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緒言  
 

ヒドロキシラジカルや過酸化水素などに代表される活性酸素種（reactive oxygen species, ROS）は、
酸素原子を含む酸化力の高い分子であり、生体内においては主に還元型ニコチンアミドアデニンジヌク

レオチドリン酸（NADPH）オキシダーゼの活性化やミトコンドリアの過分極に起因して発生するとされ
る。ROS は、その反応性の高さから、DNA を傷害したり細胞膜に直接的な影響を及ぼしたりすること
で細胞死を惹起する、細胞毒性の高い物質でしかないと従来は考えられてきた。例えば、多くの神経変

性疾患の発症および進行過程において、ROS が蓄積することによる酸化的ストレスがニューロンに障害
を引き起こすことが知られている。しかし近年、適量の ROSは細胞死を導かず、むしろさまざまな細胞
内シグナリングを活性化することが判明し、ROS シグナリングと呼ばれるこの現象は ROS の有益な側
面を担う機構として脚光を浴びている。例えば、免疫細胞は、貪食した細菌を殺すためだけでなく、細

胞の分化成熟や遊走にも ROS を用いることが報告されている。また、がんの病態においては、ROS を
体内から除去するとがん転移が増加するという報告がある一方で、ミトコンドリアから産生される ROS
だけを除去するとがん転移が抑制されるという報告もある。このように、ROS の生体に対する作用は非
常に複雑であり、その全容の解明は生理学的・病理学的な生体機能の解明、さらには新規標的を有する

創薬へつながる可能性があると考えられる。 
Transient receptor potential（TRP）チャネルは、1989年にショウジョウバエの光受容応答変異株

の原因遺伝子として初めて同定されたリガンド作動性カチオンチャネルである。ほ乳類には少なくとも

29種類の TRPチャネルが存在することが知られており、神経系細胞や免疫細胞をはじめとするさまざま
な細胞に発現し、多様な機能に関与することが報告されている。TRP チャネルが関わる最もよく知られ
た機能の一つとして、細胞の温度感知機能が挙げられる。ほ乳類の TRPチャネルの温度感受性について
は、1997年に TRPV1がカプサイシン受容体として同定され、さらに TRPV1が 45°C程度の侵害的な熱
刺激に対しても反応することが発見されたことを機に、大きく研究が進み、TRPV1や TRPV2、TRPM3
が侵害的な熱刺激、TRPM2や TRPV3、TRPV4が温和な熱刺激、TRPM8や TRPC5が緩徐な冷刺激に
反応することが明らかになった。さらなる研究により、例えば、感覚神経細胞に発現する TRPV1 や
TRPM3が、侵害的な熱刺激により活性化することで神経細胞が発火し、その結果、動物が侵害的熱刺激
を知覚できることや、単球に発現する TRPM2が、感染等による発熱時に活性化することで細胞内 Ca2+

濃度が高まり、その結果、単球の貪食能や炎症性サイトカインの産生が増強されることなどが知られて

いる。この例から理解できるように、TRPチャネルは細胞内外の環境の変化を、電気信号あるいは Ca2+

濃度変化に変換することで、細胞へ情報を伝える、トランスデューサーとしての役割を果たしている。 
ROSに対して感受性のある TRPチャネルとしては、TRPM2、TRPM6、TRPM7、TRPA1、TRPV1、

TRPC5 が知られている。その分子機構としては、TRPM2 および TRPM6 についてはメチオニン残基、
TRPA1やTRPV1、TRPC5についてはシステイン残基に対してROSが酸化的修飾を加えること行われ、
TRPM2、TRPA1、TRPV1 は活性化、TRPM6、TRPM7、TRPC5 は抑制されることが知られている。
そのため、細胞内あるいは細胞の近くで産生された ROSが、TRPチャネルの活性を制御することは十分
に考えられ、それに関する報告も多数存在する。例えば、ROS によって神経細胞の TRPM2 や TRPM7
が活性化し、神経細胞死が引き起こされることや、感覚神経細胞の TRPA1が活性化し、疼痛感覚が生じ
ること、単球の TRPM2が酸化的に修飾され、TRPM2の活性化に必要な温度が下がり、動物が発熱した
際に効率よくサイトカイン産生を引き起こすことができることなどが知られている。しかし、ROS によ
る TRPチャネルの制御機構に関しては、in vitroの実験にて強制発現系や初代培養系を用い、チャネル
機能の変化にのみ着目した報告が多く、ROSにより活性化した TRPチャネルが ROSシグナリングをい
かに制御し、いかなる生理的あるいは病態生理的役割を担っているのか、その全容はわかっていない。

特に、ROSシグナリングと温度受容との関連についての知見は皆無であり、ROS感受性を有し温度受容
に大きく関与することが知られる TRPチャネルが、これら 2つを関係づける因子となり得るかどうかは
非常に興味深い。そこで本研究では、第一章及び第二章において、中枢神経系の主要な免疫細胞である

ミクログリアに発現する TRPM2および TRPV1に着目し、免疫細胞における ROSシグナリングの解明
を目標として、第三章では、感覚神経に発現する TRPA1 に着目し、TRP チャネルを介した温度受容と
ROSシグナリングの連関の解明を目標として検討を行い、以下の知見を新たに得た。 

第一章では、ミクログリアを LPSと IFNγで同時に処置すると、NADPHオキシダーゼが活性化す
ることによって TRPM2が活性化し、その後 Ca2+依存的チロシンキナーゼ Pyk2や特定の マイトジェン
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活性化プロテインキナーゼ（MAPK）経路を介して、一酸化窒素（NO）の産生が増強されることを明ら
かにした。第二章では、ミクログリアの TRPV1がミトコンドリアに主に存在することを明らかにし、さ
らに TRPV1 の活性化によってミトコンドリアで ROS が産生され、その後 MAPK 経路を介してミクロ
グリアの遊走が惹起されることを見出した。第三章では、プロリン水酸化酵素（PHD）を阻害すると
TRPA1の ROSに対する感受性が増大することを突き止め、この PHD阻害による TRPA1の ROSに対
する感受性増大により、冷刺激時にミトコンドリアで産生される ROSに TRPA1が応答できるようにな
り、それによって TRPA1が間接的な冷刺激感受性を獲得することを明らかにした。さらに、この TRPA1
冷刺激感受性獲得メカニズムが、臨床現場で問題となる白金系抗がん剤オキサリプラチンによる冷刺激

誘発性急性末梢神経障害の根底に存在しうることを示すことに成功した。 
これらの研究成果について、以下に論述する。  

 
なお、本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである。 
 
2-APB 2-aminoethoxydiphenyl borate 

ADPR adenosine diphosphate ribose 
AEA  arachidonylethanolamide 

AITC allyl isothiocyanate 

AM  acetoxymethyl ester 
AMP adenosine monophosphate 

AMPA α-Amino-3-hydroxy-5-methyl 
   -4-isoxazole propionic acid 

ANOVA analysis of variance 

ATP adenosine triphosphate 
BAPTA 1,2-bis(2-aminophenoxy)- 

ethane-N,N,N',N'-tetraacetic 
acid  

CaMK Ca2+/calmodulin-dependent 
  kinase 

CD  cluster of differentiation 

cDNA complementary DNA 
CGRP calcitonin gene-related peptide 

CNS central nervous system 
DMEM Dulbecco's modified Eagle 

   medium 

DMO dimethyl oxalate 
DMOG dimethyloxaloylglycine 

DMSO dimethyl sulfoxide 
DNA deoxyribonuclreic acid 

DRG dorsal root ganglia 
EDTA ethylenediaminetetraacetic 

  acid 

EGFP enhanced green fluorescent 
   protein 

EGTA ethyleneglycol bis(2-amino- 
ethylether)tetraacetic acid 

ELISA enzyme-linked immunosorbent 

assay 

ERK extracellular signal-regulated 
   kinase 

GSH glutathione 

HEK293 human embryonic kidney 293 
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1- 

piperazine-ethanesulfonic acid 
HIF  hypoxia-inducible factor 

HRP horseradish peroxidase 

IFN  interferon 
IgG  immunogloblin G 

IL  interleukin 
i.p.  intraperitoneal 

IP3  inositol trisphosphate 
i.pl.  intraplantar 

JNK c-jun N-terminal kinase 

KO  knockout 
Lamp-1 lysosome-associated  

  membrane protein 1 
L-OHP oxaliplatin 

LPS  lipopolysaccharide 

MAPK mitogen-activated protein 
   kinase 

MEK MAPK/ERK kinase 
mRNA messenger ribonucleic acid 

MTT methylthiazole tetrazolium 
MyD88 myeloid differentiation 

   primary  response gene 88 

NF-κB nuclear factor-kappa B 
NMDA N-methyl-D-aspartic acid 

NMDG N-methyl-D-glucamine 
NO  nitric oxide 

OEA oleoylethanolamide 
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PBS  phosphate buffered saline 

PBN N-tert-butyl-α-phenylnitrone 
PCR polymerase chain reaction 

PEA  palmitoylethanolamide 
PFA paraformaldehyde 

PI3K phosphoinositide 3-kinase 

Pt(DACH)Cl2 dichloro(1,2- diaminocyclo- 
   hexane)platinum(Ⅱ) 

PVDF polyvinylidene difluoride 
Pyk2 proline-rich tyrosine kinase 2 

ROS reactive oxygen species 
RT-PCR reverse transcription-PCR 

SDS sodium dodecyl sulfate 

STAT signal transducers and 

   activator of transcription 

TAE Tris acetate EDTA 
TBS-T Tris buffered saline-Tween 20 

TEMPO 2,2,6,6tetramethylpiperidine- 
   N-oxyl 

TLR Toll-like receptor 

TMEM transmembrane protein 
TNF tumor necrosis factor 

TRP transient receptor potential 
TRPA TRP ankyrin 

TRPC TRP canonical 
TRPM TRP melastatin 

TRPV TRP vanilloid 

WT  wild type
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第一章  
ミクログリアにおける LPS/IFNγ誘発 NO産生には  

ROSにより活性化された TRPM2が関与する  
 
 ミクログリアは中枢神経系（CNS）に存在する主要な免疫担当細胞であり、健常時は周囲の監視を
行うことで神経回路の機能維持に貢献している 1–3。またその一方で、パーキンソン病やアルツハイマー

病、多発性硬化症、神経障害性疼痛をはじめとする CNSにおいて炎症反応が惹起される病態では、ミク
ログリアは神経保護的・神経障害的な両方の側面を示すことが示唆されている 1,4。炎症誘発物質や炎症

性サイトカインなどにより活性化すると、ミクログリアは形態を変化させ、増殖するようになり、サイ

トカインやケモカイン、ROS、一酸化窒素（NO）などを放出するようになる 1,3。これらの分子が神経障

害的に働くために、恒常的な状態が破綻してミクログリアが異常に活性化し続けることは、CNSの機能
に大きな障害を与える要因になると考えられている 3。具体的には多発性硬化症 5や神経障害性疼痛 6の

動物モデルを用いた近年の実験において、ミクログリアのみを遺伝学的手法により除去するだけで病態

が改善することが報告されている。 
 ミクログリアの活性化制御を目的とした創薬を展開する際に注目すべき細胞内シグナリングは数多

くあるが、そのうちの１つとして細胞内 Ca2+シグナリングが注目されている 7–9。ミクログリアは非興奮

性細胞であるが、近年マウス培養ミクログリアにおいてイノシトール 3リン酸（IP3）受容体を介した自

発的な細胞内 Ca2+濃度の周期的変動があるとわかった 10。この周期的変動は、ミクログリアがリポ多糖

（LPS）により活性化すると変化することも明らかになった 10。また、ミクログリア活性化時の Ca2+シ

グナリングの重要性も数多く報告されている。例えば、LPSによるミクログリアの活性化において細胞
外から流入する Ca2+が必要であることや 11、ATP刺激によりミクログリアから惹起される脳由来神経栄
養因子の産生には P2X4からの Ca2+流入が必要であること 12などである。このように、ミクログリアに

おける細胞内 Ca2+シグナリングはミクログリアの活性化と密接に関わっているが、このような Ca2+イオ

ンの動態に関わる分子の全容はわかっていない。 
TRPチャネルは Ca2+透過性の非選択的カチオンチャネルであり、TRPC313や TRPM714、TRPV415

などがミクログリアにおいて発現すると報告されている。TRPM2は ADPリボース（ADP ribose、ADPR）
が細胞内から作用することによって開口すると報告されており 16、過酸化水素（H2O2）や Ca2+によって

も制御を受けることが知られている 17–20。TRPM2は主に脳や肺、脾臓に発現しているが 17、免疫細胞に

おいても強く発現しており、単球/マクロファージ 18,21,22や T細胞 23におけるサイトカインの産生や樹状

細胞の分化 24に関与することが報告されている。ミクログリアにおける TRPM2に関しては、LPSおよ
びインターフェロン γ（IFNγ）共処置（LPS + IFNγ）による TRPM2欠損型（TRPM2-KO）マウス由
来のミクログリアからの NOや CXCL2の産生が、野生型（WT）マウス由来のミクログリアと比較して
顕著に抑制されることが報告されている 25。しかし、その分子機構についてはわかっていない。 
 本章では、TRPM2のミクログリアにおける発現を確認し、LPS + IFNγ処置によるミクログリアの
活性化を TRPM2が制御するメカニズムについて、NOの産生を指標にして検討した。その結果、LPS + 
IFNγ処置によって活性化した NADPHオキシダーゼより ROSが産生され、それによって TRPM2が活
性化して特定のマイトジェン活性化プロテインキナーゼ（MAPK）を介して NOの産生が増強されるこ
とが明らかになった。 
 
 

実験方法  
試薬  
 LPS（Escherichia coli（0111:B4）由来）、BAPTA、diphenylene iodonium (DPI)、SP600125、ク
レモフォア EL、スルホンアミド、リン酸、ナフチルエチレンジアミン二塩酸塩、亜硝酸ナトリウム、イ
ンスリン、ホスファターゼ阻害薬カクテルについては Sigma Aldrich（St. Louis、MO）のものを、IFNγ
については PeproTech（Rocky Hill、NJ）のものを、AG17、SB203580、プロテアーゼ阻害薬カクテル
については Calbiochem（La Jolla、CA）のものを、ML171については Tocris Bioscience（R&D Systems；
Minneapolis、MN）のものを、PD98059については Cayman（Ann Arbor、MI）のものを、fura-2 AM
については同仁化学研究所（熊本、日本）のものを、抗 p38 MAPK ウサギ抗体（#9212）、抗リン酸化
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p38 MAPKウサギ抗体（#9211）、抗 ERKウサギ抗体（#9102）、抗リン酸化 ERKウサギ抗体（#9101）
については Cell Signaling（Boston、MA）のものを、ペルオキシダーゼ接合型抗ウサギ IgGヤギ抗体に
ついては GE Healthcare（Chalfont St Giles、イギリス）のものを、Immobilon ウェスタン化学発光ホ
ースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）基質はMillipore（Darmstadt、ドイツ）のものをそれぞれ
用いた。記載の無い試薬に関しては Nacalai Tesque（京都、日本）のものを用いた。 
 
マウス全脳由来初代培養ミクログリア  
 本研究におけるすべての動物使用に関しては京都大学動物実験委員会の審査･承認を受け、「動物実

験に関する日本薬理学会指針」の下に行われている。ミクログリア培養系は C57BL/6マウス新生仔（1–
2 日齢）の全脳より調整した。氷冷麻酔を行ったマウス新生仔より全脳を摘出しメスを用いて細断後、
0.25%トリプシンおよび適量の DNA加水分解酵素によって組織を分散させ、75 cm2の培養フラスコに播

種した。培養液は 10%非働化ウシ血清（JRH Biosciences、Lenexa、KS）、5 µg/mLインスリン、1% ペ
ニシリン-ストレプトマイシン溶液を含むダルベッコ改変イーグル培地（DMEM、D5796、Invitrogen、
Carlsbad、CA）を用い、37°C、5% CO2インキュベーターで培養した。2日後に培地を交換した後、以
降 3-4日毎に培地を交換した。2–3週間後、培養フラスコを 150 rpmで 90分振盪後、上清を回収し、750 
× gで 10分遠心後、沈殿を再懸濁し細胞液を調整し、その後各種培養皿もしくはカバーガラスに再播種
した（1.5 × 105 cell/cm2）。TRPM2-KOマウスは京都大学大学院工学研究科 森泰生 教授の研究室より
御供与頂いた。 
 
逆転写 PCR 
 細胞からの全 RNAの抽出は ISOGEN®（Nippon Gene、東京、日本）を用いて、製品プロトコルに
従い行った。抽出した全 RNA（2 µg）は PrimeScriptTM RT-PCR Kit（RR014A、Takara Bio Inc.、滋
賀、日本）により逆転写反応をし、さらに生成された cDNA断片に対して 95°Cで 1分、その後 94°Cで
40秒、 58°Cで 40秒、72°Cで 1分を 35サイクルで PCR反応を行い増幅した。用いた mouse TRPM2
プライマーは北海道システムサイエンス（北海道、日本）より購入し、配列は次の通りである：5′- 
AAGGAACACAGACAATGCCTG -3′ / 5′- AGGATGGTCTTGTGGTTCGC -3′ （予測値：201 bp）。
PCR増幅産物は 0.1 μg/mL 臭化エチジウムを含む 1% TAE-アガロースゲルにて電気泳動し、ChemiDoc 
XRS（Bio-Rad、Hercμles、CA）を用いて紫外光により可視化し、Quantity One software（Bio-Rad）
にて画像を保存した。 
 
