 時

間前処置しても変化は認められなかった（図 4H, I）。これ

らの結果から、オキサリプラチンの短時間処置により、単

離DRG神経におけるTRPA1の感受性が選択的に増大し、

TRPM8 および TRPV1 の感受性は変化しないことが明ら

かとなった（15）。 
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図 4．単離 DRG 神経における TRPA1 刺激薬 AITC、TRPM8/A1 刺激薬メントール、TRPV1 刺激薬カプサイシンにより誘

発される細胞内 Ca2+応答に対するオキサリプラチン前処置の効果 
単離 DRG 神経に、A）vehicle、あるいは、B-D）オキサリプラチン（30, 100, 300 μM）を、2 時間前処置した後、比較的低

濃度の TRPA1 刺激薬 AITC（10 μM）を 3 分間処置し、[Ca2+]i（F340/F380 ratio）を蛍光 Ca2+イメージングにより測定した。

AITC 処置後、50 mM KCl を処置し、高カリウム刺激に応答する細胞を DRG 神経であると同定した。E-I）単離 DRG 神経

に、オキサリプラチン（30, 100, 300 μM）を、1, 2 あるいは 4 時間前処置した後、比較的低濃度の TRPA1 刺激薬 AITC（10 
μM）、TRPV1 刺激薬カプサイシン（500 nM）、TRPM8/A1 刺激薬メントール（100 μM）を 3 分間処置し、細胞内 Ca2+応答

を示す DRG 神経細胞を計数した。縦軸は、KCl に応答する細胞数のうち、それぞれの刺激薬に感受性を持つ細胞の割

合を%で示してある。n=4-6。*p<0.05（two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc tests） 

 

３．５ オキサリプラチンによる急性冷過敏応答における

TRPA1 の関与 

オキサリプラチン誘発冷過敏応答が TRPA1 を介した応

答であるかを確認するため、TRPA1 選択的阻害薬

HC-030031 および TRPA1 遺伝子欠損マウスを用いた検

討を行った。その結果、HC-030031（100 mg/kg）の cold  
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図 5．オキサリプラチン誘発急性冷過敏応答に対する

TRPA1 阻害薬および TRPA1 遺伝子欠損の影響 
マウスにオキサリプラチン（5 mg/kg）あるいは vehicle を腹

腔内投与し、2 時間後、cold plate テストにより、冷刺激に

対する感受性を測定した。（A）TRPA1 阻害薬 HC-030031
（100 mg/kg）は、cold plate テスト 30 分前に腹腔内投与し

た。n=6。（B）ホモTRPA1+/+マウスおよびホモTRPA1-/-マウ

ス を 用 い た 。 n=7-8 。 **p<0.01, *p<0.001 （ two-way 
ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc tests） 

 

