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1．はじめに
消化管は消化管上皮を隔てて外界と接してお

り，口から入ってきた食物などの情報を感知す
るとともに，その情報に応答する独自の神経系
や免疫系を有している．このシステムが正常に
機能している場合は，それほど意識にのぼらず
サイレントであるが，異常をきたすと，痛覚過
敏や免疫異常を生じ，逆流性食道炎や潰瘍性大
腸炎などの原因になると考えられる．
この情報感知に関与する消化管の感覚は，大

きく内在神経系（intrinsic primary afferent neu-
rons：IPAN）と外来神経系（external primary
afferent neurons：EPAN）の二つの系からな
り，前者は刺激に対する腸管運動の発生に，後
者は刺激に対する痛みなど，有意識性内臓感覚
の惹起に寄与していることが知られている1）．
さらに感覚の仕組みは消化管の部位によっても
異なり，食道では皮膚と同様に上皮下に存在す
る自由神経終末が感覚に関与しているのに対し
（食道型），腹部消化管である胃，小腸および
大腸では，自由神経終末に加え，上皮内に散在
する胃腸内分泌細胞（enterochromaffin cells：
EC細胞）がその感覚に重要であるとされてい
る（胃腸型）2）．しかしながら，Arai らのヒト
大腸におけるEC細胞の観察によれば，EC細
胞の数は上皮細胞全体の約1％と少ない上に，
その半数が腸陰窩の深部に集中しており3），EC

細胞が，管腔の表層に存在する刺激物質，ある
いは管腔内を速やかに移動する刺激物質の情報
を十分に監視できているかは疑問である．
近年，新たな感覚の仕組みが提唱されてきて

いる．これによれば，上皮細胞は様々な刺激に
応答し，ATPなどの神経伝達物質様の物質を
放出することにより，その情報を感覚神経に伝
達しているというものである．これまで消化管
の上皮細胞は，食道においては保護機能，腸管
においては分泌および吸収機能に特化している
と考えられがちであったが，これら消化管上皮
細胞に感覚の機能を担うセンサー分子が発現し
機能していることを証明できれば，消化管の感
覚に新しい概念をもたらす可能性がある．
上記の背景を踏まえて，本稿では体性感覚に

関わる後根神経節細胞から単離されたTRPV
（transient receptor potential vanilloid）チャ
ネルファミリーの消化管上皮における発現につ
いて我々の実験から得られたデータを紹介する
とともに，TRPチャネルファミリーの消化器
系で果たす役割について考察する．

2．TRPV（transient receptor potential va-
nilloid）チャネルファミリーと消化管
での発現

TRPチャネルは1989年光受容に異常を示す
ショウジョウバエの変異体から発見された遺伝
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子で，哺乳動物では，遺伝子の相同性から，
TRPC（TRP canonical），TRPV（TRP vanil-
loid），TRPM（TRP melastatin），TRPML（TRP
mucolipin），TRPP（TRP polycystic：または
PKDとも呼ばれる），TRPA（TRP ankyrin）
の六つのファミリーに分類されている4）．TRPV
チャネルファミリーは，TRPV1（カプサイシ
ン受容体）およびこれに相同性の高いTRP
チャネル群であり，これらはさらに温度感受性
をもち thermoTRPファミリーに属すTRPV1
～TRPV4と生体カルシウム調節に関与する
TRPV5とTRPV6に分類される．恒常的活性型
の後者に対して，TRPV1～TRPV4はリガンド
作動性の非選択性陽イオンチャネルであり，刺
激に応答して細胞内カルシウムの濃度を上昇さ
せる．またこれらは，温かさや熱さという温度
刺激ばかりか，機械刺激や構造の異なった複数
のリガンドによっても活性化され，その中には
消化管に作用する生理活性物質も含まれてい
る．例えばTRPV1は感覚神経特異的に発現
し，痛みや唾液・胃液の分泌を引き起こす唐辛
子の主成分のカプサイシンによっても活性化さ
れ，痛覚受容体としても機能している5）．また，
TRPV3は消化促進や抗炎症作用を持つハーブ
（オレガノ，クローブ，タイムなど）の成分と
して知られる carvacrol や thymol などに応答
する6）．加えて，これらはアラキドン酸やプロ
スタグランディンE2（PGE2）などの炎症関連メ
ディエーターにより感作され，炎症性痛覚過敏
との関係が示唆されている．しかしながら，
TRPV1を除いた thermoTRPファミリーの消
化管における発現については不明であった．そ
こで我々は，マウスの消化管（食道，前胃，胃，
十二指腸，近位結腸および遠位結腸）から全
RNAを抽出し，TRPV1～TRPV4の特異的な
プライマーを用いRT-PCR反応を行った．そ
の結果，図1に示すように，遺伝子ごとに異なっ
た発現パターンが得られた．興味深いのは，1）
遠位結腸にのみ明確なTRPV3遺伝子断片の増
幅を認めたこと，2）食道および前胃に
TRPV4の遺伝子断片の増幅が著しいこと，で
あり，我々はこれらについてさらに解析を進め