細胞内 Ca2+濃度測定  
 細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）は、Ca2+蛍光指示薬である fura-2を用いて可視化することにより行った。
カバーガラス（直径 10 mm）上に播種した細胞を 5 µM fura-2 AMと 0.005%クレモフォア ELを加えた
Krebs-Ringer緩衝液（含有組成（mM）；140 NaCl、5 KCl、1 MgCl2、2 CaCl2、10 HEPES、10 D-グ
ルコース、pH 7.4に NaOHで調整）で 40分室温にてローディングした。その後カバースライドを測定
チャンバーへ移し、倒立蛍光顕微鏡（TE300、ニコン、東京、日本）へ設置後、蛍光イメージングシス
テム（AQUACOSMOS/ORCA-AG、浜松ホトニクス、静岡、日本）を用いて測定した。Fura-2 の蛍光
は波長 340 nmおよび 380 nmの励起光による波長 500 nmの蛍光として室温で観測し、10秒毎にそれ
ぞれの蛍光強度を取得した。340 nmの励起光によって取得した蛍光強度（F340）を 380 nmの励起光に
よって取得した蛍光強度（F380）により除した値（Ratio（F340/F380））を[Ca2+]iの指標として用いた。実

験開始時に Ratio（F340/F380）が 1.5を超えている細胞は除外して解析を行った。 
 
NO 産生量測定  
 NO の産生量は、ミクログリア培養上清に存在する亜硝酸塩の蓄積量を Griess 試薬（1% スルホン
アミド、2.5% リン酸、0.1% ナフチルエチレンジアミン二塩酸塩の混合溶液）を用いて定量することに
より評価した。Griess試薬と亜硝酸塩との反応により生成したジアゾニウム化合物の波長 540 nmの光
に対する吸光度をマイクロプレートリーダー（Model 680、Bio-Rad）を用いて測定した。亜硝酸塩の蓄
積量は既知量の亜硝酸ナトリウムを培養液に溶解して、検量線を作製することにより相対的に評価した。 
 
イムノブロット法  
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 イムノブロット法による解析ではミクログリアの全細胞溶解液を用いることによって行った。35 
mm ディッシュ上で育てたミクログリアを 1%プロテアーゼ阻害薬カクテルおよび 1%ホスファターゼ阻
害薬カクテルを含んだ細胞溶解液（20 mM Tris塩酸塩、100 mM NaCl、1% TritonX-100、40 mM NaF、
1 mM EDTA、1 mM EGTA）を用いて溶解した。回収した細胞溶解液に対して等量のサンプル緩衝液（124 
mM Tris塩酸塩、10% グリセロール、4% SDS、100 mM ジチオトレイトール、0.02% ブロモフェノ
ールブルー、pH 6.8に調整）を加え、37°Cで 30
分間温浴した後、10% SDS-ポリアクリルアミドゲ
ルを用いて電気泳動を行った。その後タンパクを

Immobilon-P PVDF 転写膜（Millipore）へ転写
し、ブロッキングワン Pによって室温にてブロッ
キングした。1次抗体である抗 p38 MAPKウサギ
抗体、抗リン酸化 p38 MAPKウサギ抗体、抗 ERK
ウサギ抗体および抗リン酸化 ERK ウサギ抗体の
希釈溶液（いずれも希釈倍率 1:1000、10%ブロッ
キングワン P-TBS-T溶液にて希釈）は転写膜へ一
晩 4°C で暴露することにより処置した。2 次抗体
であるペルオキシダーゼ接合型抗ウサギ IgGヤギ
抗体（倍率 1:10000 で 10%ブロッキングワン
P-TBS-T溶液にて希釈）は 1次抗体を処置した転
写膜へ 1 時間室温で暴露することにより処置し
た。特異的なタンパク質のバンドは、Immobilon 
ウェスタン化学発光HRP基質により発光検出し、
X線フィルム（RX-U、富士フィルム、東京、日本）
上に露光することで記録した。 
 
統計解析  
 全てのデータは平均値 ± 標準誤差で表示し
た。統計処理は Student の t 検定もしくは、
one-way ANOVA または two-way ANOVA の後
Tukey 検定を用いて、Prism 5 ソフトウェア
（GraphPad Software、La Jolla、CA）で解析し
た。危険率が 5％未満の際に統計学的な有意差が
あると判定した。 
 
 

実験結果  
第一節  新生仔マウス全脳由来初代培養ミク

ログリアにおける LPS + IFNγ誘発細
胞内 Ca2+濃度上昇への TRPM2の関
与  

 はじめに、新生仔マウス全脳由来初代培養ミ

クログリアにおける TRPM2の mRNA発現を
RT-PCR法により検出した。WTマウス由来のミ
クログリアにおいて TRPM2の mRNAの存在が
確認されたが、TRPM2-KOマウス由来のミクロ
グリアにおいては検出されなかった（図 1-1A）。
またWTマウス由来のミクログリアを LPS（100 
ng/mL）と IFNγ（10 ng/mL）（LPS + IFNγ）に
より 48時間処置すると、TRPM2の mRNAが増
加傾向にあった（図 1-1A）。次に、ミクログリア
を LPS + IFNγを処置した際の[Ca2+]i変化につい

図 1-1 マウス培養ミクログリアに TRPM2 は発現
している  
 
（A）無処置あるいは LPS（100 ng/mL）と IFNγ（10 ng/mL）
で 48 時間処置したマウス培養ミクログリアより mRNA を回
収し TRPM2 に対するプライマーを用いて RT-PCR を行っ
た。ポジティブコントロール（PC）には、マウス TRPM2 を強
制発現させた HEK293 細胞より回収した mRNA を用い
た。（B−I）Fura-2 による[Ca2+]i 蛍光イメージングを行った。
D では TRPM2-KO マウス由来のミクログリアを、その他で
は WT マウス由来のミクログリアを用いた。LPS（100 
ng/mL） + IFNγ（10 ng/mL）は測定開始 3 分後に処置し、
TRPM2 アンタゴニストのミコナゾール（F）や NADPH オキ
シダーゼ阻害薬の DPI（H）および ML-171（I）は測定開始
前より処置した。各トレースは 5–8 細胞の代表例を示す。E
は WT（白）あるいは TRPM2-KO（黒）マウス由来のミクロ
グリアにおける LPS + IFNγ 刺激の有無による[Ca2+]i 変化
を示す。n = 3−5（各試行は 70−93 細胞の[Ca2+]i 変化の平
均値）。*p < 0.05；**p < 0.01。データは平均値 ± 標準誤

差で表記した。 
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て、Ca2+イメージング法により検討した。90分間
の観察中、無処置のWTマウス由来のミクログリア
の[Ca2+]iには変化がなかったが（図 1-1B･E）、測定
開始時に LPS + IFNγを処置したWTマウス由来
のミクログリアでは[Ca2+]iの増加が観察された（図

1-1C･E）。一方、TRPM2-KOマウス由来のミクロ
グリアでは、測定開始時に LPS + IFNγを処置して
も[Ca2+]iの増加は観察されなかった（図 1-1D･E）。
また、TRPM2阻害作用を有するミコナゾール（10 
µM）存在下や細胞外 Ca2+非存在下では、LPS + IFNγで処置してもWTマウス由来のミクログリアでの
[Ca2+]iの増加は観察されなかった（図 1-1F･G）。TRPM2は ROSにより活性化することが知られている
ので 17、LPS + IFNγ処置によって活性化して ROSを産生すると知られる NADPHオキシダーゼに着目
し検討を行った 26,27。NADPHオキシダーゼ阻害薬の DPI（10 µM）およびML-171（10 µM）存在下で
は、LPS + IFNγを処置した際の[Ca2+]iの増加は観察されなかった（図 1-1H･I）。以上の結果より、新生
仔マウス初代培養ミクログリアにおいて TRPM2が発現し、LPS + IFNγを処置すると NADPHオキシ
ダーゼが活性化し、それによって TRPM2が開口することで細胞外からの Ca2+流入が引き起こされるこ

とが明らかになった。 
 
第二節  マウス培養ミクログリアにおける LPS + IFNγ誘発 NO産生に対する細胞外 Ca2+イオ

ンや Pyk2の関与  
TRPM2-KOマウス由来のミクログリアでは、LPS + IFNγを 48時間処置した際に観察される NO

産生量がWTマウス由来のミクログリアと比べて有意に少ないことが報告されている 25。そこで、第一

節で観察された LPS + IFNγ処置による TRPM2を介した細胞外からの Ca2+の流入が、NO産生に影響

図 1-2 マウス培養ミクログリアにおける TRPM2
を介した LPS + IFNγ 誘発 NO 産生には Ca2+イ
オンと Pyk2 が関与する  
 
無処置あるいは LPS（100 ng/mL）と IFNγ（10 ng/mL）で
48 時間処置した WT（白、A･C）あるいは TRPM2-KO
（黒、B･D）マウス由来の培養ミクログリアの培養上清に
おける NO 蓄積量を Griess 試験法により検討した。細胞
外 Ca2+キレート薬の BAPTA（A･B）および Pyk2 阻害薬
の AG17（C･D）は LPS + γIFNγ と同時に処置した。すべ
てのグラフは平均値 ± 標準誤差で表記した。n = 3−5。
*p < 0.05；***p < 0.001 vs 対照群（Control）。 

図 1-3 マウス培養ミクログリアにおける TRPM2
を介した LPS + IFNγ 誘発 NO 産生には p38 
MAPK や JNK が関与する  
 
無処置あるいは LPS（100 ng/mL）と IFNγ（10 ng/mL）で
48 時間処置した WT（白、A･C･E）あるいは TRPM2-KO
（黒、B･D･F）マウス由来の培養ミクログリアの培養上清
における NO 蓄積量を Griess 試験法により検討した。
p38 MAPK 阻害薬の SB203580（A･B）、JNK 阻害薬の
SP600125（C･D）および MEK 阻害薬の PD98059（E･
F）は LPS + IFNγ と同時に処置した。すべてのグラフは
平均値 ± 標準誤差で表記した。n = 3−5。*p < 0.05；

***p < 0.001 vs 対照群（Control）。 
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を及ぼすかを検討した。細胞外 Ca2+キレート薬の

BAPTAを共処置すると、WTマウス由来のミクログリ
アに LPS + IFNγを 48時間処置した際の NO産生量が
BAPTAの濃度依存的に減少した（図 1-2A）。一方、
TRPM2-KOマウス由来のミクログリアに LPS + IFNγ
を 48時間処置した際の NO産生量は、BAPTAを共処置
しても変化しなかった（図 1-2B）。次に、TRPM2から
の Ca2+流入によって活性化してMAPKのリン酸化を引
き起こすことが報告されている Ca2+依存的なチロシン

キナーゼ Pyk2に着目して検討を行った 21。Pyk2阻害薬
の AG17を共処置すると、WTマウス由来のミクログリ
アに LPS + IFNγを 48時間処置した際の NO産生量が
AG17の濃度依存的に減少した（図 1-2C）。一方、
TRPM2-KOマウス由来のミクログリアに LPS + IFNγ
を 48時間処置した際の NO産生量は、AG17で共処置し
ても変化しなかった（図 1-2D）。以上の結果より、LPS + 
IFNγ処置により TRPM2を介して流入した Ca2+は、

Pyk2の活性化を介してミクログリアによる NOの産生
を増強することが明らかになった。 
 
第三節  マウス培養ミクログリアにおける LPS + 

IFNγ誘発 NO産生に対する MAPKの関与  
第二節において、LPS + IFNγ刺激による TRPM2

を介した NO産生調節機構には、MAPKをリン酸化する
Pyk2の関与が示唆されたので、第二節と同様の実験系を
用いて LPS + IFNγを 48時間処置した際の NO産生に
MAPKが関与するのかどうかを検討した。p38 MAPK
阻害薬の SB203580または JNK阻害薬の SP600125を
共処置すると、WTマウス由来のミクログリアに LPS + 
IFNγを 48時間処置した際のNO産生量が各阻害薬の濃
度依存的に減少した（図 1-3A･C）。一方、TRPM2-KO
マウス由来のミクログリアに LPS + IFNγを 48時間処
置した際の NO産生量は、SB203580または SP600125
で共処置しても変化しなかった（図 1-3B･D）。しかし、
MEK阻害薬の PD98059を共処置すると、WTマウス由
来のミクログリアだけではなく TRPM2-KOマウス由来
のミクログリアに LPS + IFNγを 48時間処置した際の
NO産生量も PD98059の濃度依存的に減少した（図
1-3E･F）。 

次に、p38 MAPKやMEKのリン酸化基質である ERKのリン酸化についてイムノブロット法を用
いて検討した。WTマウス由来のミクログリアに LPS + IFNγを処置すると p38 MAPKの顕著なリン酸
化が認められたが、TRPM2-KOマウス由来のミクログリアに LPS + IFNγを処置しても p38 MAPKの
顕著なリン酸化は認められなかった（図 1-4A）。一方、WTマウス由来のミクログリアに LPS + IFNγ
を処置するとERKの顕著なリン酸化が認められ、TRPM2-KOマウス由来のミクログリアにLPS + IFNγ
を処置しても同様に ERKの顕著なリン酸化が認められた（図 1-4B）。以上の結果より、LPS + IFNγ処
置により TRPM2を介して p38 MAPKや JNKがリン酸化されることにより、ミクログリアからの NO
の産生が増強されること、ERKのリン酸化は TRPM2とは独立して引き起こされることが明らかになっ
た。 

 
 

図 1-4 マウ ス培 養ミクログリアにおける
LPS + IFNγ 誘発 p38 MAPK リン酸化は
TRPM2 を介する  
 
無処置あるいは LPS（100 ng/mL）と IFNγ（10 
ng/mL）で表記の時間処置した WT（白）あるいは
TRPM2-KO（黒）マウス由来の培養ミクログリアよ
りタンパクを回収し、p38（A）およびERK（B）のリン
酸化をイムノブロット法にて検討した。各データは
代表例あるいは平均値 ± 標準誤差で表記した。n 
= 3−8。*p < 0.05；**p < 0.01；***p < 0.001 vs 各

遺伝子型の対照群（Control）。 
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考察  
本章において私は、ミクログリアを LPS + IFNγ処置することによって活性化した NADPHオキシ

ダーゼが TRPM2を活性化し、細胞外から流入した Ca2+がおそらく Pyk2を活性化して p38 MAPKおよ
び JNKがリン酸化され、NOの産生が増強されることを明らかにした（図 1-5）。 

ミクログリアから産生される NOに着目した検討を本章では行った。脳虚血やパーキンソン病、ア
ルツハイマー病をはじめとする多くの中枢神経系疾患において、活性化ミクログリアから NOが過剰に
放出され、ニューロンが傷害を受けることが知られている 28。そのメカニズムとして、高濃度の NOが
不可逆的にミトコンドリア電子伝達系を抑制することや 29、TNFαや IFNγ刺激によって産生される NO
がアストロサイトによる細胞外グルタミン酸の取り込みを抑制することでグルタミン酸毒性が増強され

うること 30などが挙げられる。NOはニューロンへ直接的な傷害を与えるだけではない。例えば、海馬
スライスにおいて高頻度電気刺激により誘発される長期増強は、アミロイド βタンパク質を処置するこ
とによって抑制されるが、NO合成酵素阻害薬やミクログリア活性化抑制薬、NADPHオキシダーゼ阻害
薬を処置することでアミロイド βタンパクによる長期増強の抑制が消失する 31。また、NOがミクログ
リアにおけるプロカスパーゼ 3を S-ニトロシル化することで不活性化体に変換し、その結果ミクログリ
アが腫瘍保護的な活性化状態になり脳腫瘍（グリオーマ）の成長を促進すること 32も報告されている。

その一方で、NOがグリオーマ細胞の転移性を抑制するという、病態の進行を NOが妨げるとする報告や
33、NOがインフラマソーム複合体構成分子の 1つである NACHT, LRR and PYD domains-containing 
protein 3（NLRP3）を S-ニトロシル化することによって NLRP3の活性を低下させ、それにより IL-1β
前駆体が活性体に変換されなくなり、IL-1βの放出量が顕著に低下することから、NOの産生を抑制する
ことによる他の炎症性サイトカインの産生増大を示唆した報告がある 34。しかし、多くの病態において

NOを除去することで中枢神経系疾患の病態発症や進行を抑えることができると考えられている。 
本章において、ミクログリアの活性化には LPS + IFNγ処置を用いた。一方で、LPSによる Toll様

受容体 4（TLR4）の活性化や IFNγによる IFNγ受容体の活性化のみでもミクログリアは活性化するこ
とが知られている 35,36。しかし、LPS + IFNγ刺激により顕著に NOの産生が増大することや 36、海馬脳

スライス培養系の実験において、LPSや IFNγ単体と比較して LPS + IFNγ処置によって顕著なニュー
ロン死や神経回路機能の破綻が惹起され、NOの産生を薬理学的に阻害することでそれらを抑制できるこ
とが報告されている 37。したがって、神経変性疾患においてニューロン死が惹起されることを考慮する