plate テスト施行 30 分前の投与（図 5A）および TRPA1 遺

伝子欠損マウス（図 5B）において、オキサリプラチン誘発

冷過敏応答は有意に抑制された。これらの結果ら、オキサ

リプラチンによる急性冷過敏応答は、実際に TRPA1 を介

した行動であることが明らかとなった（15）。 

３．６ オキサリプラチンによる TRPA1 活性化機構 

オキサリプラチンによる TRPA1 の活性化機構を明らか

にするために、クローン化 hTRPA1 を強制発現させた

HEK293 細胞を用いて、Ca2+イメージング実験およびパッ

チクランプ法により検討した。空のベクターのみを transfect

した mock 導入細胞では、高濃度のオキサリプラチン（1 

mM）を処置しても、細胞内 Ca2+濃度および電流に何ら変

化は認められなかったが（図 6A, B）、hTRPA1 発現細胞

にオキサリプラチン（1 mM）を処置すると、緩徐で持続的

な細胞内 Ca2+濃度の増加および外向きの TRPA1 電流が

認められた（図 6C, D）。また、この細胞内 Ca2+濃度の増加

はオキサリプラチン（0.1-1 mM）の濃度に依存的で、1 mM

の濃度で有意な増加が認められた（図 6E）。これらの結果

から、高濃度のオキサリプラチンは、TRPA1 を開口させる

能力を有していることが示唆される。そこで、次にオキサリ

プラチンがTRPA1を直接活性しうるか、あるいは間接的に

活性化しているのかを明らかにするために、inside-out パ

ッチクランプ法により検討した。TRPA1 刺激薬 AITC（100 

μM）は TRPA1 の単一チャネル電流を増加したのに対し、

オキサリプラチン（1 mM）は何ら影響を与えなかった（図

6F）。このことから、オキサリプラチンは、TRPA1 を直接修

飾し開口させているのではなく、細胞内の何らかの因子に

作用することで、間接的に TRPA1 を開口させていることが

明らかとなった。 

TRPA1 は酸化感受性が非常に高く、ROS などの酸化

性物質により N 末端のシステイン残基が酸化修飾されるこ

とにより活性化されることが知られている（23, 24）。また、オキ

サリプラチンによる末梢神経障害に活性酸素種（ROS）の

産生が関与していることが報告されていることから（10, 25）、

まず、高濃度オキサリプラチン処置による ROS の産生を、

過酸化水素（H2O2）特異的蛍光指示薬 Peroxy Green 1

（PG-1）を用いて検討した。その結果、TRPA1 を発現させ

ていない HEK293 細胞に、オキサリプラチン（1 mM）を処

置すると、有意な PG-1 蛍光の増加、すなわち H2O2 産生

が認められた（図 6G）が、オキサリプラチンの代謝産物

oxalate の細胞膜透過性アナログ dimethyl oxalate（DMO; 

3 mM）の処置では、H2O2 産生は認められなかった（data 

not shown）。さらに、高濃度オキサリプラチンによる

TRPA1 を介した Ca2+応答に対する抗酸化剤グルタチオン

（1 mM）の共処置の効果を検討したところ、高濃度オキサ

リプラチン（1 mM）による TRPA1 を介した Ca2+応答は有意

に抑制された（図 6H）。以上の結果より、高濃度オキサリ

プラチンによる TRPA1 活性化は、おそらくオキサリプラチ

ンの白金部分がミトコンドリア障害を引き起こし、その結果

産生された ROS が TRPA1 の N 末端のシステイン残基を

酸化修飾することにより活性化させたものであると考えら

れる。ROS あるいは多くの TRPA1 活性化刺激による

TRPA1 活性には、N 末端の複数のシステイン残基の求電

子反応が関与していることが報告されている（18-20）。そこで、

これらシステインをセリンに変異させた８種類の変異型

TRPA1（C192S，C213S，C414S，C633S，C641S，C665S，

C856S）を用いて検討した。その結果、TRPA1 のチャネル

機能に重要とされている C414 の変異型 TRPA1 において、

オキサリプラチンによる TRPA1 を介した Ca2+応答が有意

に抑制された他、過酸化水素や一酸化窒素（NO）による

TRPA1 活性化に重要であることが報告されている C641 の

変異型 TRPA1 においても有意な抑制が認められた（図 6I, 

J）。 

以上の結果より、高濃度オキサリプラチンによる TRPA1

活性化は、おそらくオキサリプラチンの白金部分がミトコン 
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図 6．高濃度オキサリプラチンによる ROS 産生を介した TRPA1 活性化 
（A, B）mock（ベクターのみ）、あるいは、（C-E）hTRPA1発現HEK293細胞に、オキサリプラチン（0.1-1 mM）を処置し、（A, 
C, E）Ca2+イメージング法により[Ca2+]i を、あるいは（B, D）whole cell patch clamp 法により電流応答を測定した（左；電流応

答の継時的変化、右；オキサリプラチン処置前後の代表的な IV カーブ）。E）はオキサリプラチン処置後の Ratio 上昇値

（ΔRatio）によりオキサリプラチンの濃度依存性を検討している。**P<0.01 vs vehicle. n=5-8.（F）hTRPA 発現細胞における

inside-out パッチクランプ法により単一チャネル電流。trace 1（control）, 2（オキサリプラチン）, 3（AITC）は下線部分を拡大

したもの、下部は単一チャンル電流のヒストグラムを表す。（G）オキサリプラチンによる H2O2 産生量。HEK293 細胞にオキ

サリプラチン（1 mM）を処置し、H2O2 特異的蛍光指示薬 PG-1 で H2O2 産生量を定量した。*P<0.05 vs vehivle. n=28-36 
cells.（H）オキサリプラチン誘発[Ca2+]i 増加に対するグルタチオンの効果。グルタチオン（1 mM）存在下でオキサリプラチ

ン（1 mM）を処置した。**P<0.01 vs vehicle. n=6-8.（I, J）システイン残基変異型 TRPA1 でのオキサリプラチン誘発[Ca2+]i

増加。J に示すシステイン残基の変異型 TRPA1 を HEK293 に発現させ、オキサリプラチン（1 mM）を処置した。*P<0.05, 
**P<0.01 vs vehicle. n=4-10 
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ドリア障害を引き起こし、その結果産生された ROS が

