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緒緒  言言  

 
マクロファージ（Mφ）は多彩な生理的役割を担うために、異なる機能的特徴を備えた複数種類の Mφに分極する 

ことが知られているが、その機構は未解明である。また、Mφの分類は起源（骨髄由来の浸潤型vs組織常在型）、役割
（異物除去のM1型 vs 組織修復のM2型）、病態（癌抑制 vs促進 tumor-associated Mφ＝TAM）等、様々な基準に
よりなされ、特定の種類のMφの生物学的意義の解明には、分類基準の分子的基盤の確立が枢要である。 

transient receptor potential（TRP）」タンパク質ファミリー（哺乳類は 28 種類）は、環境や細胞内状態の変化を  

感知し活性化開口するCa２＋透過型陽イオンチャネル群を形成する。TRPは共通の構造的特徴としてN及びC末端の
大きな細胞質側ドメインを有する。特に、TRPM2と TRPM7はチャネル活性とは独立に C末端ドメインが酵素活性
を示すことから、Chanzyme（Channel＋enzyme）と呼ばれている。また、我々を含む複数グループの先駆的研究は、
TRPチャネルが複合体形成の安定化や細胞内局在化により細胞シグナルの増幅や抑制を担うことを示している。即ち、
チャネルタンパク質の正統的な機能であるイオン透過とは異なるTRPの機能が明されつつある［1，2］。我々は、redox 
センサー［3］或いは体温付近の温度センサー［4］として働く TRPM2チャネルに注目し、Mφにおける TRPM2が
Ca２＋流入→Pyk2→RAS→MAPキナーゼ／NF-κBを介して好中球のケモカインCXCL2やCXCL8の産生を誘導し、
炎症応答を亢進することをTRPM2 KOマウスにdextran sufate sodium誘発性炎症性腸疾患モデルを適用し明らかに
した［5］。また、TRPM2 は好中球の遊走自体においても重要な役割を担う［6］。このように、TRPM2 は酸化      

ストレスや温度上昇という生体内外の環境因子により活性化し、炎症応答を促進する重要因子として注目されている。 
最近我々は、炎症性細胞応答を調節するシグナル分子の複合体「TRPM2 チャネロソーム」の解明を目的に、酵母  

2-hybridスクリーニングを行い、MφのM2型機能を促進する転写因子STAT3が、TRPM2への会合により複合体を
形成し、互いの発現・活性レベルを H２O２依存的に減じることを見出した（未発表データ）。本知見は、Mφの機能   

分化（M1 vs M2）に関する以下の興味深い分子機構を示唆する。つまり、MφにおけるTRPM2発現が優位になると、   
Ca２＋流入を介してM1性が亢進するだけでなく、STAT3発現の減弱によりM2性が抑制される。一方、STAT3発現
優位ではM2性が亢進するだけでなく、TRPM2の発現（Ca２＋流入）の減弱によりM1性が抑制されると考えられる。
以上の発想に基づき、STAT3-TRPM2 相互作用を中心にしたチャネロソームによる Mφの機能分極の分子基盤と   

炎症応答等の調節機構の解明を目指した。 
 

方方  法法  

 
TRPM2チャネロソームが司るMφのM1/M2型機能分化の解明を目指し、4項目の実験を遂行した。 
11．．SSTTAATT33--TTRRPPMM22相相互互作作用用をを中中心心ににししたたチチャャネネロロソソーームムのの分分子子構構成成のの同同定定  
予備的データがある酵母2-hybridスクリーニングにより、新規TRPM2結合タンパク質の同定を継続するとともに、

TRPM2とSTAT3相互作用部位を決定した。 
22．．TTRRPPMM22チチャャネネロロソソーームムのの機機能能、、細細胞胞内内動動態態、、分分解解過過程程のの解解析析  

STAT3 等、チャネルソーム構成タンパク質が TRPM2 チャネル活性に及ぼす影響を、電気生理学的に検討した。  

また、タンパク質の修飾反応を介した分解と活性減弱の機序を、質量分析及び蛍光タンパク質融合化した TRPM2、
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STAT3等の顕微観察、各種阻害剤の効果検討を組み合わせ解明した。他タンパク質との連関に関しては、STATの活性
調節に深くかかわる JAK キナーゼ（リン酸化により核移行を制御）、SOCS（supressor of cytokine signaling）等、 

或いはTRPM2活性化因子ADP Riboseの産生酵素であるPARG/PARP系にも注目した。 
33．．TTRRPPMM22チチャャネネロロソソーームムにによよるるシシググナナルル経経路路、、MM11及及びびMM22型型関関連連遺遺伝伝子子のの転転写写のの調調節節のの解解析析  
まず、M1 型或いは M2 型に機能分化させた培養マウス Mφに、1．の結果よりデザインした会合を損なうコンス  