た．

3．遠位結腸における TRPV37）
大腸は主に水分の吸収を担う臓器で，大腸上

皮の表層には吸収上皮細胞（absorptive cells）
が観察される．また便から粘膜を保護するため
に発達した粘液分泌細胞（杯細胞：goblet cells）
が陰窩壁に沿って多数みられ，陰窩中部～深部
にかけてEC細胞や幹細胞が散見される（図2
A）．我々はまずRT-PCR反応の結果を確認す
るため，TRPV3のmRNAの局在をTRPV3に
特異的なRI プローブを用いた in situ ハイブリ
ダイゼーション法にて検討した．TRPV3の
mRNAのシグナル粒子は，近位結腸ではほと
んど認められず，遠位結腸の上皮表層に豊富に
認められた（図2B）．遠位結腸においてもこ
れ以外の組織構造に明確なmRNAの陽性反応
は観察されなかったので，TRPV3mRNAは遠
位結腸上皮の表層の細胞に限局して発現してい
ることが明らかとなった．さらにTRPV3に対
する特異抗体を用いて蛍光免疫染色を行ったと
ころ，近位結腸に免疫陽性反応はみられず，遠
位結腸の上皮表層にのみ陽性反応を認めた（図
2C）．
TRPV3は，TRPV1やTRPV2と同様，2-APB

図1 マウス消化管各部における thermoTRP
チャネルの遺伝子発現
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（2-aminoethoxydiphenyl borate）に反応する
とともに，carvacrol にも応答し，細胞内カル
シウムの上昇を引き起こす．そこで，マウス遠
位結腸上皮の初代培養細胞を用いてカルシウム
イメージングを行ったところ，全体の約15％の
細胞に2-APBおよび carvacrol に対する濃度依
存的なカルシウム応答が観察された（図3A）．
しかしながら，2-APBや carvacrol は TRPA1
という別のTRPチャネルも活性化することが
知られていたため，TRPA1の関与について
TRPA1の代表的なアゴニストであるAITC（al-
lyl isothiocyanate）でも刺激してみた．その結
果，カルバクロールに応答し，かつAITCに

応答する細胞は認められなかった（図3B）．
以上より，遠位結腸上皮の一部の細胞には
TRPV3チャネルが機能発現していると考えら
れた．
それでは，TRPV3を発現している細胞は大

腸上皮のどの細胞種であろうか？我々は，大腸
の陰窩構造を保存した器官培養組織を用いてカ
ルシウムイメージングを行い，carvacrol に応
答する細胞は上皮の表層に位置する細胞である
ことを見いだした（図3C）．さらに，これら
の細胞は刺激に反応してどんな細胞応答を引き
起こすであろうか？ATPは近年注目されてい
る傍分泌メディエーターであり，腸管機能にも
重要であることが示唆されていた．そこで，同
組織を用いて carvacrol に対するATPの放出
を検討した．図3Dに示すように遠位大腸組織
は carvacrol の刺激によりATPを放出し，こ
れはカルシウムイオノフォアであるイオノマイ
シンの刺激でも観察された．従って，このATP
放出にはカルシウムシグナリングが重要であ
り，TRPV3はこの機構の一担い手であること
が確認された．

図3 マウス遠位結腸におけるカルシウムイメー
ジング（Ａ～Ｃ）とATPアッセイ（Ｄ）

（Ａ，Ｂ）マウス遠位結腸の初代培養細胞におけ
る fura-2を用いた二波長励起一波長測光によるカ
ルシウムイメージングの代表的な応答例．AITC：
TRPA1アゴニスト，RuR：ルテニウムレッド
（TRPVチャネルブロッカー）．（Ｃ）遠位結腸の
陰窩構造を保持した状態でのカルシウムイメージ
ングによる結果の一例．Distal crypt：陰窩深部．
上皮表層にある細胞が carvacrol に応答し白く光っ
ている．（Ｄ）ルシフェリンールシフェラーゼ反応
によるATPアッセイの結果（＊p＜0．01）