TRPA1 の N 末端のシステイン残基を酸化修飾することに

より活性化させたものであると考えられる。 

そこで次に、同じ白金製剤であるが、急性末梢神経障

害は起こさないシスプラチンについて同様に検討した。そ

の結果、hTRPA1 発現細胞に、高濃度シスプラチン（1 

mM）を処置したところ、同様に Ca2+応答および TRPA1 電

流が認められ、いずれも TRPA1 阻害薬 HC030031（100 

μM）により、抑制された。また、高濃度オキサリプラチンと

同様、抗酸化剤グルタチオン（1 mM）によってもシスプラ

チン誘発 Ca2+応答は有意に抑制された（図 7A-E）。 

これらの結果から、オキサリプラチンによる TRPA1 活性

化には非常に高濃度が必要であり、臨床使用される用量

とはかけ離れていること、急性末梢神経障害は起こさない

シスプラチンでも同様に、ROS 産生を介した TRPA1 活性

化が認められたことから、この機構はオキサリプラチン誘

発急性末梢神経障害の真のメカニズムとは考えにくい。シ

スプラチンやオキサリプラチンなど白金製剤の蓄積性慢

性末梢神経障害は、ミトコンドリア傷害による ROS 産生が

関わっていることが知られていることから（6）、白金製剤によ

る慢性末梢神経障害の誘導や疼痛に TRPA1 活性化が関

わっているのかもしれない。 

３．７ オキサリプラチン前処置による ROS に対する

TRPA1 過敏化 

次に、オキサリプラチンによるTRPA1過敏化機構を明ら

かにするために、hTRPA1 を直接活性化はさせない比較

的低濃度のオキサリプラチン前処置した後、H2O2 による

hTRPA1 活性化に対する影響を検討した。Vehicle を 2 時

間前処置した hTRPA1 発現HEK293 細胞に、比較的低濃

度の H2O2（10 μM）を処置すると、一部の細胞においての

み H2O2 誘発[Ca2+]i 増加が認められたが、オキサリプラチ

ン（100 μM）を 2 時間前処置した細胞においては、vehicle

処置群と比較して、H2O2 誘発[Ca2+]i 増加の有意な増強が

認められた（図 8A, B, E）。このオキサリプラチン前処置に

よる TRPA1 過敏化応答に、オキサリプラチン前処置時の

ROS 産生が関与しているかを検討するため、抗酸化剤グ

ルタチオン（1 mM）あるいは ROS スカベンジャー

α-phenyl-N-tert-butylnitrone（PBN; 1 mM）をオキサリプラ 

 

 

図 7．高濃度シスプラチンによる ROS を介した TRPA1 活性化 

hTRPA1 発現 HEK293 細胞に、シスプラチン（1 mM）を（A）単独で処置、（B）TRPA1 阻害薬 HC030031（100 μM）存在下、

あるいは（C）抗酸化剤グルタチオン（1 mM）存在下で処置し、[Ca2+]i を測定した。（D）ΔRatio 解析。**P<0.01. n=4-7.（E）

Whole cell patch clamp 法によりシスプラチン（1 mM）および HC030031（100 μM）処置による電流応答を測定した。（F）シ

スプラチン（100 μM）2 時間前処置後、H2O2（10 μM）を処置し、[Ca2+]i を測定した。n=3-6 
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チン（1 mM）と共処置したが、同様に H2O2 誘発 Ca2+応答

の有意な増強が認められた（図 8C-E）。このことから、オキ

サリプラチンによるTRPA1過敏化の誘導にはROS産生は

関与しないものと考えられる。 

次に、オキサリプラチン前処置によるTRPA1過敏化に、

オキサリプラチン代謝物 oxalate あるいは白金含有代謝物

Pt(DACH)Cl2 が関与するかを検討した。その結果、

oxalate の細胞膜透過性アナログ dimethyl oxalate（DMO; 

30 μM）を 2 時間前処置すると、オキサリプラチンと同様、

H2O2 誘発[Ca2+]i 増加の有意な増強が認められたが、

Pt(DACH)Cl2（30 μM）の前処置ではそのような効果は認

められなかった（図 8F, G）。同様に、このような H2O2 に対

する TRPA1 過敏化は、白金線剤シスプラチン（100 μM）

を 2 時間処置した細胞でも認められなかった（図 7F）。こ

れらの結果から、オキサリプラチン前処置による TRPA1 過

敏化は、白金部分ではなく、オキサリプラチンに特有の代

謝物 oxalate が寄与していることが示唆される。 

 