と、本章で使用した LPS + IFNγ処置は病態時の活性化ミクログリアの機能をよく反映した実験系であ
ると考えられる。 

TRPM2の病態への関与を示唆する報告は多数ある。例えば、TRPM2が病態増悪の進行に関与する
とする報告として、潰瘍性大腸炎モデルにおいて、炎症により産生された ROSが TRPM2を活性化し、
単球からの CXCL8の産生を増強することで好中球の浸潤を亢進することや 21、腎臓虚血再灌流モデルに

おいて、上皮細胞に発現する TRPM2が活性化することで NADPHオキシダーゼの活性化が亢進して腎
臓に対する酸化的ストレスが増大すること 38、マウスにおける VEGFによる血管新生において、血管内
皮細胞からの ROSの産生とそれに伴う TRPM2の活性化が必要であること 39などがある。一方、TRPM2
が病態増悪の抑制に関与するとする例として、LPSを用いた敗血症モデル 22や心臓虚血再灌流モデル 40

において TRPM2が活性化することで ROSの産生が抑制され致死性の反応が抑えられるなどがある。神
経変性疾患における TRPM2の役割に関しても、T細胞の増殖やサイトカインの産生に TRPM2が寄与
することで、多発性硬化症の動物モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎の病態が増悪することや 23、

神経傷害性疼痛において、TRPM2が脊髄後角におけるマクロファージの活性化を亢進し、疼痛の増悪に
寄与すること 25、脳梗塞においては、TRPM2が活性化することにより、NMDA受容体サブタイプの発
現が変動しニューロンが虚血状態に対して脆弱になること 41、ROS依存的にニューロン細胞内亜鉛濃度
の上昇を引き起こすこと 42、血管からの免疫細胞の浸潤を増大させ免疫応答を増強することが報告され

ており 43、近年では TRPM2に対する阻害ペプチドが、脳虚血による神経機能障害や組織傷害に対して
保護作用を示すことも報告されている 44。脳虚血時にはペルオキシレドキシンという内因性 TLR2/4アゴ
ニストが放出されることも報告されており 45、本章において観察された LPS + IFNγによる TRPM2を
介したミクログリアの活性化メカニズムは、これらの病態のメカニズムの一部を反映していると考えら

れる。 
ミクログリアに対する LPS + IFNγ処置は、NADPHオキシダーゼの活性化を介して TRPM2を活

性化させた。TLR4活性化による NADPHオキシダーゼの活性化には諸説あり、MyD88や p47phoxを介
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するもの 46、PI3Kや Racを介するもの 47、TLR4と NADPHオキシダーゼが直接結合しているとする
もの 48などがある。本章における TLR4活性化による NADPHオキシダーゼの活性化の詳細なメカニズ
ムは不明であり、TLR4と TRPM2との間に直接的なシグナルが存在するか否かも定かではない。しかし
ヒト由来単球 49およびマウス骨髄由来マクロファージ 22を用いた過去の検討において、TLR4を活性化
することで NADPHオキシダーゼの活性化を介して産生された ROSが TRPM2を活性化することを示
した報告もあり、単球やマクロファージと同系譜細胞であるミクログリアの TRPM2も類似の活性化機
序を有する可能性が高い。一方、ミクログリアを LPS + IFNγで処置すると CD38が活性化し、それに
伴って[Ca2+]iが上昇することが報告されている 50。CD38は TRPM2のリガンドである ADPRを産生す
る酵素である。今回観察された LPS + IFNγ処置による TRPM2を介した[Ca2+]iの上昇は、NADPHオ
キシダーゼ阻害薬でほぼ完全に抑制されてはいるが、LPS + IFNγ処置による CD38の活性化によって
産生された ADPRを介して、TRPM2が活性化する可能性も考えられる。 

TRPM2を介して流入した Ca2+は Pyk2を活性化し、p38 MAPKや JNKの活性化を介して NOの
産生を増大させた。しかし、TRPM2の活性化によって NADPHオキシダーゼの活性化が引き起される
ことや 38、p38 MAPKや JNKが NADPHオキシダーゼなどによって産生される ROSによって Ca2+非

依存的に活性化されることも知られている 51。したがって、WTマウス由来のミクログリアと TRPM2-KO
マウス由来のミクログリアとの間に見られた NO産生における差は、TRPM2の有無によって NADPH
オキシダーゼの活性に違いが生まれ、その結果、ROS濃度の差が生じた結果として生まれた可能性も否
めない。また TLR4シグナル伝達経路の下流にはMAPKの他に NF-κBが、IFNγ受容体の下流には
STAT1が存在する。NF-κB52や STAT153,54は Ca2+依存性キナーゼである CaMKⅡや Pyk2によってリ
ン酸化されて制御を受けることが知られており、ROSが NF-κB55や STAT156を制御することも報告さ

れている。TRPM2が NF-κBや STAT1を介するシグナル伝達経路に影響を与えるのかどうかは本章で
は明らかではないが、TRPM2の活性化によって NF-κBが制御されることを示す報告はあるので 21,22、

ミクログリアにおいても、TRPM2が NF-κBを介したシグナル伝達経路を制御する可能性は考えられる。 
本章における検討では、TRPM2に依存して活性化するMAPKは p38 MAPKと JNKであり、ERK

は TRPM2に非依存的であった。しかし以前の単球に関する報告において、ROSにより活性化された
TRPM2は Pyk2、Ras、ERKの活性化を介して炎症反応を増強し、p38 MAPKや JNKを介することは
ないことが示されている 21。この矛盾の原因については不明であるが、単球とミクログリアでは同じ薬

物処置を行ったとしても表現型が異なることも報告されており 57、単球とミクログリアでは細胞内シグ

ナリングに差があるために矛盾が生じた可能性があると考えられる。 
本章では、TRPM2が LPS + IFNγ処置によって活性化された NADPHオキシダーゼより産生され

る ROSを炎症シグナルへと変換するために重要な役割を担うことを明らかにした。この研究成果は、ミ
クログリアの炎症応答における ROSシグナリングの重要性を示すものである。 

 

 
図 1-5 マウス培養ミクログリアにおける TRPM2 を介した LPS + IFNγ 誘発 NO 産生制御機構  
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第二章  
ミトコンドリアに存在する TRPV1の活性化は  

ミクログリア遊走を惹起する  
 
 ミクログリアの遊走は生理学的・病態学的に重要であり、遊走を制御する因子は数多く報告されて

いる。例えば、神経伝達物質や細胞死シグナルとして使用される ATPは、ミクログリアの P2X4や P2Y12

を活性化し、PI3Kを活性化することによって遊走を惹起することが報告されている 58,59。また、神経伝

達物質であるグルタミン酸は、ミクログリアの AMPA受容体や代謝型グルタミン酸受容体の活性化を引
き起こすことによって、ミクログリアの遊走を引き起こすことが報告されている 60。ケモカインに関し

ても報告がある。例えば、傷害を受けたニューロンが CX3CL1を発現することにより、ミクログリアが
CX3CR1を介してそれを認識し、傷害を受けたニューロン周囲へ集積することが知られている 61,62。ミ

クログリアの遊走にカチオンチャネルが寄与することも知られており、NaV1.663や Kir2.164、酸感受性

イオンチャネル 65の関与が報告されている。このようにミクログリアの遊走は多様なメカニズムにより

制御されていることは明らかであるが、全容の解明には至っていない。 
 TRPV1は Ca2+透過性非選択的カチオンチャネルであり、カプサイシンや熱、酸、エンドバニロイド

によって活性化することが知られている 66–68。TRPV1は感覚神経に発現し、細胞膜上に存在することで
侵害的熱刺激センサーや灼熱疼痛のセンサーとして機能すると一般に考えられてきた 66,67。しかし近年、

グリア細胞であるアストロサイト 69,70や免疫細胞である単球 71、マクロファージ 72、樹状細胞 73、T細
胞 74にも TRPV1が発現しており、その局在も細胞膜だけでなく小胞体 75や筋小胞体 76、ゴルジ体 77、

ミトコンドリア 78と多様であることが報告されている。ミクログリアでも TRPV1は発現しており、細
胞死 79や ROS産生 80,81、貪食 82、サイトカイン産生 83に関与することが報告されているが、その他の機

能については明らかではない。特に、TRPV1の活性化により単球 71や樹状細胞 73の遊走が惹起されると

報告されているが、ミクログリアにおいては不明である。 
 本章においては、マウス初代培養ミクログリアを用いて in vitroで遊走の評価を行った。その結果、
TRPV1の活性化がミクログリアの遊走を惹起することを発見し、さらにミクログリアにおいて TRPV1
がミトコンドリアに存在すること、TRPV1の活性化がミトコンドリアからの ROSの産生を惹起し、そ
の ROSがMAPKを介してミトコンドリアの遊走を制御することを明らかにした。 
 
 

実験方法  
試薬  
 ATP、ロテノン、TEMPOL、ポリ-L-リジンについては Sigma Aldrichのものを、SB366791につい
ては Alexis Biochemicals（San Diego、CA）のものを、イオノマイシン、ビタミン C、過酸化水素につ
いては和光純薬工業（大阪、日本）のものを、rhod-5N AMについては AAT Bioquest（Sunnyvale、CA）
のものを、EUK-134、Mn-TBAP、アナンダミド（AEA）、オレオイルエタノールアミド（OEA）、パル
ミトイルエタノールアミド（PEA）、JC-1については Cayman（Ann Arbor、MI）のものを、ウサギ由
来ポリクローナル抗 TRPV1抗体（#ACC-030）については Alomone labs（Jerusalem、イスラエル）の
ものを、ヤギ由来ポリクローナル抗カルレギュリン（カルレティキュリンと同義）抗体（sc-6467）は Santa 
Cruz（Dallas、TX）のものを、ヤギ由来ポリクローナル抗 58K ゴルジタンパク質抗体（ab19072）は
Abcam（Cambridge、MA）のものを、ラット由来モノクローナル抗マウスリソソーム関連膜タンパク質
1（Lamp-1）抗体（14-1071-82）は eBioscience（San Diego、CA）のものを、Alexa Fluor 488標識ロ
バ由来抗ウサギ 2次抗体、Alexa Fluor 488標識ヤギ由来抗ラット 2次抗体、Alexa Fluor 488標識ロバ
由来抗ヤギ 2次抗体、Alexa Fluor 594標識ロバ由来抗ウサギ 2次抗体、Alexa Fluor 488標識ファロイ
ジンは Life Technologies（Carlsbad、CA）のものを、MitoTracker® RedはMolecular Probes（Eugene、
OR）のものをそれぞれ用いた。その他記載の無い試薬に関しては第一章で用いた試薬に関しては同一の
もの、あるいは Nacalai Tesqueのものを用いた。 
 
マウス全脳由来初代培養ミクログリア  
 京都大学動物実験委員会の審査･承認を受け、「動物実験に関する日本薬理学会指針」の下、第一章
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と同様の手法で行った。TRPV1欠損型（TRPV1-KO）マウスは University of California, San Francisco 
David Julius教授の研究室より御供与頂いた。 
 
細胞株培養、遺伝子導入  
 ヒト胎児腎細胞株（HEK293T）は DMEM modified with GlutaMAXTM（10566-016、Life 
Technologies）に 10% 熱非動化ウシ胎児血清（JRH Biosciences）を加えた培地（培養液）を用いて、
5% CO2、37°C条件下で培養した。遺伝子導入は、35 mm ディッシュに播種した HEK293T細胞に対
して 1 mLの Opti-MEM®（Life Technologies）に 2.56 µgの pCI-neo-rTRPV1、0.64 µgの pEGFP-C3、
4 µLの Lipofectamine® 2000 reagent（Life Technologies）を加えて 4-5時間、5% CO2、37°C条件下
で培養し、その後培養上清を 2 mLの培養液に置換することにより行った。その 1-2日後、0.53 mM EDTA
含有 0.05%トリプシン溶液を用いて細胞を回収・遠心沈降し細胞を回収した後ポリ-L-リジンでコーティ
ングしたカバーガラス上に再播種した。共焦点顕微鏡観察には、rTRPV1 を安定発現させた HEK293T
細胞を用いた 
 
ボイデンチャンバー法  
 遊走評価はボイデンチャンバーを用い、孔径 5-µmの Chemotaxicell©チャンバー（クラボウ、大阪、

日本）を 24ウェルプレートに配置して行った。薬物の増殖への影響によるデータのばらつきを排除する
ため、チャンバーを設置しないウェルを設けた。薬物はチャンバー下層またはチャンバーを設置しない

ウェルには直接処置した。細胞は 5.0×105 cells/wellチャンバー上層またはチャンバーを設置しないウェ
ルには直接播種し、5% CO2、37°C条件下で培養した。24時間後チャンバーを破棄し、各ウェルにつき
2視野ずつ、チャンバーを設置したウェルにてチャンバー下層へと落下した細胞数、またはチャンバーを
設置しないウェルにて生存した細胞数を数え上げた。Chemotactic ratioはチャンバー下層への落下細胞
数を、チャンバーを設置しないウェルでの生存細胞数で割ることによって算出した。 
 
Scratch-wound 法  
 細胞を 1.0 × 106 cells/dishの濃度で 35 mmディッシュに播種し、播種 1日後にブルーチップの先端
を用いて細胞の一部を剥離した。その直後、および剥離 24時間後の写真を TE300蛍光顕微鏡（ニコン）
および DS-5Mc-L2デジタルカメラシステム（ニコン）を用いて撮影した。 
 
細胞生存率評価  
 細胞生存率評価はMTT試験により行った。 5 mg/mL MTT溶液（PBS（−）に溶解）を添加し、2
時間後 DMSOを用いて可溶化し、波長 570 nmの光に対する吸光度をマイクロプレートリーダー（Model 
680、Bio-Rad）を用いて測定した。結果は対照群に対する相対値で表した。 
 
NO 産生量測定  
 第一章と同様に測定した。 
 
ELISA 
 TNFα および IL-6 の産生量は培養上清における各サイトカイン濃度を指標とし、マウス TNFα お
よび IL-6の ELISAキット（R & D Systems、Minneapolis、MN）を用いて定量した。培養上清は製品
プロトコルに従って希釈してから用いた 
 
共焦点顕微鏡観察  
 細胞は 4%パラホルムアルデヒド（PFA）によって固定し、3% BSA・0.1% Triton X-100混合 PBS
（−）に 15 分間曝すことによって透過処理を行った。TRPV1 検出には、ウサギ由来ポリクローナル抗
TRPV1抗体（希釈倍率 1:200、3% BSA・0.1% Triton X-100混合 PBS（−）によって希釈、以下同じ）
に細胞を 3時間室温で暴露し、その後 Alexa Fluor 594標識ロバ由来抗ウサギ 2次抗体（1:200）に 1.5
時間室温で暴露した。細胞内オルガネラ検出には、ラット由来モノクローナル抗マウスリソソーム関連

膜タンパク質 1（Lamp1）抗体（1:100）、ヤギ由来ポリクローナル抗 58Kゴルジタンパク質抗体（1:50）、
ヤギ由来ポリクローナル抗カルレギュリン抗体（1:50）を抗 TRPV1と共に細胞へ 4℃で一晩暴露し、そ
の後 Alexa Fluor 488標識ヤギ由来抗ラットまたはロバ由来抗ヤギ 2次抗体（1:20000または 1:200）と
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Alexa Fluor 594標識ロバ抗ウサギ 2次抗体（1:200）に 1.5時間室温で暴露した。ミトコンドリアの同
定には、生きた細胞をミトコンドリアに選択的に集積する蛍光色素MitoTracker® Redを Krebs-Ringer
緩衝液（含有組成（mM）；140 NaCl、5 KCl、1 MgCl2、2 CaCl2、10 HEPES、10 D-グルコース、pH 
7.4（NaOH で調整））に溶解し（1 µM）、5% CO2、37°C 条件下で 40 分間維持した。その後細胞を
Krebs-Ringer 緩衝液で 2 回洗い、PFA で固定し、透過処置をしてからウサギ由来ポリクローナル抗
TRPV1抗体（1:200） に 3時間室温で暴露した後、さらに Alexa Fluor 488標識ロバ抗ウサギ 2次抗体
（1:200）に 1.5時間室温で暴露した。膜の rafflingの同定には、固定した細胞を Alexa Fluor 488標識
ファロイジン（1:200）に 1 時間室温で暴露した。その後 Vectashield または DAPI 混合済 Vectashield
（Vector Laboratories、Burlingame、CA）で封入し、FV10i共焦点顕微鏡（オリンパス、東京、日本）
によって蛍光像を観察した。 
 
電気生理学的測定  
 電気生理学的測定はホールセルパッチクランプ法で室温にて検討した。外径 1.5 mm のフィラメン
ト入キャピラリーガラス（ナリシゲ、東京、日本）を P-87 (Sutter、Novato、CA) で引いて作製した電
極を用いて行った。アクセス抵抗は内液を充填した状態で 2-5 MΩ であった。実験に用いた内液および
外液組成は以下の通りであった(mM)； 140 NaCl、5 KCl、2 MgCl2、2 EGTA、10 HEPES、10 D-グル
コース、pH 7.4（NaOHで調整）。電流-電圧曲線はランプパルス電圧を与えることによって取得した（−100
〜+100 mV、200 ms間、0.5 Hz間隔）。保持電圧は 0 mVで行った。測定は 2.9 kHzで行い、アクセス
抵抗は 70%補正した。電気生理学的検討は EPC-10 パッチクランプアンプ（HEKA Instruments、
Lambrecht、Germany）と Patchmasterソフトウェア（HEKA）を用いて行った。すべての還流は VC-6
還流システム（Warner Instruments、Hamden、CT）を用いて行った。 
 