図2 マウス大腸におけるTRPV3の発現
（Ａ）マウス結腸の組織構造（ヘマトキシリンー
エオジン染色）ａ：absorptive cells（吸収上皮細
胞），ｇ：goblet cells（杯細胞）．杯細胞が並んで
いるこの領域を陰窩（crypt）という．
（Ｂ）マウス遠位結腸におけるTRPV3mRNA（メッ
センジャーRNA）の分布．TRPV3mRNAと同一
の配列をもつ sense プローブではみられず，相補
的な配列をもつ anti-sense プローブで認められる
黒色粒子がTRPV3mRNA．
（Ｃ）マウス結腸におけるTRPV3タンパクの局在．
間接蛍光抗体法による免疫組織化学写真．近位結
腸（Proximal）では陽性反応はみられず，遠位結
腸（Distal colon）の上皮表層に免疫陽性反応が認
められる．観察された陽性反応は，TRPV3の特異
ペプチド抗原による抗体吸収試験（＋peptide）を
実施した標本ではみられないことから，この陽性
反応がTRPV3タンパクの局在を示していると考え
られる．スケール50µm
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4．食道における TRPV48，9）
前項にてEC細胞が関わる胃腸型の消化管感

覚に上皮細胞が関与することが示唆されたの
で，次に食道型の感覚について検討した．食道
は，伸展などの機械刺激により電気的な興奮を
引き起こし，この応答には食道のAuerbach 筋
間神経叢の IGLE（intraganglionic laminar end-
ing）が関与することが知られている．IGLEに
は P2X3受容体（ATP受容体の一つ）が発現
し10），このノックアウトマウスで機械刺激に対
する電気的興奮が減弱することから11），機械刺
激に応答して放出されたATPがこの感知機構
に重要であることが示唆されていたが，この
ATPの由来は長らく不明であった．そこで我々
は，食道において，機械受容器候補であり，か
つ，その刺激によりATPを放出する可能性の
ある thermoTRPの解析を行った．
はじめに，RT-PCRによりマウス食道におけ

る thermoTRPの発現解析を行い，TRPV1，
TRPV2ならびにTRPV4の遺伝子断片の増幅を
確認した（図1）．中でもTRPV4は，シェア
ストレスや低浸透圧など，様々な機械刺激によ
り活性化されるとの報告があったので，この分
子を中心に解析した．まずマウス食道における
TRPV4mRNAの局在をジゴキシゲニン（DIG）
プローブを用いた in situ ハイブリダイゼー
ション法にて検討したところ，陽性反応を示す
シグナルが食道上皮の浅層を除く中層から深層
に認められた（図4A）．特に基底層で強く，
抗TRPV4抗体を用いた蛍光免疫染色でも同様
の結果が得られた（図4B）．さらに解析を進
めるためにヒトの食道組織および正常ヒト食道
上皮細胞の細胞株であるHET-1A細胞でも同
様の解析を行ったところ，TRPV4タンパクは
ヒト食道上皮の基底層（図4C）およびHET-1
A細胞（図4D）にも発現していることが明ら
かとなった．
次に，マウス食道上皮細胞およびHET-1A

細胞を用いて，TRPV4の機能的な発現をカル
シウムイメージングにて解析した．TRPV4の
アゴニストとして知られる4α-PDD（4α-phorbol
12，13-didecanoate）に対する応答性を観察し

たところ，両細胞種ともに4α-PDDに対する濃
度依存的なカルシウム応答が認められ，これは
TRPVチャネルのブロッカーであるルテニウ
ムレッド（RuR）により有意に抑制された（図
5Aと B）．この4α-PDD誘発性のカルシウム
応答は，TRPV4に特異的な siRNAを導入した
HET-1A細胞ではほとんど観察されないことか
ら，4α-PDDによる活性化にはTRPV4が重要
であることが確認された．
それでは，このTRPV4の活性化がATP放

出を引き起こすのか？またそうだとすると，ど
のような経路を介して起こるのだろうか？我々
はマウス食道上皮細胞およびHET-1A細胞を
用いてATPアッセイを行うとともに，HET-1
A細胞を用いてATPが放出される経路につい
ても検討した．その結果，両細胞種ともに4α-
PDD刺激によりATPの放出が引き起こされ
ること，この放出はRuRの同時処理により有
意に抑制され（図5CとD），さらにTRPV4に

図4 食道におけるTRPV4の発現
（Ａ，Ｂ）マウス食道におけるTRPV4mRNA（Ａ）
およびタンパクの分布（Ｂ）．（Ｃ）ヒト食道にお
けるTRPV4タンパクの分布．SBL：上皮基底上
層，BL：上皮基底層．（Ｄ）正常ヒト食道上皮細
胞の細胞株HET-1A細胞におけるTRPV4タンパ
クの分布．＋peptide：TRPV4に特異的なペプチド
抗原を用いた抗体吸収試験の染色像．スケール（Ａ）
12．5µm（Ｂ，Ｃ，Ｄ）50µm
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特異的な siRNAを導入したHET-1A細胞で
は，ATP放出がほとんど起こらないことが明
らかとなった（図5D）．加えて，RT-PCRの
解析や種々のブロッカーを使った薬理学的な実
験により，pannexin1と呼ばれるギャップ結合
ヘミチャネルがこのATP放出に関与している
ことが確認された8）．以上より，マウスおよび
ヒト食道上皮細胞には機能的なTRPV4が発現
し，その刺激によりATPが放出されることが
明らかとなった．従って，食道における機械刺
激応答は，一部，上皮細胞に発現している
TRPV4によっても伝達されている可能性があ
る．