 

図 8．オキサリプラチン前処置による ROS に対する TRPA1 過敏化 

hTRPA1 発現 HEK293 細胞に、（A）vehicle、（B）オキサリプラチン（100 μM）を 2 時間前処置した後、H2O2（10 μM）を処置

し、[Ca2+]iを測定した。（C）グルタチオン（1 mM）あるいは（D）PBN（1 mM）をオキサリプラチン（100 μM）と同時に２時間前

処置し、H2O2（10 μM）誘発[Ca2+]i 増加を測定した。（E）ΔRatio 解析。*P<0.05, **P<0.01 vs vehicle. n=5-12.（F）DMO（30 

μM, n=4）あるいは（G）Pt(DACH)Cl2（30 μM, n=6）を 2 時間前処置した後、H2O2（10 μM）を処置し、[Ca2+]i を測定した。

*P<0.05 vs vehicle 
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３．８ オキサリプラチンによる TRPA1 過敏化機構 

TRPA1は、高酸素を含む酸化物質によりN 末端の複数

のシステイン残基の酸化修飾により活性化するが、一方、

低酸素によっても活性化する。TRPA1 は N 末端の 394 番

目のプロリン残基（Pro394）が水酸化されることにより常時抑

制されており、低酸素により酸素感受性プロリン水酸化酵

素（PHD）の活性が低下すると、Pro394 の水酸化が解除さ

れて活性化することが共同研究者らにより報告されている

（24）。この PHD の阻害薬 dimethylox allyl glycine （DMOG）

とオキサリプラチンあるいはその代謝物 oxalate は構造的

に類似する部分があり、オキサリプラチンあるいはその代

謝物 oxalate が PHD 活性抑制を介したプロリン水酸化を

抑制した結果、TRPA1 が過敏化するのではないかと推察

した。 

そこで、まず、オキサリプラチンおよび代謝物 oxalate が

PHD を抑制しうるかを検討した。低酸素誘導因子（HIF）

-1α は、PHD によるプロリン水酸化を受けることにより、常

時、プロテアソームにより分解され、発現量が低く保たれ

ているが、低酸素条件下で PHD の酵素活性が低下すると、

プロリン水酸化が解除され、プロテアソームによる分解が

抑制され、蓄積することが知られている（ 26 ）。そこで、

HEK293 細胞にオキサリプラチン（100 μM）あるいは DMO

（30 μM）を 24 時間処置し、HIF-1α の発現量を western 

blot 法により検討しところ、positive control の PHD 阻害薬

CoCl2（100 μM）と同様、どちらも HIF-1α の発現量を増加

させた（図 9A）。また、hTRPA1 発現細胞に、DMO（30, 

100 μM）を処置すると、DMOG と同様（24）、濃度依存的に

[Ca2+]i 増加を引き起こした。この DMO による[Ca2+]i 増加

は TRPA1 阻害薬 HC030031（100 μM）の処置により有意

に抑制されたが、抗酸化剤グルタチオン（1 mM）では有

意な変化は認められなかった（図 9B-D）。さらに、PHD に

より水酸化される Pro394 を変異させた変異型 TRPA1

（TRPA1 P394A）においては、DMOG と同様（24）、DMO

（300 μM）による[Ca2+]i 増加が抑制された（図 9E-G）。これ

らの結果から、DMO（oxalate）は、DMOG と同様、PHD を

抑制する作用を有し、Pro394の水酸化の解除により TRPA1

を活性化しうることを明らかにした。次に、反対に PHD 阻

害薬 DMOG がオキサリプラチンや oxalate と同様に、

TRPA1 の過敏化応答を惹起するかを検討した。hTRPA1

発現細胞に DMOG（100 μM）を 2 時間前処置しておくこと

により、H2O2（10 μM）による[Ca2+]i 増加は、vehicle 処置群

と比較して有意に増強された（図 9H, I）。このことから、

PHD 阻害により、TRPA1 の過敏化応答が惹起されること

が示唆される。 

 

 
図 9．Oxalate の PHD 抑制作用による TRPA1 活性化および PHD 阻害薬による TRPA1 過敏化応答 
（A）HEK293 細胞に、CoCl2（100 μM）、オキサリプラチン（100 μM）あるいは DMO（30 μM）を 24 時間処置し、HIF-1αおよ

び β-actin に対する western blot を行った。（B-D）hTRPA1 発現細胞に DMO（30-300 μM）を処置し、HC030031（100 μM）