細胞内 Ca2+濃度測定  
 第一章と同様に測定した。測定には倒立蛍光顕微鏡（IX71、オリンパス）および蛍光イメージング
システム（AQUACOSMOS/ORCA-R2、浜松ホトニクス、静岡、日本）を用いた。測定は室温にて 2秒
毎にそれぞれの蛍光強度を取得した。 
 
ミトコンドリア内 Ca2+濃度測定  
 継時的なミトコンドリア内 Ca2+濃度のイメージングはカチオン性 Ca2+感受性蛍光色素である

rhod-5Nにより検討した。ガラスボトムディッシュ上の細胞を測定緩衝液（組成（mM）120 NaCl、6 KCl、
2 MgCl2、0.3 CaCl2、10 HEPES、12 D-グルコース、12 スクロース、pH 7.4（NaOHで調整））に 5 µM 
rhod-5N AMと 0.005%クレモフォア ELを加えたものに 50分間 5% CO2、37°C条件下で維持し、測定
緩衝液で残存物を洗い流した後、rhod-5Nによる蛍光を励起光波長 551 nm蛍光波長 576 nmの設定で 6
秒間隔、室温で A1R MP+ 多光子共焦点顕微鏡（ニコン）、NIS-Elements Cデータ取得・解析ソフトウ
ェア（ニコン）を用いて取得した。薬物に関してはチャンバーへの直接処置によって行った。 
 
ミトコンドリア膜間電位測定  
 ミトコンドリア膜間電位評価は JC-1 を用いて行った。ガラスボトムディッシュ上に細胞を播種し、
薬物を 24時間処置した。その後 JC-1を培養液に加え 30分間、5% CO2、37°C条件下で維持した。顕微
鏡観察は FV10i共焦点顕微鏡（オリンパス）を用いて行った。写真は 5つのランダムに選ばれた視野か
ら取得した。励起光波長/蛍光波長 = 578/599 nmで得られた蛍光強度（F578）と励起光波長/蛍光波長 = 
485/535 nmで得られた蛍光強度（F485）を用いて F578/F485の比率を算出し、ミトコンドリア膜間電位の

指標とした。 
 
統計解析  
 全てのデータは平均値 ± 標準誤差で表示した。統計処理は Student の t 検定もしくは、one-way 
ANOVAまたは two-way ANOVAの後 Tukey検定または Bonferroni検定を用いて、Prism 5ソフトウ
ェア（GraphPad Software）で解析した。危険率が 5％未満の際に統計学的な有意差があると判定した。 
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実験結果  
 
第一節  マウス培養ミクログ
リアにおける遊走に対する

Ca2+イオンおよび TRPV1の
関与  

はじめに、新生仔マウス全脳

由来初代培養ミクログリアに対し

て TRPV1アゴニストのカプサイ
シンを処置し、遊走をボイデンチ

ャンバー法によって評価した。

WTマウス由来のミクログリアに
おいては、処置 24時間後にカプ
サイシンの濃度依存的な遊走の増

強が観察された（図 2-1A）。一方
TRPV1-KOマウス由来のミクロ
グリアでは、カプサイシンによる

遊走は観察されなかった（図

2-1B）。TRPV1選択的アンタゴニ
ストの SB366791（3 µM）や細胞
内 Ca2+キレート薬の BAPTA-AM
（10 µM）をカプサイシン（10 µM）
と共処置すると、WTマウス由来
のミクログリアのカプサイシン誘

発遊走は有意に抑制された（図

2-1A）。TRPV1-KOマウス由来の
ミクログリアでは、カプサイシン

（10 µM）存在下での SB366791
（3 µM）や BAPTA -AM（10 µM）
によるミクログリア遊走への影響

は観察されなかった（図 2-1B）。
ボイデンチャンバー法によって得

られた結果が妥当かどうかを判断

するため、細胞遊走の別の評価方

法として知られる scratch-wound
法によって検討した 84。細胞を線

状に剥離した 24 時間後に観察す
ると、カプサイシン（10 µM）処
置群では無処置群と比べて剥離部

分への浸潤細胞数の増加が確認さ

れた（図 2-1C）。細胞が遊走する
際には、細胞膜の rufflingが起こ
ることが知られている 58。そこで、

ファロイジン染色で細胞膜の

rufflingを見たところ、WTマウ
ス由来のミクログリアにおいてカ

プサイシン（10 µM）を 24時間処
置することで細胞膜の rufflingの
増加が確認されたが、カプサイシ

ンと SB366791（3 µM）を共処置

図 2-1 マウス培養ミクログリアにおいてカプサイシンは TRPV1 を
介して遊走を惹起する  
 
細胞遊走をボイデンチャンバー法（A･B）、scratch-wound 法（C）あるいはファ
ロイジン染色（D･E）により検討した。WT（A･C･D）あるいは TRPV1-KO（B･
E）マウス由来の培養ミクログリアを用い、TRPV1 アゴニストであるカプサイシ
ン（CAP）や TRPV1 アンタゴニストの SB366791（SB）、細胞内 Ca2+キレート
薬の BAPTA-AM で 24 時間処置した。D･E では 10 µM カプサイシン、3 µM 
SB366791 またはその両方で処置した。A･B は平均値 ± 標準誤差で表記し
た。n = 4−8。**p < 0.01；***p < 0.001 vs 無処置群（白）、##p < 0.01；###p < 
0.001 vs カプサイシン（10 µM）処置群。C における黒点線は観察開始時の細
胞の位置を示す。スケールバー：100 µm。D ではファロイジンに由来する蛍光
を緑、DAPI に由来する蛍光を青で示し、矢印は細胞膜の ruffling を示す。スケ
ールバー：30 µm。 

図 2-2 カプサイシンによる TRPV1 の活性化はマウス培養ミクロ
グリアの ATP 誘発遊走や LPS + IFNγ 誘発炎症性サイトカインの
産生に影響を与えない  
  
（A･B）WT（A）あるいは TRPV1-KO（B）マウス由来の培養ミクログリアに対し
て ATP を 24 時間処置した際の遊走をボイデンチャンバー法で評価した。n = 
4。***p < 0.001 vs 対照群（Cont.、白）。（C−H）WT（C･ E･ G）あるいは
TRPV1-KO（D･F･H）マウス由来の培養ミクログリアに対して LPS + IFNγ を
48 時間処置した際に産生･放出される NO（C･D）、TNFα（E･F）あるいは IL-6
（G･H）の産生量を Griess 試験（C･D）または ELISA（E−H）により評価した。
TRPV1 アゴニストのカプサイシンは LPS + IFNγ と同時に処置した。n = 4−5。
***p < 0.001 vs 対照群（Cont.、白）、###p < 0.001 vs カプサイシン処置群
（黒）。すべてのグラフは平均値 ± 標準誤差で表記した。 
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した場合には観察されなかった（図 2-1D）。一方、TRPV1-KOマウス由来のミクログリアをカプサイシ
ン（10 µM）で 24時間処置しても、細胞膜の rufflingの変化は観察されなかった（図 2-1E）。 

TRPV1が欠損することで、いかなる遊走も不能になっている可能性が考えられたため、ミクログリ
アに遊走を引き起こすことが知られる ATPを用いて検討を行った 58,59。ATP（100 µM）を 24時間処置
すると、WT由来および TRPV1-KO由来のミクログリア両方において同程度の遊走が惹起された（図
2-2A･B）。また、ミクログリアの他の機能に対するカプサイシンの影響についても検討した。WTマウス
由来のミクログリアに対してカプサイシン（10 µM）を 24時間処置したが、MTT試験法において増殖
の変化は観察されなかった（図 2-補 1）。また、カプサイシンのミクログリア炎症応答に対する影響を、
LPS（100 ng/mL）と IFNγ（10 ng/mL）の共処置（LPS + IFNγ）48時間後の各種サイトカインの産
生量を指標に検討した。LPS + IFNγ処置により産生される TNFα、NOおよび IL-6の量について ELISA
または Griess試験法により評価したが、各サイトカイン産生量に対するカプサイシンの影響について
WTマウス由来および TRPV1-KOマウス由来のミクログリアに差は見られなかった（図 2-2C−H）。以
上の結果より、カプサイシン処置により TRPV1が活性化し、Ca2+イオン動態が変化することでミクログ

リア遊走が惹起されること、TRPV1の活性化はミクログリア増殖や LPS + IFNγ誘発ミクログリア炎症
応答に対して影響しないことが明らかになった。 
 
第二節  マウス培養ミクログリアにおける TRPV1の局在  
 次に免疫細胞化学的手法をを用いて、マウス培養ミクログリアにおける TRPV1の局在を観察した。
ラット TRPV1を安定発現しているHEK293T細胞において観察される TRPV1の免疫染色像とは異なり、
WTマウス由来のミクログリアの TRPV1は細胞膜には局在せず、細胞内に点在していた（図 2-3B）。一
方、TRPV1-KOマウス由来のミクログリアでは TRPV1の免疫染色像はほとんど観察されなかったこと
から（図 2-3A）、用いた抗体の TRPV1に対する特異性は高いと考えられる。次に TRPV1のミクログリ
ア細胞内における局在を検討するため、各種オルガネラマーカーに対する抗体やオルガネラ標的蛍光指

示薬を抗 TRPV1抗体と同時に使用した。小胞体のマーカーであるカルレティキュリン、ゴルジ体のマー
カーである 58Kゴルジタンパク質、リソソームのマーカーである Lamp-1、ミトコンドリア標的蛍光標
識薬であるMitoTracker Redと TRPV1の免疫染色像は、どれも一部共局在することがわかった (図
2-3C)。 

図 2-3 マウ ス 培養 ミ
ク ロ グ リ ア に お い て
TRPV1 は細胞内に存
在する  
 
TRPV1 強 制 発 現
HEK293 細 胞 （A ） 、 WT
（ A−C ） あ る い は
TRPV1-KO（A･ B）マウス
由来の培養ミクログリアに
対して免疫細胞化学的検
討を行った。小胞体（ER）
マーカーとしてカルレティ
キュリン、ゴルジ体のマー
カーとして 58K ゴルジタン
パク質、リソソームのマー
カーとして Lamp-1 をそれ
ぞれ標的とし、ミトコンドリ
ア は 蛍 光 標 識 薬 で あ る
MitoTracker Red によって
標識した。C では merge に
おいて白点枠によって囲っ
た部分をさらに拡大し観察
した（magnified）。スケー
ルバー：（A）10 µm、（B）
50 µm、（C）10 µm および
1 µm（magnified）。 
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 免疫細胞化学的手法では TRPV1の局在を明確にすることが難しかったので、TRPV1の機能を電気
生理学的手法あるいは蛍光イメージング法により評価することで TRPV1の局在を明らかにしようとし
た。まず、ホールセルパッチクランプ法を用いてミクログリア細胞膜に TRPV1が存在するのかどうかを
検討した。ラット TRPV1を一過性に発現させた HEK293T細胞においてはカプサイシン濃度依存的に
外向き整流性の電流が観察されたが（図 2-4A）、WTマウス由来のミクログリアではカプサイシン依存的
な電流の増大は観察されなかった（図 2-4B）。カプサイシン（10 µM）によって内向き電流の現象が観察
されたが、この電流は SB366791（10 µM）によって抑制されなかったので、TRPV1の活性化によるも
のではないと考えられる（図 2-4B）。次に、fura-2を用いた[Ca2+]i測定を行った。WTマウス由来のミ
クログリアをカプサイシンで処置しても[Ca2+]iに変化は見られなかった（図 2-4C）。さらに、蛍光 Ca2+

指示薬 rhod-5Nを用いたミトコンドリア内 Ca2+濃度（[Ca2+]mito）測定を行った。Rhod-5Nは、本来は
[Ca2+]iを測定するために開発されたものであるが、カチオン性の性質を持つことから、細胞内で負に帯

電しているミトコンドリアに集積しやすい性質があり、[Ca2+]mitoを測定するためにも利用可能である 85。

WTマウス由来のミクログリアを用いて測定したところ、カプサイシン（10 µM）によって[Ca2+]mitoの

上昇が見られた（図 2-4D）。一方、TRPV1-KOマウス由来のミクログリアを用いて測定したが、カプサ
イシン（10 µM）による[Ca2+]mitoの上昇はほとんど見られなかった（図 2-4D･E）。ミトコンドリアは負
に帯電しているため、[Ca2+]iが上昇すると Ca2+イオンをミトコンドリア内部へ取り込む性質がある 86。

図 2-4 マウス培養ミクログリアにおいて TRPV1 はミトコンドリアに存在する  
 
（A･B）ラット TRPV1 発現 HEK293 細胞（A）あるいは WT マウス由来の培養ミクログリア（B）を用いて、ホールセルパッ
チクランプを行った。保持膜電位 0 mV で測定し、2 秒毎の±80 mV の電流密度の経時変化および各薬物処置時の電流
密度-電圧曲線を示した。TRPV1 アゴニストのカプサイシンや TRPV1 アンタゴニストの SB366791 で処置した時間は棒
線により表記した。（C）WT マウス由来の培養ミクログリアを用いて、fura-2 による[Ca2+]i 蛍光イメージングを行った。図
は 100 細胞の代表例を示す。Ca2+イオノフォアであるイオノマイシンは細胞の測定が正常に行われたことを確認するた
めに処置した。各薬物で処置した時間は棒線により表記した。（D･E）WT または TRPV1-KO マウス由来の培養ミクログ
リアを用いて、rhod-5N による[Ca2+]mito 蛍光イメージングを行った。各薬物で処置した時間は棒線により表記し、図は平
均値 ± 標準誤差で表記した。n = 98−104 ROI（D）、n = 3−4（E）。*p < 0.05 vs WT 群（白）。（F−H）WT または
TRPV1-KO マウス由来の培養ミクログリアを用いて、fura-2 による[Ca2+]i 蛍光イメージングを行った。SB366791 は測定
開始前に処置し、ATP を処置した時間は棒線により表記した。ATP 処置時の最大蛍光比変化量（G）およびそこから半
減するまでに要した時間（H）を評価した。図は平均値 ± 標準誤差で表記した。n = 82−92 細胞（F）、n = 7−9（G･H）。*p 
< 0.05 vs 無処置 WT 群（白）。（I･J）WT（I）または TRPV1-KO（J）マウス由来の培養ミクログリアを用いて、JC-1 による
ミトコンドリア膜間電位差の評価を行った。各薬物は 24 時間処置した。図は平均値 ± 標準誤差で表記した。n = 4−5。

**p < 0.01 vs 対照群（Cont.、白）。 
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そこでミクログリアを ATPで処置すると起こる一過性
の[Ca2+]i変化に対する TRPV1の影響を、fura-2により
検討した。WTマウス由来のミクログリアを ATP（10 
µM）で処置すると観察される [Ca2+]iの最大変化量

（amplitude）は、SB366791（3 µM）存在下で測定し
た場合やTRPV1-KOマウス由来のミクログリアを用い
た場合でも変化は見られなかった（図 2-4F･G）。しか
し、[Ca2+]iが最大変化量から半分の大きさに減衰する

までに要した時間（half time）は、SB366791（3 µM）
存在下で測定した場合やTRPV1-KOマウス由来のミク
ログリアを用いた場合に、無処置のWTマウス由来の
ミクログリアに比べて有意に延長した（図 2-4F･H）。
さらにミトコンドリアの膜間電位差を蛍光指示薬 JC-1
によって検討した。WTマウス由来のミクログリアをカ
プサイシン（10 µM）で 24時間処置すると膜間電位差
の有意な減少が観察され、この減少は SB366791（3 µM）
の存在下では観察されなかった（図 2-4I）。また
TRPV1-KOマウス由来のミクログリアをカプサイシン
（10 µM）で 24時間処置しても、膜間電位差に変化は
見られなかった（図 2-4J）。以上の結果より、ミクログ
リアにおいて TRPV1は主にミトコンドリアに存在し、
TRPV1が活性化することで細胞内の Ca2+がミトコン

ドリア内へと流入し、ミトコンドリアが脱分極すること

が明らかになった。 
 
第三節  マウス培養ミクログリアにおけるカプサ
イシン誘発遊走に対するミトコンドリア、ROS
および MAPKの関与  
 第二節において TRPV1の活性化がミクログリア
におけるミトコンドリアの脱分極を引き起こすことが

明らかになったので、第一節において観察されたカプサ

イシン誘発遊走に対するミトコンドリアの関与につい

て検討した。電子伝達系複合体Ⅰ阻害薬のロテノン
（0.3 µM）存在下でWTマウス由来のミクログリアに
ATP（100 µM）およびカプサイシン（10 µM）で 24
時間処置した際に確認される遊走について評価した。

ATP 誘発遊走はロテノンによって抑制されなかったが、
カプサイシン誘発遊走は有意に抑制された（図 2-5A）。
ミトコンドリアに Ca2+が流入するとミトコンドリアよ