5．考 察
二種の消化管感覚系（胃腸型と食道型）の両

者において，一般的な上皮細胞（結腸では吸収
上皮細胞，食道ではケラチノサイト）に感覚セ
ンサー分子（それぞれTRPV3とTRPV4）が
発現し，その活性化によりATPが放出される
ことを証明した．これらATPが関与する感覚

センサーの役割は今後さらに解析を行い明確に
する必要があるが，現在は3つの可能性が考え
られる．
1）上皮細胞への関与
遠位結腸において，管腔内ATPは上皮細胞

のK＋の分泌を促す効果に加え12），Na＋吸収を
抑制しているとの報告があり13），TRPV3チャ
ネル活性化は，上皮細胞の分泌ならびに吸収機
能をオートクラインに修飾している可能性があ
る．加えて，ATPは上皮細胞の分化や増殖に
関わっているとの報告もある14）．実際，我々も
TRPV4がHET-1A細胞の増殖を制御している
可能性を見いだしている8）．
2）免疫応答への関与
呼吸器系や消化器系で細胞外ATPの免疫応

答への関与が近年報告されている．呼吸器系で
は，細胞外ATPは樹状細胞を活性化すること
によりぜんそく性の炎症の惹起や維持に関わっ
ているとの指摘がある15）．一方，消化器系では，
Atarashi らが，細胞外のATPが粘膜固有層の
TH17細胞の分化を駆動し，腸管の炎症性疾患
に関わっていることを報告している16）．興味深
いことに，マウスでは自然発症性の皮膚炎を引
き起こすDS-Nh マウスが存在し，これは皮膚
表皮のケラチノサイトにも発現している
TRPV3の573番目のグリシンがセリンに置換す
ることによるTRPV3の過活動が原因であるこ
とが分かっている17，18）．今後TRPV3と潰瘍性
大腸炎等の炎症性腸疾患との関連を調査する必
要がある．
3）神経伝達物質としての役割
ATPが神経伝達物質として働いている可能

性が指摘されている．後根神経節（DRG）細
胞とケラチノサイトの in vitro 共培養系では，
TRPV3のアゴニスト刺激によりケラチノサイ
トからATPが放出され，それがDRG細胞を
活性化することが既に報告されている19）．一
方，腸管の伸展標本にて管腔面にATPを投与
すると，腸管内神経活動が認められる20）．しか
しながら，in vivo の環境に近い実験が少なく，
今後，TRPチャネル刺激→ATP放出→ニュー
ロンの活性化を同一組織内で一連の反応として

図5 マウス食道上皮ならびにHET-1A細胞にお
けるカルシウムイメージングとATPアッセ
イ

（Ａ，Ｂ）マウス食道上皮細胞（Ａ）およびHET-
1A細胞（Ｂ）における fura-2を用いた二波長励起
一波長測光によるカルシウムイメージングの代表
的な応答例．（Ｃ，Ｄ）マウス食道上皮細胞（Ｃ）
およびHET-1A細胞（Ｄ）におけるルシフェリンー
ルシフェラーゼ反応によるATPアッセイの結果．
siRNA2TRPV4：ヒトTRPV4に特異的な siRNAのう
ち，効果のあった siRNA2を導入した細胞．RLU；
相対的発光単位．（＊＊p＜0．01；＊＊＊p＜0．001；
n.s. not significant）
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捉えられるような実験が不可欠である．

6．おわりに
本研究により，消化管上皮細胞はその部位に

より異なったTRPチャネルを発現しているこ
とが明らかとなった．近年，別の研究グループ
から，TRPV2が腸管の筋間神経叢のニューロ
ンに発現し，NOを介した腸管運動抑制に関
わっていること21）が報告された．一方，消化管
のEC細胞にはTRPA1が発現し，セロトニン
の分泌を調節していることも示されていること
から22），TRPチャネルは全体として消化管機
能に重要な役割を演じていることが予想され
る．今後さらに詳細な解析がなされ，TRPチャ
ネルの消化管における役割や疾患との関連につ
いての理解が深まることが期待される．
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