あるいは（C）グルタチオン（1 mM）存在下で、[Ca2+]i を測定した。（D）ΔRatio 解析。*P<0.05 vs vehicle (DMO 0), ##P<0.05 
vs 100 μM DMO. n=3-6（E-G）hTRPA1（WT）あるいはTRPA1 P394AをHEK293細胞に発現させ、DMO（300 μM）処置時

の[Ca2+]i を測定した。**P<0.01 vs WT. n=3-4.（H, I）hTRPA1 発現細胞に PHD 阻害薬 DMOG（100 μM）を 2 時間前処置

し、H2O2（10 μM）誘発[Ca2+]i 増加を測定した。*P<0.05 vs vehicle 前処置。n=4-8 
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そこで、オキサリプラチンによる TRPA1 過敏化機構を同

定 す る た め 、 機 能 欠 失 型 変 異 型 PHD1/2/3 （ mutant 

PHD1/2/3）および Pro394 を変異させた変異型 TRPA1

（TRPA1 P394A）を用いて検討した。HEK293 細胞に

hTRPA1 と mock を発現させた細胞においては、オキサリ

プラチン（100 μM）の 2 時間前前処置により、H2O2 誘発

[Ca2+]i 増加の増強が認められたが、hTRPA1 と mutant 

PHD1、mutant PHD2 あるいは mutant PHD3 を共発現させ

た細胞では、オキサリプラチン前処置による TRPA1 過敏

化応答は消失した（図 10A-I）。なお、mutant PHD1/2/3 の

共発現が、TRPA1 刺激薬 AITC による[Ca2+]i 増加には影

響しないことを確認している（data not shown）。反対に、野

生型 PHD2 を過剰発現させることにより、プロリン水酸化を

維持しておくことによっても、オキサリプラチン前処置によ

る TRPA1 過敏化応答は消失した（図 10J-L）。また、

TRPA1 P394A 発現細胞に、オキサリプラチン（100 μM）あ

るいは DMO（30 μM）を 2 時間前前処置しても、いずれも、

TRPA1 過敏化応答は認められなかった（図 10M-Q）。な

お、高濃度オキサリプラチン（1 mM）誘発[Ca2+]i 増加は、

変異型 PHD1/2/3 の共発現あるいは TRPA1 P394A でも影

響は受けず（data not shown）、高濃度オキサリプラチンに

よる TRPA1 活性化に、PHD 活性抑制による TRPA1 活性 

 

 
図 10．オキサリプラチンの PHD 抑制作用による TRPA1 過敏化応答 
（A-I）hTRPA1 と mock（A, E）、mutant PHD1（B, F）、mutant PHD2（C, G）あるいは mutant PHD3（D, H）を共発現させた細

胞に、vehicle（A-D）あるいはオキサリプラチン（E-H; 100 μM）を前処置し、H2O2誘発[Ca2+]i増加を測定した。（I）ΔRatio解

析。*P<0.05 vs vehicle. n=5-7（J-L）hTRPA1 と野生型 PHD2 を共発現させた細胞に、vehicle（J）あるいはオキサリプラチン

（K; 100 μM）を前処置し、H2O2 誘発[Ca2+]i 増加を測定した。（L）ΔRatio 解析。n=7.（M-Q）TRPA1 P394A を発現させた細

胞に、vehicle（M）、オキサリプラチン（N; 100 μM）あるいは DMO（P; 30 μM）を 2 時間前処置し、H2O2 誘発[Ca2+]i 増加を

測定した。（O, Q）ΔRatio 解析。n=5. 4. 
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化は関与しないものと考えられる。 