り ROSの産生が惹起されることや 87,88、電子伝達系複

合体Ⅰが ROS産生に関わることが知られているので
89、カプサイシン誘発遊走に対する ROSの関与につい
て検討した。カプサイシン（10 µM）24時間処置によ
り観察されるミクログリアの遊走は、細胞膜透過性の乏

しい ROS除去薬のグルタチオン（1 mM）やビタミン
C（100 µM）によって抑制されなかったのに対して、細胞膜透過性のあるROS除去薬のEUK-134（3 µM）
やMn-TBAP（30 µM））、TEMPOL（1 mM）によって有意に抑制された（図 2-5B）。ROSによるカプ
サイシン誘発ミクログリア遊走の制御が示唆されたので、ROSによってミクログリア遊走が惹起される
のかどうかを人工的な ROSである過酸化水素（H2O2）を用いて検討した。WTマウス由来のミクログリ
アを H2O2（10 µM）で 24時間処置すると遊走が観察され、この遊走は EUK-134（3 µM）によって有
意に抑制された（図 2-5C）。また、H2O2誘発遊走は SB366791（3 µM）では抑制されず（図 2-5C）、

図 2-5 マ ウ ス 培 養 ミク ロ グリ ア に お い て
ROS や MAPK の活性化が遊走に関与する  
 
WT（A−C･E）または TRPV1-KO（D）マウス由来の
培養ミクログリアを用い、ボイデンチャンバー法によ
り遊走を評価した。ATP、カプサイシン、H2O2、電子
伝達系複合体 I 阻害薬のロテノン（0.3 µM）、細胞膜
透 過 型 ROS 除 去 薬 の EUK-134 （ 3 µM ） 、
Mn-TBAP（30 µM）、TEMPOL（1 mM）、細胞膜非
透過型 ROS 除去薬のグルタチオン（1 mM）、ビタミ
ン C （ 100 µM ） 、 TRPV1 ア ン タ ゴ ニ ス ト の
SB366791（3 µM）、MEK 阻害薬の PD98059（10 
µM）、p38 MAPK 阻害薬の SB203580（30 µM）、
JNK 阻害薬の SP600125（30 µM）はすべて 24 時
間処置した。（A）n = 4−8。n.s. = 有意差無し；**p < 
0.01。（B･E）n = 4。*p < 0.05；***p < 0.001 vs 対
照群（Cont.、白）、#p < 0.05；##p < 0.01；###p 
<0.001 vs カプサイシン処置群（黒）。（C･ D）n = 
8−16（C）、n = 8（D）。*p < 0.05；***p < 0.001 vs 
対照群（Cont.、白）、##p < 0.01；###p <0.001 vs 
H2O2 処置群（黒）。すべてのグラフは平均値 ± 標
準誤差で表記した。 
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TRPV1-KOマウス由来のミクログリアでもWTマウス由来のミクログリアと同様に観察されたことから
（図 2-5D）、H2O2誘発遊走は TRPV1非依存的なメカニズムで起こると考えられる。次に、カプサイシ
ン誘発遊走や H2O2誘発遊走におけるシグナリングとしてMAPKに着目して検討した。MEK阻害薬の
PD98059（10 µM）はどちらの遊走に対しても影響を及ぼさなかったのに対して、p38 MAPK阻害薬の

SB203580（30 µM）および JNK阻害薬の SP600125（30 µM）
は両方の遊走を有意に抑制した（図 2-5C･E）。また本節でカ
プサイシン誘発遊走に対して行った各種阻害薬を用いた検討

において、細胞増殖に影響がないことをMTT試験法により確
認している（図 2-補 1）。以上の結果より、カプサイシンはミ
トコンドリアを脱分極させて ROSの産生を促し、p38 MAPK
や JNKの活性化を介してミクログリア遊走を引き起こすこと
が明らかになった。 
 
第四節  エンドバニロイドによる TRPV1を介したミク
ログリアの遊走  
 前節まではカプサイシンを TRPV1アゴニストとして用
いてきたが、脳内における内因性リガンドを検討するため、エ

ンドバニロイドに着目して検討を行った。エンドバニロイドは

TRPV1のアゴニストの一つであり 68、生理的条件 90,91および

病理的条件 92,93の両方において産生・放出されることが知ら

れている。エンドバニロイドのうちで、AEA（30 µM）、OEA
（1 µM）、および PEA（1 µM）のミクログリア遊走への影響
を検討したところ、これら 3種類（AEA + OEA + PEA）で同
時に 24時間処置した際にのみミクログリア遊走が増強された
（図 2-6A）。AEA + OEA + PEA処置により観察されたWT
マウス由来のミクログリアの遊走は EUK-134（3 µＭ）によっ
て有意に抑制され（図 2-6B）、TRPV1-KOマウス由来のミク
ログリアでは AEA + OEA + PEA誘発遊走が観察されなかっ
た（図 2-6C）。さらに、JC-1を用いたミトコンドリア膜間電
位差評価において、WTマウス由来のミクログリアは AEA + 
OEA + PEA処置 24時間後に膜間電位差の減弱が観察され、
SB366791（3 µM）で同時に処置すると有意に回復した（図
2-6D）。一方、TRPV1-KOマウス由来のミクログリアにおい
ては AEA + OEA + PEA処置の膜間電位差への影響は観察さ
れなかった（図 2-6E）。以上の結果より、エンドバニロイド混
合物は、TRPV1を介してミトコンドリアを脱分極させ、ROS
を介してミクログリア遊走を引き起こすことが明らかになっ

た。 
 
 

考察  
 

本章において私は、マウスミクログリアでは TRPV1がミ
トコンドリアに存在し、TRPV1の活性化に伴ってミトコンド
リア内部へ Ca2+が流入することでミトコンドリアが脱分極し、

その後 ROSが産生され、p38 MAPKおよび JNKを介して遊
走が増強されることを明らかにした（図 2-7）。さらに内因性
TRPV1リガンドの候補としてエンドバニロイドを見出すこと
に成功した。 

図 2-6 マウス培養ミクログリアにおいて
エンドバニロイドが TRPV1 依存的に遊
走を引き起こす  
 
（A−C）WT（A･B）または TRPV1-KO（C）マウス
由来の培養ミクログリアを用い、ボイデンチャン
バー法により遊走を評価した。エンドバニロイド
である AEA、OEA、PEA、細胞膜透過型 ROS
除去薬の EUK-134（3 µM）はすべて 24 時間処
置した。n = 4。*p < 0.05；**p < 0.01 vs 対照群
（Cont.、白）。（D･E）WT（D）または TRPV1-KO
（E）マウス由来の培養ミクログリアを用い JC-1
によるミトコンドリア膜間電位差の評価を行っ
た。各エンドバニロイドおよび TRPV1 アンタゴニ
ストの SB366791（3 µM）はすべて 24 時間処置
した。n = 4（D）、n = 5（E）。*p < 0.05 vs 対照
群（Cont.、白）、##p < 0.01 vs エンドバニロイド
処置群（黒）。すべてのグラフは平均値 ± 標準
誤差で表記した。 
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 本章において、TRPV1のアゴニストとしてカプサ
イシンとエンドバニロイド混合物を使用した。エンドバ

ニロイドに関しては、生体内リガンドとして発見されて

以来 68、海馬歯状回における顆粒細胞 94や側坐核にお

けるドパミン D2受容体を発現する中型有棘ニューロ
ン 95での長期抑制現象において、ポストシナプスに存

在する TRPV1が AEAによって活性化されることが重
要であることが報告されており、生理条件下で神経機能

調節にエンドバニロイドによって活性化されるTRPV1
が重要な役割を示すことが報告されている。また、エン

ドバニロイドはシナプス間だけでなく、シナプス外に漏

出して近隣のグリア細胞に影響を及ぼすことも報告さ

れている 96,97。エンドバニロイドは病態条件下でも重要

な役割を示すことが示唆されている。例えば、カイニン

酸投与により誘発されるてんかんにおいて海馬で AEA
が大量に産生されることや 98、マウス局所脳虚血モデル

において大脳皮質で AEAや PEAが産生され、AEAと
PEAを共処置することによってミクログリア遊走が増
強されることが報告されている 92。また、TRPV1のア
ゴニストとしてのエンドバニロイドの作用も報告され

ており、例えば悪性度の高いグリオーマに対して神経前

駆細胞が集積してエンドバニロイドを放出することで、グリオーマ細胞の小胞体に存在する TRPV1が活
性化され、グリオーマの増殖が抑制されることが報告されている 93。この報告においても、本章で用い

た 3種類のエンドバニロイド（AEA、OEA、PEA）のすべてが共存しなければグリオーマ細胞の死が惹
起されないことが示されている。グリオーマ組織に対してミクログリアが集積し、全細胞のうちの約 30%
の割合で混在することが知られている 3。集積したミクログリアは特殊な活性化状態となり、グリオーマ

の増殖を助長することが示唆されており 99、近年ではミクログリア内でミトコンドリアから放出される

カスパーゼ 3の活性化をグリオーマ細胞が抑制することによって、ミクログリアがグリオーマの増殖を
助長できるとも報告された 32。本章において、ミクログリアは TRPV1の活性化を介してミトコンドリア
への Ca2+流入を引き起こしたが、ミトコンドリアへの Ca2+流入はシトクロム cの放出を介してカスパー
ゼ 3の活性化を引き起こすことも報告されている 100。本章においては TRPV1の活性化のミクログリア
増殖や LPS + IFNγによる活性化に対する影響を検討したものの、ミクログリアのグリオーマに対する
影響については検討していないが、神経前駆細胞から放出される TRPV1アゴニストとしてのエンドバニ
ロイド混合物がグリオーマ細胞だけではなくミクログリアにも作用することで、ミクログリアをグリオ

ーマ組織に集積させる一方でミクログリアがグリオーマの増殖を助長しないように働く可能性も考えら

れる。 
 TRPV1は細胞内シグナリングを介して過敏化することも報告されている。例えば、プロテインキナ
ーゼ Cεは低酸素時には細胞膜に移行し、TRPV1のセリン残基をリン酸化することで TRPV1の過敏化
を促す 101。このメカニズムによって、末梢組織が低酸素状態に陥る糖尿病時に痛覚過敏が生じることが

報告されている 102。一方、プロテインキナーゼ Cεはミトコンドリア内膜にも存在し、ATP感受性カリ
ウムチャネルの機能を制御することも報告されている 103。また、Gqタンパク質共役型受容体の下流で
活性化するホスホリパーゼ Cも TRPV1の過敏化を促すことが知られている 104。ホスホリパーゼ Cの一
部はミトコンドリアにも存在することが報告されており 105、ATPによって活性化する Gqタンパク質共
役型受容体の P2Y1などがミトコンドリア内膜に存在することも報告されている 106。本章においては、

ミクログリアに対して外来性の TRPV1アゴニストの作用しか検討していないが、TRPV1が酸や熱によ
っても活性化することや 66,67、ミトコンドリアが ATP産生器官であり、細胞内では温度が比較的高い環
境であること 107を考慮すると、プロテインキナーゼ Cやホスホリパーゼ Cによって過敏化したミトコ
ンドリアの TRPV1が、ミトコンドリアの微細な機能変化を感知してミクログリア遊走を引き起こす可能
性も考えられる。 
 ミトコンドリアから産生される ROSは多彩な機能を有することが知られている。ミトコンドリア由
来の高濃度の ROSは細胞にアポトーシスやオートファジーを誘導する一方で、中程度な濃度の ROSは

図 2-補 1 各薬物はマウス培養ミクログリ
アの生存率に影響を与えない  
 
WT マウス由来の培養ミクログリアを用い、MTT 試
験 に よ り 生 存 率 を 評 価 し た 。 カ プ サ イ シ ン 、
SB366791（3 µM）、BAPTA-AM（10 µM）、ロテノ
ン（0.3 µM）、EUK-134（3 µM）、Mn-TBAP（30 
µM）、TEMPOL（1 mM）、グルタチオン（1 mM）、
ビ タ ミ ン C （ 100 µM ） 、 PD98059 （ 10 µM ） 、
SB203580（30 µM）、SP600125（30 µM）はすべ
て 24 時間処置した。n = 3。グラフは平均値 ± 標
準誤差で表記した。 
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炎症性サイトカインの産生制御、低濃度の ROSは低酸素状態への適応においてそれぞれ重要であると考
えられている 108。ミトコンドリア由来の ROSが細胞遊走を制御することを示した報告も複数ある。例
えば、肺がん細胞の他臓器への転移がミトコンドリア由来の ROSにより増加することや 109、ヒト培養

臍帯静脈上皮細胞において血管内皮細胞増殖因子がミトコンドリア由来の ROSの産生を促し、Rac1の
活性化を介して遊走を引き起こすこと 110、マウス腹腔マクロファージにおいてアポトーシス細胞より遊

離されたリゾホスファチジルコリンがミトコンドリア由来の ROS産生を引き起こし、AMP活性化プロ
テインキナーゼの活性化を介して遊走を引き起こすこと 111が報告されている。本章においては、ROS
の下流シグナルとしてMAPKに着目した。ROSがMAPKを制御するという報告は複数あり 112–116、

MAPKホスファターゼ 1が ROSなどによる酸化還元刺激を受容してMAPKを制御し、マクロファージ
の接着や遊走を制御することも報告されている 117。一方、ROSは RhoA118や Gαタンパク質 119を修飾

し、細胞膜の rufflingやアクチンの再構成を引き起こすこと、ROSが直接アクチン重合に働きかけるこ
とも知られており 120、本章で観察したカプサイシン処置により産生されるミトコンドリア由来の ROS
が、MAPK以外の機構を介してミクログリア遊走を引き起こした可能性もある。また、マクロファージ
121や白血球 122、ケラチノサイト 123において、細胞外のROSが遊走を惹起することも報告されているが、
本章の研究において、ミトコンドリアにより産生された ROSが細胞間のシグナル分子としても機能する
のかどうかは不明である。今後、他の分子の関与を検討することによって、ミクログリア遊走における

ROSシグナリングの重要性がより明白になると考えられる。 
 結論として、本章における成果は、TRPV1がミトコンドリアに存在し、TRPV1の活性化により産
生されるミトコンドリア由来のROSがミクログリア遊走に重要な役割を担うことを明らかにしたことで
あり、ROSシグナリングのミクログリア遊走における重要性を提示するものである。 
 

 
図 2-7 マウス培養ミクログリアにおける TRPV1 を介した遊走制御機構  
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第三章  
プロリン水酸化阻害による ROSへの感受性増大により  

TRPA1は冷感受性を獲得する  
 
今日の臨床現場で使用される抗がん剤の中には、副作用としてしびれ感をはじめとする末梢神経障

害を呈するものが数多く存在し、この副作用が投薬中断の原因となることもある。抗がん剤による末梢

神経障害の発症メカニズムについてはさまざまな報告がある。例えば、ビンクリスチンによって生じる

末梢神経障害は CX3CR1を発現する単球が CX3CL1によって集積して ROSを産生することで惹起され
ることや 124、パクリタキセルによって生じる末梢神経障害は TLR5陽性の有髄 Aβ線維に伝達障害が生
じることで惹起されること 125などが報告されている。しかし、そのメカニズムは複雑で、全容解明には

至っておらず、副作用を抑える術がほとんどないのが現状である 126。本章で注目する白金製剤オキサリ

プラチン（L-OHP）によって生じる末梢神経障害には、他の抗がん剤に似た長期投与によって生じる障
害に加えて、L-OHPに特有であり、L-OHP被投与患者の 90%において投与直後から一週間以内に観察
される急性の末梢神経障害も存在する。この障害は、冷水の入ったコップに触れるなどの寒冷刺激によ

って誘発・増悪する（冷刺激過敏応答）ことが知られている 127,128。この急性末梢神経障害の発症メカニ

ズムには、NaV1.6129,130や NaV1.9131、TRPM8132,133の関与が示唆されているが、不明な部分も多いのが

現状である。 
TRPA1は Ca2+透過性の非選択的カチオンチャネルであり、主に感覚神経の無髄 C線維に発現して

いる 134。アリルイソチオシアネート（AITC）をはじめとする刺激性物質 135,136、ROS137,138、機械的刺

激 139、亜鉛イオン 140や Ca2+イオン 141などの金属イオン、低酸素条件や高酸素条件 142など、さまざま

な刺激によって開口することが知られている。TRPA1の開口はさまざまな機構で制御されている。例え
ば、刺激性物質 143,144や ROS137,138、高酸素条件 142による開口時には、TRPA1細胞内 N末端側のアン
キリンリピートドメインに存在するシステイン残基やリジン残基への酸化的修飾が重要であることが、

低酸素条件による開口時には、細胞内酸素感受性酵素であるプロリン水酸化酵素（PHD）が低酸素条件
により不活性化し、TRPA1アンキリンリピートドメインに存在するプロリン残基への水酸化が抑制され
ることが重要であることが報告されている 142。また TRPA1の開口を引き起こさない程度の低酸素条件
では、TRPA1の ROSに対する感受性が増大することも報告されている 145。また TRPA1は上記の活性
化刺激に加えて、発見当時は侵害的冷刺激によっても活性化されると報告された 134。しかしその後、