トラクトを発現させ、その活性化転写因子と遺伝子転写プロファイルに対する効果（特にM1、M2 Mφのマーカー）
を解析した。また、Ca２＋測光法により Ca２＋シグナルの細胞内動態も解析し、関与するシグナル因子の同定も阻害剤、
siRNA等の遺伝子転写への効果に基づき検討した。さらに、ミトコンドリアのエネルギー状態が TRPM2活性、動態
を調節することも考慮し、エネルギー蓄積を蛍光性熱センサー［7］を用いて解析した。 
44．．個個体体レレベベルルででののTTRRPPMM22チチャャネネロロソソーームムにによよるるMMφφ機機能能分分化化とと炎炎症症応応答答等等のの調調節節  
解明した機構がM1及びM2へのMφ分化をどう調節するか、既に我々が作製済みのTRPM2 KOマウスを用いて
検討した。ここでは、担癌モデルにおけるTAM Mφのがん転移能の亢進、癌幹細胞の保持の解析も進めた。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

まず、酵母2-hybrid法を用いたTRPM2の組換え部分体の結合評価により、TRPM2のN末端領域（ヒトTRPM2
のアミノ酸残基 214～315）を介して STAT3と TRPM2とが会合することがわかった。細胞運命（生存・増殖と死）
の方向付けに関与するSTAT3の splicing variant［8］に注目し、完全な転写活性化領域を有するSTAT3αと当領域を
部分欠失した STAT3βと TRPM2 との会合強度を同じ手法により比較したところ、STAT3βが STAT3αより強く
TRPM2に会合した。STAT3とTRPM2との会合は、活性酸素種H２O２により惹起されるTRPM2を介したCa２＋流
入と JAK キナーゼによる TRPM2 と STAT3 のリン酸化により増強されることも見出した。また、Ca２＋測光法及び 

パッチクランプ法を用いた電流測定により、STAT3 会合が TRPM2 を介した Ca２＋流入に与える影響を解析した    

ところ、本会合はH２O２及びADP riboseにより惹起されるTRPM2活性を減弱させることが分かった。 

組換え発現系と Mφ内在発現系において、STAT3αと TRPM2 との間の会合が両タンパク質のレベルを減少させ 
（図1）、それをH２O２により惹起されるTRPM2を介したCa２＋流入が劇的に進行させることが分かった。また、その
分解機序を検討したところ、プロテアソームやリソソームを介するものでないことが分かった。さらに、IL-10誘導性
のSTAT3αの核移行をTRPM2との会合が阻害することを見出した。 

図1．TRPM2-STAT3相互作用によるタンパク質分解の亢進 
TRPM2-STAT3をHEK293細胞に強制発現させ、共免疫沈降と
タンパク質発現量を検討した。 
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癌組織における癌細胞悪性化等との関係や、M2性を有することが知られる TAMに着目し、TRPM2 KOマウスに
マウスメラノーマ細胞を用いた担癌を施し、担癌組織内の血管の新生・発達を観察した。面白いことに、野生型マウス

に比較するとより多数の新生血管が見られるが、それらのほとんどがペリサイトが接着しないまま未成熟に留まること

が観察された。また、血管成長因子（VEGF）の TAM からの産生は TRPM2 KO マウスにおいて優位に高く          
（つまり高いM2性を示す）、これは過剰なVEGFが血管の分化を阻害する知見と一致していた。さらに、TRPM2 KO
マウスおけるこの表現型は、VEGFを吸収できる可溶性VEGF受容体コンストラクトにより抑制された。 
このように、我々が発想提起したMφの機能分化（M1 vs M2）に関する分子機構（図2）、つまり、TRPM2発現が
優位になると、Ca２＋流入を介して M1 性を亢進するだけでなく STAT3 レベルの減弱により M2 性を抑制する、    

その一方で、（TRPM2発現が欠損するなどして）STAT3発現が優位になるとM2性を亢進するだけでなく、TRPM2
の発現（Ca２＋流入）を減弱（や欠損）することによりM1性を抑制するという考えを支持する結果が得られた。 

 

 

図2．TRPM2チャネロソームによるMφ分化調節  
Mφの機能的分極を調節するTRPM2-STAT3チャネルソーム機構をまとめてある。即ち、定常状態
では TRPM2タンパク質と STAT3タンパク質が会合することにより、両タンパク質の発現レベル
が会合を介した分解を介して低く保たれ、Mφの機能的分極は抑制されている。しかし、TRPM2  

タンパク質の発現が亢進すると、H２O２によるCa２＋流入が増加し、それを介して炎症応答が高まる
（M1性が亢進する）とともに、STAT3の分解の亢進によるさらなる減弱が起こりMφのM2性が
強く抑制される。即ち、M1 型の Mφへと分極することになる。ところが、TRPM2 発現が欠損   

するなどして STAT3 発現が優位になると創傷治癒応答が高まる（M2 性を亢進する）とともに、
TRPM2 の分解の亢進によるさらなる減弱が起こり Mφの M1 性が抑制される。即ち、M2 型の  

Mφへと分極することになる。 
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