これらの結果から、オキサリプラチンはその代謝物

oxalate が PHD 活性を抑制し、PHD による TRPA1 N 末端

Pro394 の水酸化が解除された結果、ROS に対する過敏化

応答が生じたものと考えられる。 

３．９ 培養 DRG 神経におけるオキサリプラチンによる

TRPA1 過敏化応答 

次に、初代培養 DRG 神経を用いて、オキサリプラチン

あるいは DMO 前処置による TRPA1 過敏化を検討した。

野生型マウスから調製した培養 DRG 神経に、オキサリプ

ラチン（100 μM）あるいはDMO（30 μM）を2時間前処置し、

H2O2（100 μM）による[Ca2+]i 増加を測定した所、vehicle 前

処置群では 100 μM の H2O2 でも[Ca2+]i 増加はほとんど見

られなかったのに対し、オキサリプラチンあるいは DMO の

前処置により[Ca2+]i 増加は有意に増強された（図 11A-D）。

一方、TRPA1-KO マウスから調製した培養 DRG 神経に、

オキサリプラチン（100 μM）あるいは DMO（30 μM）を 2 時

間前処置しても、H2O2（100 μM）による[Ca2+]i 増加に有意

な変化は認められなかった（図 11E-H）。 

３．１０ オキサリプラチン前処置による H2O2 誘発疼痛様

行動増強に対する TRPA1 過敏応答の関与 

これまでの検討により、オキサリプラチンが TRPA1 の ROS

に対する過敏応答を惹起することを見出してきた。そこで

最後に、生体マウスにおいて、H2O2 の足底内投与によっ

て誘発される疼痛様行動に対してオキサリプラチン前投

与が TRPA1 過敏応答を介して増強するかを検討した。マ

ウスに、vehicle、オキサリプラチン（5 mg/kg）、DMO（1.7 

mg/kg）あるいは Pt(DACH)Cl2（4.8 mg/kg）を腹腔内投与

し、2 時間後、H2O2（0.5%, 20 μl）を足底内に投与した。そ

の結果、オキサリプラチンあるいは DMO を前投与した群

では、vehicle 投与群と比較して、H2O2 誘発疼痛様行動を

呈する時間が有意に延長した。一方、Pt(DACH)Cl2 前投

与群では、H2O2 誘発疼痛様行動を呈する時間に有意な

変化は認められなかった。また、オキサリプラチンあるい

は DMO による H2O2 誘発疼痛様行動の増強は、TRPA1

阻害薬 HC030031（100 mg/kg）の投与により有意に抑制さ

れた（図 12A）。また同様に、PHD 阻害薬 DMOG（400 

mg/kg）を腹腔内投与した 2 時間後、H2O2 誘発疼痛様行 

 

 

 
図 11．初代培養 DRG 神経でのオキサリプラチンあるいは oxalate 前処置による TRPA1 過敏化応答 

（A-D）野生型あるいは（E-H）TRPA1-KO マウスから調製した初代培養 DRG 神経に、vehicle（A, E）、オキサリプラチン（B, 

F; 100 μM）あるいは DMO（C, G; 30 μM）を 2 時間前処置し、H2O2（100 μM）処置による[Ca2+]i 増加を測定した。（D, H）

ΔRatio 解析。*P<0.05 vs vehicle. n=3-6（の[Ca2+]i を測定した。n=5-6 
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図 12．オキサリプラチン前投与による H2O2 誘発疼痛行動

増強効果にPHD抑制を介したTRPA1過敏化応答が関与

する 

マウスに、（A）vehicle、オキサリプラチン（5 mg/kg）、DMO

（1.7 mg/kg）、Pt(DACH)Cl2（4.8 mg/kg）、あるいは（B）

PHD 阻害薬 DMOG（400 mg/kg）を腹腔内投与し、1.5 時

間後、vehicle あるいは TRPA1 阻害薬 HC030031（100 

mg/kg）を腹腔内に投与した。その 30 分後、H2O2（0.5%, 

20 μl）を足底内に投与し、誘発される疼痛様行動を呈す

る時間を 5 分間測定した。*P<0.05 vs vehicle. #P<0.05. 括

弧内の数字は例数を表している。 

 

動を呈する時間が有意に延長し、この延長は、HC030031

（100 mg/kg）の投与により有意に抑制された（図 12B）。 

これらの結果から、生体内においてもオキサリプラチン

は oxalate を介して PHD 酵素活性を抑制することで、ROS

に対する TRPA1 過敏応答を誘導しうることが明らかとなっ

た。 

 