TRPA1の冷感受性には肯定する報告 135,139,146と否定する報告 136,141,147,148が相次ぎ、その後 TRPA1の
冷感受性には動物による種差が存在することが示され、マウスとラットの TRPA1は冷感受性を示すのに
対して、ヒト TRPA1は冷感受性を示さないことが証明された 149。しかし冷痛覚過敏が起こる家族性遺

伝性疼痛症候群の場合にはヒト TRPA1の点変異に原因があることや 150、ヒト TRPA1を人工脂質膜に
挿入すると冷感受性を示すことも報告されており 151,152、TRPA1の冷感受性に関しては完全には解明さ
れていないのが現状である。 

L-OHPによって生じる急性末梢神経障害に TRPA1が関与することは示唆されている。例えば
L-OHPを投与されたマウスは投与 2時間後に機械的痛覚過敏を示さないが冷刺激過敏になり、その応答
は TRPA1阻害薬の投与によって抑制されることや 153、 L-OHPをマウスやラット由来の後根神経節
（DRG）ニューロンに前処置すると、TRPA1アゴニストに対する応答が増大することが報告されている
153,154。しかし、L-OHPによって TRPA1アゴニストに対する応答が増大する詳細なメカニズムはわかっ
ていない。さらに、L-OHPの臨床上での問題点を解決するにあたり、動物種によって冷感受性が異なる
にもかかわらず、ヒト TRPA1に関する検討の報告は皆無である。 
 本章においては、ヒト TRPA1の強制発現系を用いて in vitroで L-OHPの影響を検討した。その結
果、L-OHPまたはその代謝物のシュウ酸によって PHDが阻害され、その結果ヒト TRPA1およびマウ
ス TRPA1の ROSに対する感受性が増大することが明らかになった。さらに感受性が増大した TRPA1
は、冷刺激によって産生される微量の ROSによって活性化できるようになることで、間接的な冷感受性
を獲得することができることを発見した。 
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実験方法  
試薬  
 メントール、2-アミノエトキシジフェニルホウ酸（2-APB）、ジメチルシュウ酸（DMO）、N-tert-
ブチル-α-フェニルニトロン（PBN）、ジクロロ（1,2-ジアミノシクロヘキサン）白金（II）（Pt(DACH)Cl2）、

D-マンニトール、グリセロール、抗 βアクチンマウスモノクローナル抗体（#A-1978）については Sigma 
Aldrichのものを、L-OHP、アリルイソチオシアネート（AITC）については和光純薬工業（大阪、日本）
のものを、HC030031については Shanghai Haoyuan Chemexpress（上海、中国）のものを、ジメチル
オキサリルグリシン（DMOG）については Frontier Scientific（Logan、UT）のものを、mitoTEMPO に
ついては Santa Cruzのものを、BAPTAについては同仁化学研究所のものを、ラミニン、コラゲナーゼ、
ディスパーゼについては Life Technologiesのものを、抗低酸素誘導因子（HIF）-1αマウスモノクロー
ナル抗体（#NB100-105SS）については Novus Biological（Littleton、CO）のものを、ペルオキシダー
ゼ接合型抗マウス IgGヤギ抗体については GE Healthcareのものをそれぞれ用いた。記載の無い試薬に
関しては第一章および第二章で用いた試薬と同一のもの、あるいは Nacalai Tesque のものを用いた。
PG-1については京都大学大学院工学研究科 森泰生 教授の研究室より御供与頂いた。 
 
動物  
 6-8 週齢の C57BL/6 J マウスは日本 SLC 株式会社（静岡、日本）より購入した。TRPA1 欠損型
（TRPA1-KO）マウスはジャクソン研究所（Bar Harbor、ME）より購入し、C57BL/6 J マウスと 10
回以上バッククロス交配を行った後、既報に従い欠損型であることを確認した。すべてのマウスは 24 ± 
1°C、湿度 55 ± 10%、12時間の明暗サイクルの条件下で飼育され、エサおよび水については自由に摂取
させた。すべての動物の扱いについては京都大学動物実験委員会の倫理ガイドラインに沿って実施され

た。すべての実験プロトコルは京都大学動物実験委員会の許可を得ている。 
 
細胞株培養、遺伝子導入  
 ヒト胎児腎細胞株（HEK293）を用いて、第二章と同様に培養した。遺伝子導入についても、
SuperFect®（Qiagen、Hilden、ドイツ）あるいは Lipofectamine® 2000（Life Technologies）を用いて
第二章と同様に行った。各 TRPA1プラスミドおよび PHDプラスミドに関しては京都大学大学院工学研
究科 森泰生 教授の研究室より御供与頂いた。 
 
DRG ニューロンの初代培養  
 6-8週齢の C57BL/6 Jマウスより両側の L1-L6の後根神経節を採取し、Hank’s平衡塩溶液（含有組
成（mM）；137 NaCl、5.4 KCl、0.34 Na2HPO4, 0.44 KH2PO4, 5.6 D-glucose, 2.4 HEPES、pH 7.4（NaOH
で調整））に 0.3% コラゲナーゼと 0.4%ディスパーゼを加えたものに入れて 37°Cで 1時間処理した。そ
の後パーコールを L15培地により 60%および 30%に希釈し、60%パーコール溶液、30%パーコール溶液、
酵素処理した細胞懸濁液の順で重層した後、1800 × gで 10分間遠心分離を行った。その後 30%パーコ
ール溶液と 60%パーコール溶液の界面に存在する細胞を回収し、8 mLの L15培地に再懸濁した後 1800 
× gで 5分間遠心分離を行い、その沈殿を 70 µLの DMEM培地（D6046、Sigma、10%ウシ胎児血清、
1% ペニシリン-ストレプトマイシン溶液含有）に懸濁し、ラミニンで処理したカバーガラスの上に播種
し、1日以上培養した後実験に用いた。 
 
細胞内 Ca2+濃度測定  
 第一章･第二章と同様に測定した。測定は 5秒毎に行った。冷刺激については SC-20デュアルインラ
イン溶液加熱/冷却装置と CL-100温度コントローラー（Warner Instruments）を用いて行った。薬物の
前処置については L-OHP（100 µM）、DMO（30 µM）、Pt(DACH)Cl2（30 µM）、DMOG（100 µM）、
グルタチオン（1 mM）、PBN（10 mM）については培養上清に fura-2のローディング前に 2時間加え
ることで、mitoTEMPO（10 µM）に関しては fura-2 のローディングと同時に行った。全ての前処置に
用いた薬物は測定前に Krebs-Ringer緩衝液を用いて洗い流した。解析については、冷刺激を行った実験
においては F340や F380がどちらも増加あるいは減少することで Ratio（F340/F380）に変化の生じた細胞

は無視し、冷刺激開始後 2分間での Ratio（F340/F380）の最大増加量を各細胞毎に評価した。それ以外の

実験においては、各細胞より得られた Ratio（F340/F380）を平均化し、薬物処置 5分以内における最大の
Ratio（F340/F380）増加量を評価した。各実験において TRPA1の発現確認は TRPA1アゴニストの AITC
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（100 µM）を最後に加えることで行った。 
 
電気生理学的測定  
 第二章と同様に測定した。ホールセルパッチクランプ法による実験には以下の溶液を用いた：灌流

液（数字は mM）；100 NaCl、2 CaCl2、10 HEPES、pH 7.4（NaOHで調整）、300 mOsm（D-マンニ
トールで調整）。電極内液；100 アスパラギン酸セシウム、5 BAPTA、1.4 グルコン酸カルシウム（遊離
Ca2+イオンが 30 nMになるように調整）、2 MgSO4、4 Na2-ATP、10 トリポリリン酸ナトリウム、pH 7.4
（CsOHで調整）、300 mOsm（D-マンニトールで調整）。灌流液から Ca2+イオンを除外する際には CaCl2

を加えず代わりに 1 mM EGTAを加えた。電流-電圧曲線は 0.2 Hzでランプパルス電圧を与えることに
よって取得し、それ以外の時間は膜電位を 0 mVで保持した。データは 3 kHzで取得した。インサイド
アウトパッチクランプ法による実験には以下の溶液を用いた：灌流液（数字は mM）；50 アスパラギン
酸セシウム、50 CsCl、10 EGTA、1 CaCl2（遊離 Ca2+イオンが 10 nMになるように調整）、1 MgCl2、

10 トリポリリン酸ナトリウム、10 HEPES、pH 7.4（CsOHで調整）、300 mOsm（D-マンニトールで
調整）。電極内液；100 CsCl、1 MgCl2、1 EGTA、10 HEPES、pH 7.4（CsOHで調整）、300 mOsm（D-
マンニトールで調整）。膜電位は−60 mVで固定し、データは 2 kHzで取得した。各実験において TRPA1
の発現確認は TRPA1 アゴニストの AITC（100 µM）を最後に加えることで行った。一部のデータ解析
には IGOR Pro software（Wave Metrics、Portland、OR）と Clampfit software（Molecular Devices、
Sunnyvale、CA）を用いた。 
 
細胞内過酸化水素濃度測定  
 細胞内 H2O2濃度測定は H2O2に対して選択性の高い蛍光指示薬である PG-1155,156を用いて行った。

冷刺激は氷上に 5分間静置することにより実施した。MitoTEMPO（10 µM）存在下または非存在下にて
PG-1（5 µM）含有培養液に細胞を浸し 30分間 37°Cで冷刺激前にローディングした。氷上に 5分間静
置することで冷刺激を行った後、細胞を 0.53 mM EDTA 含有 0.05%トリプシン溶液を用いて細胞を回
収・遠心沈降し、DMSOにより溶解した後もう一度細胞回収時の 2倍の回転数にて遠心分離を行い、そ
の上清を測定に用いた。測定には黒色 96穴プレートおよび FLEXステーション（Molecular devices）
を用い、室温にて測定を行った。励起光/蛍光の波長はそれぞれ 485 nm/525 nmに設定し、蛍光強度を
測定した。コントロール群は PG-1をローディング後 37°Cで 5分間静置した後にサンプルを回収した。 
 
イムノブロット法  
 イムノブロット法による解析ではHEK293の全細胞溶解液を用いることによって行った。35 mm デ
ィッシュ上で育てた細胞に各薬物を 24時間処置した後、RIPAバッファーを用いて回収した。その後サ
ンプルと等量のサンプルバッファー（100 mM Tris塩酸塩、20% グリセロール、4% ドデシル硫酸ナト
リウム（SDS）、12% 2-メルカプトエタノール、0.02% ブロモフェノールブルー）を混合した後、10% SDS
ポリアクリルアミドゲルを用いて展開した。その後タンパクを Immobilon-P PVDF 転写膜（Millipore）
に転写し、ブロッキングワンによりブロッキングを行った後、抗 HIF-1α マウスモノクローナル抗体
（1:200）または抗 βアクチンマウスモノクローナル抗体（1:10000）を含有した 10%ブロッキングワン
-TBS-T溶液に浸し 4°Cで一晩処理した。その後転写膜を軽く洗い、ペルオキシダーゼ結合型抗マウス IgG
ヤギ抗体抗体（1:10000）を含有した溶液に浸し 1 時間室温で処理した後、Immobilon ウェスタン化学
発光 HRP基質を用いて該当タンパクを発光検出し、ChemiDoc XRS（Bio-Rad、Hercμles、CA）を用
いて撮影、Quantity One software（Bio-Rad）にて画像を保存した。 
 
動物行動実験  
 全ての行動実験はブラインド試験により行われた。 

A) H2O2誘発疼痛様行動の評価 
H2O2誘発疼痛様行動の評価は、マウスに H2O2を足底内（i.pl.）投与することによって実施し
た。L-OHP、 DMO、Pt(DACH)Cl2、DMOGは 5%グルコース溶液に、HC030031は 3% DMSO
含有生理食塩水に、H2O2は生理食塩水にそれぞれ溶解した。雄性マウスに L-OHP（5 mg/kg）、 
DMO（1.7 mg/kg）、Pt(DACH)Cl2（4.8 mg/kg）、DMOG（400 mg/kg）または溶媒を腹腔内
（i.p.）投与し、その 1.5時間後 HC030031（100 mg/kg）または溶媒を腹腔内（i.p.）投与し、
その 30分後に H2O2（0.5%、20 µL）または溶媒を足底内（i.pl.）投与した。H2O2投与後 5分
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間に観察される足舐め行動、足振り行動、足囓り行動の継続累計時間を評価項目として使用し

た。DMOや Pt(DACH)Cl2の投与量は L-OHPの投与量を基に算出した。 
 

B) 冷刺激過敏行動の評価 
冷刺激過敏行動の評価は、コールドプレート試験によって実施し、ホット/コールドプレート無
痛覚計（Ugo Basile、Milan、イタリア）を用いた。雄性マウスに L-OHP（5 mg/kg）、DMOG
（400 mg/kg）または溶媒を i.p.投与し、その 1時間後に試験環境にマウスを慣化させた。慣化
開始 30分後、HC030031（100 mg/kg）、PBN（100 mg/kg）または溶媒を i.p.投与した。1時
間の慣化の後、マウスを透明なアクリル製円形外壁に囲まれた 5°Cのコールドプレートの上に
移動させ、その後 1 分間の冷刺激からの逃避行動を以下のように点数化してその総合点を評価
した：1点；足を上げる、後ずさり、2点；跳躍。 

 
統計解析  
 全てのデータは平均値 ± 標準誤差で表示した。統計処理は Student の t 検定もしくは、one-way 
ANOVAまたは two-way ANOVAの後 Tukey検定、Sidak検定または Bonferroni検定を用いて、Prism 
5あるいは Prism 7ソフトウェア（GraphPad Software）で解析した。危険率が 5％未満の際に統計学的
な有意差があると判定した。 
 
 

実験結果  
 
第一節  ヒト TRPA1のアゴニスト感受性に対する L-OHPおよびその代謝物の影響  

マウスやラットDRGニューロンに対してL-OHPを前処置するとTRPA1の反応性が増大（過敏化）
することから 153,154、ヒト TRPA1（hTRPA1）が L-OHP前処置によって過敏化するのかどうかを、
HEK293細胞を用いた強制発現系および fura-2を用いた細胞内Ca2+蛍光イメージング法によって検討し

た。hTRPA1発現 HEK293細胞を L-OHP（100 µM）で 2時間前処置した後に H2O2（10 µM）に対す
る反応性を検討したところ、L-OHPで前処置しなかった細胞と比べて前処置を行った細胞では H2O2（10 
µM）誘発[Ca2+]i上昇が有意に増大した（図 3-1A−C）。一方、H2O2（100 µM、1 mM）誘発[Ca2+]i上昇

には変化が無かった（図 3-1C）。また L-OHPは細胞内での活性酸素産生を促進することによって TRPA1
を開口させると報告されているので 157、L-OHP前処置による過敏化が L-OHPによって促進された活性
酸素によって引き起こされたのかを確認するために、L-OHP前処置時に ROS除去薬のグルタチオン
（GSH、1 mM）および PBN（10 mM）を同時に前処置した。しかし、どちらの ROS除去薬存在下で

図 3-1 L-OHP または代謝物
シュウ酸がヒト TRPA1 を過敏
化する  
 
hTRPA1 発現 HEK293 細胞を用い
fura-2 による[Ca2+]i 蛍光イメージン
グを行った。細胞を L-OHP （100 
µM）、 Pt （ DACH） Cl2 （30 µM ）、
DMO（30 µM）、ROS 除去薬のグル
タチオン（GSH、1 mM）または PBN
（10 mM）で 2 時間前処置した。
H2O2 を処置した時間は棒線により
表記した。D は L-OHP の代表的な
分解過程および DMO の構造を示
す。n = 29−47 細胞（A）、n = 5−12
（B）、n = 3−6（C）、n = 36−58 細胞
（E）、n = 6（F）、n = 44−57 細胞
（G）、n = 4（H）。N.S.：有意差無し、
*p < 0.05；***p < 0.001 vs 対照群
（Ctrl、白）。すべてのグラフは平均
値 ± 標準誤差で表記した。 
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前処置した場合でも、H2O2（10 µM）誘発[Ca2+]i上昇は

L-OHP単独で前処置した場合と同等であった（図 3-1A･B）。
L-OHPは生体内で白金を含む化合物（Pt(DACH)Cl2）とシ

ュウ酸に加水分解され（図 3-1D）、Pt(DACH)Cl2が慢性投

与による末梢神経障害に、シュウ酸が急性末梢神経障害に関

与することも報告されている 158。そこで次に、Pt(DACH)Cl2、

およびシュウ酸の細胞膜透過性アナログである DMOが
hTRPA1の H2O2感受性に対してどのような影響を及ぼす

のかを同様に検討した。Pt(DACH)Cl2（30 µM）で 2時間
前処置しても、前処置しなかった細胞と比べて H2O2（10 µM）
誘発[Ca2+]i上昇に変化は見られなかった（図 3-1E･F）。一
方、DMO（30 µM）で 2時間前処置すると、前処置しなか
った細胞と比べて H2O2（10 µM）誘発[Ca2+]i上昇は有意に

増大した（図 3-1 G･H）。以上より、ヒト TRPA1もマウス
TRPA1やラット TRPA1と同様に L-OHPによって過敏化
すること、さらにその過敏化には L-OHPに特徴的な代謝物
であるシュウ酸が関与することが明らかになった。 
 
第二節  ヒト TRPA1のアゴニスト感受性に対するプ
ロリン水酸化酵素阻害の影響  
 シュウ酸には 1-カルボキシ-2-オキソ構造があるが、こ
の構造は PHDを阻害する化合物に共通する 159。また PHD
は、HIFに存在するプロリン残基を常時水酸化することに
よって、HIFのユビキチン化とその後の分解を促進するこ
とが知られている 160。そこで L-OHPやシュウ酸の PHDに
対する作用について検討するために、HIF-1αのタンパク量
をイムノブロット法により調べた。HEK293細胞を L-OHP
（100 µM）、DMO（30 µM）、および PHD阻害薬の塩化コ
バルト（100 µM）で 24時間処置し、その細胞溶解液を用い
て検討したところ、HIF-1αの蓄積が観察された（図 3-2A）。
このことから、L-OHPやシュウ酸は PHD阻害作用を有す
る可能性が高いことが示された。 
 次に、PHD阻害によってヒト TRPA1が過敏化するの
かどうかを検討するために、PHD阻害薬の DMOG（100 µM）
で hTRPA1発現 HEK293細胞を 2時間前処置し、その後
H2O2（10 µM）に対する反応性を細胞内 Ca2+蛍光イメージ

ング法によって調べた。その結果、DMOGで前処置しなか
った細胞と比べて前処置をした細胞では H2O2（10 µM）誘
発[Ca2+]i上昇が有意に増大した（図 3-2B･C）。また、変異
のない hTRPA1（hTRPA1-WT）と PHDの標的部位である
ヒトTRPA1の394番目プロリン残基をアラニンへ置換した
変異体（hTRPA1-P394A）の H2O2感受性を比較したとこ

ろ、hTRPA1-P394AはhTRPA1-WTと比べてH2O2（10 µM）
誘発[Ca2+]i上昇が有意に大きいことが明らかになった（図

3-2D･E）。一方、H2O2（100 µM、1 mM）誘発[Ca2+]i上昇

は変化しなかった（図 3-2E）。さらに、H2O2以外の TRPA1
アゴニストを用いて hTRPA1-P394Aが hTRPA1-WTに比
べて過敏化するのかどうかを検討した。すると、AITC（0.3 
µM）に対する hTRPA1の反応性は hTRPA1-WTに比べて
hTRPA1-P394Aで有意に増大したが（図 3-2F）、メントー
ル（3 µM）および 2-APB（3 µM）に対する反応性に変化は

図 3-2 プロリン水酸化酵素の阻害に
よりヒト TRPA1 は過敏化する  
 
（A）HEK293 細胞を L-OHP（100 µM）、DMO
（30 µM）あるいは PHD 阻害薬の CoCl2（100 
µM）で 24 時間処置し、その後全細胞溶解液
を用いて western blotting を行い、HIF-1αの
細胞内蓄積量を検討した。（B−J）Fura-2 によ
る[Ca2+]i蛍光イメージングを行った。B･C･J で
は hTRPA1-WT 発現 HEK293 細胞を、それ
以外では hTRPA1-P394A 変異体を用いた。
J では hTRPA1-WT に加えて wtPHD2 あるい
は mutPHD2 を強制発現させた HEK293 細胞
を用いた。PHD 阻害薬の DMOG（100 µM）
は細胞に 2 時間前処置した。H2O2 を処置した
時間は棒線により表記した。n = 47−55 細胞
（B）、n = 4−8（C）、n = 43−46 細胞（D）、n = 
5−6（E）、n = 5（F）、n = 5（G）、n = 6（H）、n = 
5−6（I）、n = 5−7（J）。*p < 0.05 vs 対照群
（Ctrl、白）。すべてのグラフは平均値 ± 標準
誤差で表記した。 
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見られなかった（図 3-2G･H）。以上より、特定の TRPA1アゴニストに対して、hTRPA1-P394Aは
hTRPA1-WTと比べて過敏化していることが明らかになった。 
 第一節で L-OHPや DMOが hTRPA1を過敏化することがわかったので、その背景に PHD阻害作
用が関与するのかどうかを検討した。hTRPA1-P394A発現 HEK293細胞を L-OHP（100 µM）または
DMO（30 µM）で 2時間前処置し、H2O2（10 µM）に対する反応性を検討したところ、L-OHPまたは
DMOで前処置を行っても H2O2（10 µM）誘発[Ca2+]i上昇に変化は見られなかった（図 3-2I）。さらに、
hTRPA1-WTに加えて、ヒト PHD2（wtPHD2）または酵素活性のないヒト PHD2変異体（mutPHD2）
を過剰発現させた細胞を用いて検討した。L-OHP（100 µM）で 2時間前処置し、H2O2（10 µM）に対

表 3-1 ヒト TRPA1-WT およびヒト TRPA1-P394A 変異体の各条件における単一チャネルコンダクタ
ンスおよび開口確率  
 
図 3-3A の詳細な解析を行った。n = 13−14。*p < 0.05；**p < 0.01；***p < 0.001 vs 26°C basal の P394A、‡p < 0.01 

16°C H2O2 の WT。すべての値は平均値 ± 標準誤差で表記した。 

図 3-3 ヒト TRPA1-P394A 変異体は過酸化水素存在下において冷刺激感受性を有する  
 
hTRPA1-WT あるいは hTRPA1-P394A を強制発現させた HEK293 細胞を用いて、電気生理学的検討を行った。（A･
B）インサイドアウトパッチクランプにより膜電位-60 mV にて測定した。A は代表例であり、B では H2O2 処置による開口
確率（NPO）の変化を解析した。A に示した各条件における単一チャネルコンダクタンス、および NPO は表 3-1 に示した。
（C−E）ホールセルパッチクランプにより測定した。C では保持電位 0 mV で測定し、5 秒毎の±80 mV の電流密度（○）と
温度（▽）の経時変化および黒点にて示した時点の電流密度-電圧曲線の代表例を示した。H2O2 を処置した時間は棒線
により表記した。D では電流密度の変化値、E では示した温度での電流密度を解析した。n = 13−14（B）、n = 7−8 細胞
（D）、n = 8 細胞（E）。**p < 0.01；***p < 0.001 vs 同一温度条件の WT（白）、#p < 0.05；##p < 0.01。RT；室温。すべて

のグラフは平均値 ± 標準誤差で表記した。 
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する反応性を検討したところ、L-OHPで前処置を行っても H2O2（10 µM）誘発[Ca2+]i上昇に変化は見

られなかった（図 3-2J）。以上の結果より、PHDを阻害することによってヒト TRPA1は過敏化し、L-OHP
や DMO前処置によって観察されるヒト TRPA1の過敏化は、PHDの阻害を介して起こることが明らか
になった。 
 
第三節  ヒト TRPA1の冷刺激感受性へのプロリン水酸化機構阻害の関与  

第二節で示された PHD阻害によって過敏になったヒト TRPA1が冷刺激に対して応答するのかどう
かについて検討するために、まず hTRPA1-WTと hTRPA1-P394Aを比較した検討を行った。インサイ
ドアウトパッチクランプ法によってイオンチャネルに対する冷刺激の直接的な作用について検討したと

ころ、寒冷条件（16°C）において hTRPA1-WTと hTRPA1-P394Aの間に統計学的な差は認められなか
った（図 3-4A、表 1）。しかし、寒冷条件（16°C）で H2O2（0.1 µM）を還流したところ、hTRPA1-WT
の開口確率は変化しなかったが、hTRPA1-P394Aの開口確率は有意に増加した（図 3-4B）。また、H2O2

（0.1 µM）存在下かつ寒冷条件（16°C）において hTRPA1-P394Aは hTRPA1-WTと比べて有意に開口
確率が大きかった（図 3-3A、表 3-1）。一方、室温条件（26°C）では、hTRPA1-WTおよび hTRPA1-P394A
において H2O2（0.1 µM）による有意な開口確率の増加は観察されず（図 3-4B）、また H2O2（0.1 µM）
存在下・非存在下に関わらず hTRPA1-WTと hTRPA1-P394Aの間に統計学的な差異は認められなかっ
た（図 3-3A、表 3-1）。同様にホールセルパッチクランプ法でも検討したところ、H2O2（0.1 µM）存在
下において hTRPA1-P394A発現 HEK293細胞では hTRPA1-WT発現 HEK293細胞と比べて冷刺激誘
発電流が有意に大きく（図 3-3C･D）、液温が 17°Cの時に初めて有意差が見られた（図 3-3C･E）。以上
の結果より、hTRPA1-P394Aが冷刺激によって開口するためには ROSが必要であり、hTRPA1-P394A
は寒冷条件において室温条件よりもさらに ROSに対して過敏化することが示唆された。 

 hTRPA1-P394Aが冷刺激によって活性化するためには、ROSが必要であることが明らかになった。
そこで、冷刺激が細胞からの ROS産生を誘発するのかどうかを、H2O2選択的蛍光指示薬 PG-1を用い
て検討した。HEK293細胞を氷上に 5分間静置した後に細胞を回収し、その細胞溶解液を用いて H2O2

を測定したところ、37°C で 5分間静置し回収したサンプル（コントロール群）と比較して有意な H2O2

量の増大が観察された（図 3-4A）。さらに、ミトコンドリア指向性 ROS除去薬の mitoTEMPO（10 µM）
を 30分間前処置すると、氷冷刺激による H2O2産生は有意に抑制された（図 3-4A）。そこで、intactな
条件での hTRPA1-P394Aの冷刺激感受性を細胞内Ca2+蛍光イメージング法によって検討した。すると、

hTRPA1-P394A発現HEK293細胞では冷刺激によって[Ca2+]i上昇が観察され、この上昇はmitoTEMPO
（10 µM）を 40分間前処置することによって有意に抑制された（図 3-4C･D）。hTRPA1-P394Aで観察

図 3-4 プロリン水酸化から逃れることでヒト TRPA1 は ROS 依存的な冷感受性を獲得する  
 
（A）H2O2 高親和性蛍光指示薬 PG-1 を用いて、H2O2 の測定を行った。HEK293 細胞を氷上に 5 分間静置した後、細胞を
溶解して細胞内の H2O2 を測定した。ミトコンドリア指向性 ROS 除去薬の mito-TEMPO（10 µM）は氷上静置 30 分前より
30 分間ローディングした。n = 3。*p < 0.05 vs 無処置群（白）、###p < 0.001 vs 冷刺激群（黒）。（B−D）Fura-2 による
[Ca2+]i 蛍光イメージングを行った。B では hTRPA1-WT 発現 HEK293 細胞を、C では hTRPA1-P394A 変異体を用いた。
PHD 阻害薬の DMOG（100 µM）は細胞に 2 時間前処置した。Mito-TEMPO（10 µM）は fura-2 と同時にローディングし
た。B･C は fura-2 の蛍光強度比（上段）および温度変化（下段）の代表例を示す。n = 7−20 細胞（B）、n = 11−16 細胞
（C）、n = 45−75 細胞（D）。***p < 0.001 vs WT-無処置群（白）、##p < 0.01 vs WT-DMOG 処置群（黒）、$p < 0.05 vs 
P394A-DMOG 処置群（灰）。すべてのグラフは平均値 ± 標準誤差で表記した。 
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された冷刺激感受性が、PHDと無関係な点変異に由来す
る差である可能性を排除するために、hTRPA1-WTを用い
て同様に検討した。hTRPA1-WT発現 HEK293細胞は冷
刺激に対してほとんど反応しなかった（図 3-4B･D）。しか
し、DMOG（100 µM）で 2時間前処置した hTRPA1-WT
発現 HEK293細胞では冷刺激によって[Ca2+]i上昇が観察

され、この上昇は mitoTEMPO（10 µM）を 40分間前処
置することによって有意に抑制された（図 3-4B･D）。以上
より、PHD阻害条件下においてヒト TRPA1は冷感受性
を獲得すること、さらにその冷感受性には冷刺激によって

ミトコンドリアにより産生される ROSが重要であること
が明らかになった。 
 
第四節  マウス TRPA1に対するプロリン水酸化機構

阻害の影響  
第三節まではヒト TRPA1に着目した検討を行った。

一方、L-OHPの TRPA1に対する作用はマウスとラット
でも報告されている 153,154。そこで PHD阻害による
TRPA1の過敏化が他の動物種の TRPA1でも観察される
のかを、マウス TRPA1（mTRPA1）発現細胞を用いて検
討した。DMOG（100 µM）で mTRPA1発現 HEK293細
胞を 2時間前処置し、その後の冷刺激感受性を細胞内 Ca2+

蛍光イメージング法で調べた。mTRPA1発現 HEK293細
胞では、無処置の状態でも冷刺激による[Ca2+]i上昇が観察

されたが、この上昇は DMOG（100 µM）で 2時間前処置
すると有意に増大した（図 3-5A･B）。DMOG（100 µM）
で 2時間前処置した mTRPA1発現細胞で見られた冷刺激
誘発[Ca2+]i上昇は、ROS除去薬の PBN（3 mM）存在下
では部分的ではあるが有意に抑制された（図 3-5A･B）。ま
たインサイドアウトパッチクランプ法でも同様に検討し

た。寒冷条件（16°C）で H2O2（0.1 µM）を還流すると、
無処置の mTRPA1の開口確率に変化は見られなかったが、
DMOG（100 µM）で 2時間前処置した mTRPA1の開口
確率は有意に増加した（図 3-5C）。また、mTRPA1の室
温での H2O2（10 µM）に対する反応性は、DMOGで前処
置を行った細胞では前処置しなかった細胞と比べて、

H2O2（10 µM）誘発[Ca2+]i上昇が有意に増大した（図 3-5D）。
さらにマウスを用いた行動実験を行った。C57BL/6 Jマウ
スにDMOG（400 mg/kg、i.p.）投与 2時間後にH2O2（0.5%、
20 µL、i.pl.）を投与したところ、疼痛様行動が vehicle投
与群と比べて有意に増加し、この増加は TRPA1アンタゴ
ニストの HC030031（100 mg/kg、i.p.）の前投与によっ
て有意に抑制された（図 3-5E）。また、マウスを DMOG
（400 mg/kg、i.p.）投与 2時間後に 5°Cのコールドプレ
ートに乗せたところ、逃避行動が vehicle投与群と比べて
有意に増加し、この増加は HC030031（100 mg/kg、i.p.）
や PBN（100 mg/kg、i.p.）の前投与によって有意に抑制
された（図 3-5F）。以上より、ヒト TRPA1と同様にマウ
ス TRPA1も PHD阻害によって過敏化し、冷刺激に対し
ても ROSを介することで反応性が増大することが明らか
になった。 

図 3-5 プロリン水酸化酵素阻害によりマ
ウス TRPA1 は過敏化する  
 
（A−D）マウス TRPA1 発現 HEK293 細胞を用いて
fura-2 による[Ca2+]i 蛍光イメージング（A･B･D）ま
たはインサイドアウトパッチクランプ（C）を行った。
PHD 阻害薬の DMOG（100 µM）で細胞を 2 時間
前処置した。PBN はイメージング開始時より測定
溶液に処置した。A は fura-2 の蛍光強度比（上段）
および温度変化（下段）の代表例、B は冷刺激によ
る mTRPA1 発現細胞の fura-2 蛍光強度比の変
化、C は膜電位-60 mV において H2O2 を処置した
際の開口確率の変化、D は室温での H2O2 刺激に
よる mTRPA1 発現細胞の fura-2 蛍光強度比の変
化を示す。n = 8−19 細胞（A）、n = 39−96 細胞
（B）、n = 8−11 （ C）、n = 10−12 （D）。*p < 
0.05；**p < 0.01 vs 対照群（Ctrl、白）、#p < 0.05 
vs DMOG 処置群（黒）。（E･ F）WT マウスに
DMOG（400 mg/kg、i.p.）を投与した 2 時間後、
H2O2（0.5%、20 µL、i.pl）による疼痛様行動（E）ま
たは 5°C コールドプレート上での逃避行動（F）を評
価した。TRPA1 アンタゴニストである HC030031
（HC、100 mg/kg）および ROS 除去薬である PBN
（100 mg/kg）は行動実験開始 30 分前に i.p.投与
した。括弧内の数字は各群の例数を示す。*p < 
0.05；***p < 0.001 vs vehicle 投与群（白）、#p < 
0.05；##p < 0.01；###p < 0.001。すべてのグラフ
は平均値 ± 標準誤差で表記した。 
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また、マウス TRPA1に対する L-OHPや DMOの影響について、マウス初代培養 DRGニューロン
を用いて検討した。WTマウス由来の DRGニューロンに対して L-OHP（100 µM）または DMO（30 µM）
で 2時間前処置し、H2O2（100 µM）に対する反応性について調べたところ、L-OHPおよび DMOで前
処置を行った細胞では前処置を行わなかった細胞と比べて、H2O2（100 µM）誘発[Ca2+]i上昇が有意に増