４．結 語 

本研究結果から、オキサリプラチンは、他の抗がん剤

（シスプラチン，パクリタキセル）と異なり、投与わずか数時

間後に冷過敏応答を惹起することを見出した。そのタイム

コース、鎮痛薬に対する薬物感受性の違い、臨床でも用

いられる Ca 製剤の有効性などから、この行動が疼痛とは

一部異なり、オキサリプラチンの急性末梢神経障害に特

徴的なしびれ、異常感覚を表現するしびれ様行動である

可能性が高い。また、オキサリプラチンによる急性冷過敏

応答は、オキサリプラチン特有の代謝物 oxalate が、DRG

神経に発現する TRPA1 を選択的に機能増強した結果、

生じるものと考えられた。また、hTRPA1発現細胞を用いた

検討から、高濃度のオキサリプラチンは、おそらくその白

金成分によるミトコンドリア障害により産生された ROS が、

TRPA1 N 末端のシステイン残基を酸化修飾することにより

TRPA1 を活性化することができるものの（10）、臨床では用

いられない高濃度であること、同じ白金製剤シスプラチン

でも同様の機構で TRPA1 活性化が認められたことから、

オキサリプラチン誘発急性末梢神経障害のメカニズムとは

考えにくい。一方、hTRPA1 発現細胞に比較的低濃度の

オキサリプラチンを前処置することで、ROS に対する

TRPA1 の過敏応答が惹起され、この応答は、オキサリプラ

チンに特有の代謝物 oxalate でも認められること、一方、白

金含有代謝物 Pt(DACH)Cl2 やシスプラチンでは認められ

ないことから、オキサリプラチン誘発急性末梢神経障害の

原因である可能性が非常に高い。さらに、この TRPA1 過

敏化応答の分子機構として、oxalate による酸素感受性

PHD 活性の抑制、TRPA1 Pro394 の水酸化解除という

TRPA1 の低酸素による活性化と同一の機構を介すること

を明らかとした（図 13）。これらの結果から、TRPA1 はオキ

サリプラチンというヒトにおいてほぼ全例でしびれを誘発

する化学物質のケミカルセンサーとして機能しており、ま

た、しびれ感知のセンサーとしての生理学的意義を有して

いるものと考えられる。本研究はまた、これまで評価不可

能であったしびれ動物モデルを作成しようとしたものでも

ある。オキサリプラチンによる TRPA1 過敏化が低酸素によ

る TRPA1 活性化と同一の機構を介したものであることは、

人が正座などの際に感じる末梢血流障害による虚血時の

しびれと同一である可能性を示しており、非常に興味深

い。 

以上、3 年間の本研究において、本研究助成の目的は

ほぼ達成することできたと考えている。 

 

５．今後の課題 

本研究では、オキサリプラチンにより ROS（H2O2）に対

する TRPA1 過敏応答が誘導されることを in vitro で明らか

にできたが、オキサリプラチン誘発急性末梢神経障害の

特徴は冷刺激で誘発されることにある。一方、hTRPA1 の

冷感受性については、発見当初より疑問視されており、現

在もなおその議論に決着が付いていない。我々は、

hTRPA1 は通常状態では確かに冷感受性に乏しいが、予

備的検討によりオキサリプラチンを含むある条件下では、

TRPA1 が強く冷感受性を示すことを見出しており、今後、

TRPA1 の冷感受性獲得機構についてさらに詳細に解析

を行っていく予定である。また、今回の検討で、オキサリプ
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ラチンによる TRPA1 過敏化は、低酸素での TRPA1 活性

化と同じ機構を介して誘導されることが明らかとなった。

我々は、この知見をもとに、現在、正座後のしびれのモデ

ルともいえるマウス一過性後肢虚血/再灌流モデルを作製

し、一定時間の末梢血流障害後、血流を再開することで

顕著な自発的なしびれ様行動を検出することに成功して

いる。さらに、予備的検討から、この自発的しびれ様行動

に TRPA1 が関与することも見出しており、今後、末梢血流

障害による疼痛やしびれにおける TRPA1 の関与や分子

機構についても解析していく予定である。 
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Summary 

Oxaliplatin, a platinum-based chemotherapeutic agent, causes an unusual acute peripheral neuropathy 

triggered by cold in almost all patients during or within hours after its infusion, while its mechanisms are poorly 

understood.  In this study, we examined the involvement of TRPA1, which is expressed mainly in primary 

sensory neurons and works as a chemical nociceptive sensor.  A single i.p. administration of oxaliplatin (5 mg/kg) 

or its metabolite, oxalate (1.7 mg/kg), into mice induced cold hypersensitivity within 2 h, while other 

chemotherapeutic agents, cisplatin and paclitaxel, had no effect.  The time course and drug sensitivity to 

analgesics support the possibility that oxaliplatin-induced cold hypersensitivity observed in mice may represent 

cold-triggered dysesthesia as clinical symptoms of oxaliplatin-induced acute peripheral neuropathy, rather than 

pain.  The oxaliplatin-induced acute cold hypersensitivity was abolished by TRPA1 antagonist or deficiency.  In 

addition, oxaliplatin enhanced the TRPA1-, but not TRPV1- and TRPM8-, mediated nociceptive behaviors, 

suggesting the involvement of the increased sensitivity of TRPA1.  In hTRPA1-expressing cells, oxaliplatin 

evoked TRPA1 activation through reactive oxygen species (ROS) production and oxidative modification of 