大していた（図 3-6A−C･G）。一方、TRPA1-KOマウス由来の DRGニューロンの場合には、L-OHP（100 
µM）および DMO（30 µM）で前処置を行っても、前処置を行わなかった細胞との間に H2O2（100 µM）
誘発[Ca2+]i上昇に差は見られなかった（図 3-6D−F･H）。行動実験においても同様に検討し、マウスに
L-OHP（5 mg/kg、i.p.）または DMO（1.7 mg/kg、i.p.）投与 2時間後に H2O2（0.5%、20 µL、i.pl.）
を投与したところ、疼痛様行動が vehicle投与群と比べて有意に増加し、この増加は HC030031（100 
mg/kg、i.p.）の前投与によって有意に抑制された（図 3-6I）。一方、Pt(DACH)Cl2（4.8 mg/kg、i.p.）
を投与しても H2O2（0.5%、20 µL、i.pl.）投与による疼痛様行動に変化は見られなかった（図 3-6I）。ま
た、マウスを L-OHP（5 mg/kg、i.p.）投与 2時間後に 5°Cのコールドプレートに乗せたところ、逃避行
動が vehicle投与群と比べて有意に増加し、この増加は PBN（100 mg/kg、i.p.）の前投与によって有意

図 3-6 L-OHP または代謝物シュウ酸がマウス TRPA1 を過敏化する  
 
（A−H）WT（A−C･G）または TRPA1-KO（KO、D−F･H）マウス由来の DRG ニューロンを用いて、fura-2 による[Ca2+]i 蛍光
イメージングを行った。L-OHP（100 µM）または DMO（30 µM）で細胞を2 時間前処置した。TRPA1アゴニストの AITC（100 
µM）および TRPV1 アゴニストのカプサイシン（0.3 µM）は TRPA1 または TRPV1 発現細胞であるのかどうかの判定のた
めに処置した。KCl（50 mM）は細胞がニューロンであるのかどうかの判定のために処置した。A−F は各遺伝子型･各処置
群における fura-2 の蛍光強度比の代表例（WT マウス由来の細胞では TRPA1 陽性、TRPA1 陰性 TRPV1 陽性、TRPA1
陰性 TRPV1 陰性の 3 種類、TRPA1-KO マウス由来の細胞では TRPV1 陽性、TRPV1 陰性の 2 種類）、G･H は H2O2

刺激による蛍光強度比の変化を平均値 ± 標準誤差で表記した。n = 5−6（G）、n = 4−5（H）。*p < 0.05 vs 対照群（Ctrl、
白）。（I･J）WT マウスに L-OHP（5 mg/kg）、DMO（1.7 mg/kg）または Pt（DACH）Cl2（4.8 mg/kg）を i.p.投与した 2 時間後、
H2O2（0.5%、20 µL、i.pl）による疼痛様行動（I）または 5°C コールドプレート上での逃避行動（J）を評価した。TRPA1 アンタ
ゴニストの HC030031（HC、100 mg/kg）または ROS 除去薬の PBN（100 mg/kg）を行動実験開始 30 分前に i.p.投与し
た。括弧内の数字は各群の例数を示す。*p < 0.05；***p < 0.001 vs vehicle 投与群（白）、#p < 0.05。図は平均値 ± 標準
誤差で表記した。 
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に抑制された（図 3-6J）。以上より、マウスにおいて観察される L-OHPを介した冷刺激過敏応答には、
マウス TRPA1が L-OHPによって ROSに対して過敏化することが関与することが明らかとなった。 
 
 

考察  
 

本章において私は、PHD阻害条件下でヒト TRPA1が過敏化すること、過敏化した TRPA1が冷刺
激によってミトコンドリアより産生される ROSによって活性化され、間接的に冷刺激に対して応答でき
るようになることを明らかにした。さらに、L-OHPおよびその代謝物であるシュウ酸が PHD阻害作用
を有し、それによって L-OHPに特徴的な副作用である冷刺激過敏応答が起こることを明らかにした（図
3-7）。 

本章において、冷刺激によってミトコンドリアから ROSが産生されることが示唆されたが、その分
子メカニズムは定かではない。冷刺激がミトコンドリアからの ROS産生を促すことは、筋細胞 161や褐

色脂肪組織 162、足底組織 163において報告されている。マウス足底においては冷刺激感受性のある TRPA1
の活性化がミトコンドリアからの ROS産生に寄与することが示されているが 163、他の組織やヒトにお

いてどのようなメカニズムを介するのかはわかっていない。ミトコンドリアからの ROS産生にはミトコ
ンドリア膜間電位差が大きくなることや 164、[Ca2+]mitoが大きくなることが関与すると報告されているの

で 87、冷刺激によってミトコンドリアのこれらの指標に変化が生じていると考えられるが、その詳しい

分子機構の解明には更なる検討が必要である。 
本章において、PHD阻害による TRPA1の ROS（H2O2）や AITCに対する反応性は増大したが、

メントールや 2-APBに対する反応性に変化は見られなかった。このことは、TRPA1の複雑な活性化機
構に起因すると考えられる。AITCは TRPA1の N末端アンキリンリピートドメインに存在するシステイ
ン残基およびリジン残基に共有結合して TRPA1を活性化し 143,144、ROSも TRPA1の N末端アンキリ
ンリピートドメインに存在するシステイン残基同士のジスルフィド結合の形成を促進することによって

TRPA1を活性化すると考えられている 137,138。一方、メントールによる TRPA1の活性化には TRPA1
の第 5膜貫通領域に存在するバリン残基が重要であることが知られている 165。2-APBによる TRPA1の
活性化機構は明らかではないが、システイン残基の寄与がほとんど無いことや 142,144、他の TRPチャネ
ルである TRPV3を 2-APBによって活性化するためには、N末端側に存在するヒスチジン残基および C
末端側に存在するアルギニン残基が重要であることが報告されている 166。本章で PHD阻害による影響
を受けたのはシステイン残基が関与する AITCと ROSによる活性化であったことから、PHD阻害によ
って TRPA1のシステイン残基への修飾に依存した活性化が増強されると考えられる。PHD阻害による
TRPA1の過敏化の詳細なメカニズムは不明であるが、TRPA1の反応を変化させる分子機構は他にも報
告されており、例えばプロテインキナーゼ Aやホスホリパーゼ C167、マウス TRPA1のスプライスバリ
アント体である TRPA1b148、アネキシン A2168については TRPA1の膜上発現量を制御することが、
TRPV1169や TMEM100 170は TRPA1のチャネル活性に直接的な影響を与えることが報告されている。
本章の L-OHPによる前処置や hTRPA1-P394Aを用いた検討において H2O2（10 µM）誘発[Ca2+]i上昇

は有意に増大したのに対して、H2O2（100 µM、1 mM）誘発[Ca2+]i上昇には変化が無かったことから、

PHD阻害による TRPA1の過敏化は高用量アゴニストによる[Ca2+]i最大上昇量が変化するような膜上発

現量の変化ではなく、TRPA1への直接的な影響を介すると考えられる。しかし、膜上発現量が増加して
も高用量アゴニストによる[Ca2+]i最大上昇量に変化が見られないこともあり 168、PHDの高度な阻害に
よる TRPA1の活性化には、TRPA1の膜上発現量の増大が関与することも示されているので 142、今後更

なる詳細な検討が必要である。 
TRPチャネルの多くには温度感受性があり、動物が外界の温度を感じる際に極めて重要な役割を担

っている。例えば、侵害的な熱刺激には TRPV1171や TRPM3172が、非侵害的な温覚には TRPV3173や

TRPV4174、TRPM2175が、非侵害的な冷覚には TRPM8176–178が関与することが、それぞれの遺伝子欠損

マウスを用いた研究でわかっている。また TRPチャネル以外のイオンチャネルが動物の温度感覚に重要
であることも報告されている。例えば、アノクタミン 1チャネル（TMEM16A）が侵害的な熱刺激の感
知に重要であり 179、同じ侵害的熱刺激センサーである TRPV1と共同して働くことや 180、K2P2.1が高温
になると活性化し 181、非侵害的な熱刺激に対する感受性を抑制すること 182、K2P9.1が TRPM8陽性感
覚神経に発現しており、非侵害的な冷刺激に対する感受性を抑制することが報告されている 183。しかし、

侵害的な冷刺激をどのように感知するのかについてはわかっていない。TRPA1はもともと侵害的冷刺激
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に対するセンサーとして同定され 134、その後カエル卵母細胞を用いた電気生理学的検討によってマウス

とヒトの TRPA1が冷感受性を示すことがわかった 135。しかし、TRPA1-KOマウスを用いた検討におい
て、TRPA1が冷感受性に関わるとする報告 139と関わらないとする報告 147が同年に示された。その後、

Chenらの報告 149において、ヒト TRPA1やマウス TRPA1をはじめとするさまざまな動物種の TRPA1
が比較され、ヒトやアカゲザルの TRPA1には冷感受性が無く、マウスやラットの TRPA1には冷感受性
があることが証明された。しかし近年になってヒト TRPA1を人工脂質膜に再構築すると冷感受性を示す
ことも報告され 151、ヒト TRPA1の冷感受性は再度検証されるべき課題となった。本章における TRPA1
の基本的な冷感受性に関する解析では、Chenらの報告 149と同様に、マウス TRPA1には冷感受性があ
りヒト TRPA1はないことが示された。しかし、PHDを阻害すると、冷刺激によりミトコンドリアによ
って産生された ROSを介して、ヒト TRPA1は間接的に冷刺激に対して感受性を持つようになることが
明らかになった。またインサイドアウトパッチクランプ法による検討では、hTRPA1-P394Aが冷刺激に
よって ROSが無い条件においても、軽度ではあるが統計学的に有意な開口確率の上昇を示した。ヒト
TRPA1の冷感受性を肯定したこれまでの報告は、カエル卵母細胞を用いたものや 135、人工的な再構成

系を用いたものなので 151、これらの実験系ではヒト TRPA1のプロリン残基が十分に水酸化されておら
ず、その結果通常では見えないようなヒト TRPA1の冷感受性が観察された可能性もある。TRPA1に関
連する遺伝性疾患の一つに家族性遺伝性疼痛症候群がある 150。この疾患では冷痛覚過敏が生じることも

知られているが、その原因となるヒト TRPA1の点変異部位は、本章において着目したプロリン残基とは
異なる。この遺伝性疾患に PHD阻害による TRPA1の過敏化メカニズムが関与するのかどうかについて
は今後更なる検討が必要である。また、バージャー病 184やレイノー病 185などの血流障害を併発するよ

うな疾患においても、冷知覚過敏が生じることが知られている。本章で示された TRPA1の PHD阻害に
よる過敏化は末梢組織において低酸素状態となるような疾患での冷知覚過敏にも関与する可能性もある

ことから、今後の検討が期待される。 
イオンチャネルが温度により活性化する機構については、温度変化により膜構造に変化が起こると

いう仮説やイオンチャネルそのものが温度変化の影響を受けるなど、さまざまな仮説があるが、結論に

は至っていない 186。現在はイオンチャネルそのものが温度変化の影響を受けるという考え方が最も有力

であり、最近温度感受性の無い KV1.2/2.1キメラチャネルの膜貫通領域に対して点変異を加えアミノ酸残
基の親水性を変えることによって、膜の脂質とアミノ酸残基との親和性が温度依存的に変化するように

なり、KV1.2/2.1キメラチャネルに対して熱感受性や冷感受性を付与することに成功した報告もある 187。

しかし、本章で明らかにしたヒト TRPA1の冷感受性は、イオンチャネルに対する冷刺激の直接的な作用
に由来するものではなく、冷刺激によって細胞内に生じた変化（ミトコンドリアからの ROS産生）をイ
オンチャネルが感知するという、従来はあまり考えられてこなかった温度刺激によるイオンチャネルの

活性化機構に由来していた。今のところ動物が冷侵害刺激を感知する仕組みはわかっていないが、本章

のような温度刺激による間接的なイオンチャネル活性化メカニズムを今後解き明かしていくことにより、

冷侵害刺激を感知するメカニズムが明らかになるかもしれない。TRPA1の温度感受性に関してマウスや
ラットでは冷感受性がありヒトでは温度感受性がないことは前述したが、ニワトリ 188やトカゲ 189、ヘビ
190、カエル 189、ショウジョウバエ 191、蚊 192では熱感受性が、線虫では冷感受性があり 193、ゼブラフィ

ッシュでは温度感受性が無いなど 194、動物種によって多種多様であることが知られている。TRPA1の
温度感受性を制御するメカニズムについて、アンキリンリピートの関与が示唆されている。例えば、マ

ウス TRPA1の N末端から第 6番目のアンキリンリピートのセリンをアスパラギンに変異することによ
って、マウス TRPA1の冷感受性には影響を与えずに熱感受性を付与できることや 195、ヘビまたはショ

ウジョウバエ TRPA1のN末端から第 10〜15番目のアンキリンリピートをヒト TRPA1のものに置換す
ると、ヘビやショウジョウバエ TRPA1の熱感受性が失われることが報告されている 196。またマウス

TRPA1197やヒト TRPA1152の冷感受性については、AITC や ROSの存在下で増強されることも報告さ
れている。本章において着目したプロリン残基は第 10番目のアンキリンリピートに存在しており、冷刺
激によって産生される ROSがヒト TRPA1の冷感受性を制御する上で重要な役割を果たしていた。ヒト
TRPA1の活性制御メカニズムが今後さらに解明され、動物種間で TRPA1の温度感受性に差が生じる理
由が明らかになることで、TRPA1にとどまらず、イオンチャネル全般の温度感受性の分子メカニズムの
解明につながる可能性がある。 

本章においては、L-OHPによる急性末梢神経障害にのみ着目して検討を行った。一方、L-OHPや
他の抗がん剤の慢性投与によって発症する末梢神経障害にも TRPA1が関与することが報告されている。
例えば、ビンクリスチンの長期投与によって起きる末梢神経障害では、CX3CR1を発現する単球によっ



 

 32 

て産生された ROSが TRPA1を刺激することや 124、パクリタキセルの長期投与によって生じる末梢神経

障害ではカルシトニン遺伝子関連ペプチド（CGRP）の放出が亢進しており、それに TRPA1や ROSが
関与すること 198、シスプラチンや L-OHPの長期投与によって起きる末梢神経障害では、シスプラチン
投与によって産生された ROSが TRPA1を刺激することで惹起されることが報告されている 157。これら

の慢性投与によって発症する末梢神経障害は、主に機械的な刺激に対する過敏化である。TRPA1は機械
刺激感受性を有し 139、神経障害モデル動物を用いた検討において機械刺激痛覚過敏に TRPA1が関与す
ることも多数報告されている 139,148,199,200。多くの抗がん剤慢性投与による末梢神経障害では、冷刺激過

敏応答は観察されないことから、本章で明らかになった PHD阻害による TRPA1の過敏化が関与してい
る可能性は低い。しかし本章で明らかにした分子機構以外の、多くの抗がん剤に共通した TRPA1過敏化
メカニズムが存在し、それによってヒトを含む動物の機械的刺激に対する過敏化が生じるのかも不明で

ある。TRPA1の抗がん剤誘発末梢神経障害に対する影響やその分子メカニズムについては今後更なる検
討が必要である。 

結論として、本章における成果は、ヒト TRPA1が PHD阻害条件において過敏化し、その結果冷刺
激より産生されるミトコンドリア由来の ROSを感知することができるようになり、ヒト TRPA1が間接
的な冷感受性を獲得することを明らかにしたものであり、さらに臨床上問題となる L-OHP誘発急性末梢
神経障害（冷刺激過敏応答）の分子メカニズムの一端を明らかにしたものである。 

 

 
図 3-7 プロリン水酸化酵素阻害を介した TRPA1 冷感受性獲得機構  
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総括及び結論  
 
本研究において私は、ROSシグナリングにおける TRPチャネル制御機構に関して検討を行い、以下の新
規知見を得た。 
 
第一章 

• LPS と IFNγ でミクログリアを処置すると、細胞内 Ca2+濃度の上昇が観察され、この上昇は

TRPM2や NADPHオキシダーゼ依存的であった。 
• LPSと IFNγで処置することにより産生される一酸化窒素は、TRPM2に一部依存しており、

TRPM2の下流のシグナル伝達経路として p38 MAPKや JNK/SAPKの関与が示唆された。 
 
第二章 

• TRPV1がマウスミクログリアのミトコンドリアに存在していた。 
• TRPV1を活性化することでミトコンドリアの脱分極および ROS産生が起こり、ミクログリア

の遊走が観察された。 
• 内因性 TRPV1アゴニストの候補としてエンドバニロイドが示唆された。 
 

第三章 
• PHDが阻害される条件において、ヒト TRPA1の ROSに対する反応性が増大（過敏化）した。 
• 冷刺激によってミトコンドリアにより産生される微量な ROSは、通常時のヒト TRPA1を活性

化できなかったが、上記の機構で過敏化したヒト TRPA1 を活性化できた（間接的な冷感受性
の獲得）。 

• マウス TRPA1においても同様の過敏化現象が観察された。 
• オキサリプラチンや代謝物シュウ酸には PHD阻害作用があるので、臨床上問題となる L-OHP

誘発冷刺激過敏応答のメカニズムとして、上記ヒト TRPA1 の過敏化および間接的な冷感受性
の獲得が関与しうることが示唆された。 

 
以上、本研究の成果は、さまざまな場面における ROSシグナリングの制御機構として TRPM2、TRPV1
および TRPA1 チャネルが重要な役割を果たすことを示すものであり、ROS シグナリングの生体におけ
る新たな生理学的・病態生理学的な意義を明らかにし、その中で TRPチャネルの重要性を提唱するもの
である。これらの成果はまた、ROS シグナリングが関与する神経疾患の新たな治療薬の創製に有用な知
見を提供するものである。 
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