N-terminal cysteine residues of TRPA1.  However, it required a high concentration of oxaliplatin (1 mM) and 

cisplatin, another platinum-based agent, also evoked TRPA1 activation, suggesting other mechanisms should 

underlie acute peripheral neuropathy peculiar to oxaliplatin.  To further explore the mechanism of 

oxaliplatin-induced TRPA1 sensitization, we found pretreatment with relatively-low concentration of oxaliplatin 

(100 μM) or a membrane-permeable oxalate analog, dimethyl oxalate (30 μM) increased the H2O2-evoked 

TRPA1-avtivation in cultured dorsal root ganglion (DRG) neurons and hTRPA1-expressing HEK293 cells, while a 

platinum-metabolite, Pt(DACH)Cl2 (30 μM) and cisplatin (100 μM) had no effect.  Furthermore, we found that 

oxaliplatin or oxalate induced TRPA1 sensitization by inhibition of prolyl hydroxylase (PHD)-mediated 

hydroxylation of a N-terminal proline residue (Pro394) in TRPA1, which is the same mechanism to 

hypoxia-induced TRPA1 activation.  These results suggest that TRPA1 is a chemical sensor to oxaliplatin, which 

certainly produces dysesthesia as an acute peripheral neuropathy. 
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今回のプロジェクト研究は、細胞内への Ca2+は流

入経路として注目を浴びるTRPチャネルに焦点をあ

てた。TRP チャネルの多くがセンサー機能を持つこ

とから、感覚制御の側面から TRP チャネルは格好の

創薬標的になると考えられる。また、TRP チャネル

機能異常は多くのチャネル病を引き起こし、多くの

後天的疾患や癌の発生においてTRPチャネルが重要

な役割を果たしていることが明らかにされ、阻害薬

あるいは刺激薬の有用性が大いに期待されている。

ここ数年、低温電子顕微鏡を用いた単粒子解析から、

いくつかの温度感受性TRPチャネルの原子レベルで

の構造が明らかにされており、創薬研究が促進され

るものと思われる。 

1989 年に trp 遺伝子が報告されてから 27 年、世界

中の研究者がこの「非選択性陽イオンチャネル」の

解析を進め、多くのことが明らかになってきた。し

かし、Ca2+透過性の高い「非選択性陽イオンチャネ

ル」は非常に多くの細胞機能に関わると想像され、

まだ、ほんの少ししか明らかにされていない。1 日

も早い全容解明が望まれる。そして、TRP チャネル

を制御することが、細胞機能、組織機能を、ひいて

は個体機能を制御することにつながることが理解さ

れ、原子レベルでの構造解明の上に TRP チャネルを

標的とした薬剤が開発されることが期待される。

TRP チャネルと疾患との関連ももっと研究されて行

くであろう。しかし、TRPV1、TRPA1 の構造が解か

れた今でも、どのようにして温度刺激がチャネル開

口をもたらすかは明らかでなく、温度等の物理刺激

によってTRPチャネルが開口するダイナミックな構

造解析技術の開発が大いに望まれる。 
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This project focused on the TRP channels which attract a lot of attention as a Ca2+ influx pathway in 

cells.  Because many TRP channels have sensor function, they could be promising targets for drug 

development which could manipulate sensory functions.  In addition, it is known that dysfunction of TRP 

channels causes various diseases (channelopathy) and that TRP channels play pivotal roles in many acquired 

diseases and cancer development.  The facts promise the usefulness of their inhibitors and activators.  

Furthermore, structures of some TRP channels at an atopic level have been clarified using a single-particle 

analysis with CryoEM in last few years. 

Researchers all over the world have analyzed these ‘non-selective cation channels’ and made great 

achievements for 27 years since the initial report of a trp gene in 1989.  However, there are much more 

things to be clarified since it is believed that ‘non-selective cation channels’ with high Ca2+ permeability are 

involved in many cell functions.  Therefore, it is well expected that regulation of TRP channel functions 

leads to the functional modulation of cells, organs and even whole bodies, and that medicines targeting TRP 

channels would be developed based on their clarified structures.  Relation between TRP channels and 

diseases would be investigated more.  However, it is still not known how temperature opens the TRP 

channels.  Development of techniques for dynamic structure-function analyses of TRP channels activated by 

physical stimuli such as temperature is definitely desired very much in the near future. 
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