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1.1 本研究の背景

第 1章

諸論

生物は寒冷地から熱帯地域まで様々な環境下で生存しており，多様な温度環境に適応し

ている.それらの動物は日光浴や水浴び、といった行動や，発汗，発熱といった生理学的反

応によりその環境下の温度に対応している.このような異なる温度環境への適応のために

温度感受機構も進化の過程で変化してきたことが予想される.脊椎動物の進化系統では晴

乳類，鳥類において恒温性が獲得され，これらの動物が寒冷地に分布を広げる際や，また

は氷河期など地球が寒冷な時期を生きぬく際に大きく貢献したと考えられる.そのため，

温度感受機構を多様な生物間で比較することは温度環境に対する適応メカニズムの解明に

寄与すると期待される. 恒温性の獲得は温度センサーの機能の進化にも大きく影響し，恒

温動物と変温動物の間で温度感受機構に何らかの変化を生じさせた可能性がある.中でも，

恒温動物は体温を厳密に維持する必要があるために体温付近の温度センサーが恒温性の獲

得に関連してどの様に進化してきたかは興味深い.

このような温度に対する反応は温度感受機構により賛されるものであり，近年，この温

度感受機構に関連する温度センサー遺伝子がいくつかの種で同定されている.温度センサ

ー遺伝子は， thermo transient receptor potential (TRP)遺伝子と呼ばれ， TRPV 

(van迎。id)，TRPM (melastin)， TRPA (ankyrin)の3つのサブファミリーに分類される
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(Patapoutian et al.， 2003; Vriens et al.， 2004; Voets et al.， 2005;).培養細胞(Caterinaet 

al.， 1997; Liedtke et al.， 2000; McKemy et al.， 2002; Andersson et al.， 2004; Smith et al.， 

2002; Story et al.， 2003; Xu et al.， 2002)やカエルの卵母細胞への遺伝子導入実験

(Caterina et al.， 1997; 1999; David et al.， 2002; )の解析から，晴乳類のTRPV1は420C以

上で活性化することが分かり，また， TRPV2は520C以上，TRPV3は 330C以上，TRPV4

は27・420C，TRPM8は250C以下，TRPAlは170C以下で活性化することが分かつた(Fig.

1).これら6つのthermoTRPは主に末梢神経細胞で発現しているため， TRPVl-4， 

TRPM8及び TRPA1は温度センサーとして働く遺伝子であると考えられている

(Patapoutian et al.， 2003; Huang et al.， 2006; Damann et al.， 2008).また， thermoTRP 

は温度以外の刺激に対しても活性化することが分かつている.例えば， TRPV1はpHやト

ウガラシの辛み成分であるcapsaicinで、活性化し(Caterinaet al.， 2000)， TRPV2はgrowth

factor (Shibasaki et al.， 2010)， TRPV3はcarvacrol(Xu et al.， 2006)， TRPV4は浸透圧

(Liedtke et al.， 2000)や4αPDD(Vriens et al.， 2007)， TRPM8はmenthol(Andersson 

et al.， 2004)， TRPA1はicilin(Story et al.， 2003)で活性化される.そのため，これらの

thermoTRPは温度センサーだけではなく種々の化学的刺激に対するセンサー遺伝子と

しても機能していると考えられている.TRPの基本構造は，いずれも6回膜貫通領域を有

する(Fig.2).N末端， C末端は細胞内に面しており， N-末端部位にはTRPV，A におい

てはankyrinrepeat domainを有し， TRPMにおいてはTRPMホモロジー領域を有し，

C-末端領域には.25アミノ酸残基からなるTRPドメインを有するなどの特徴的な構造が

存在する(Montell2003). 
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脊椎動物の複数種のゲノム配列から thermoTRPの系統解析を行った研究により，変温

動物である両生類は，恒温動物である鳥類・晴乳類が保有する温度センサー遺伝子をもつ

ことが明らかになっている(Saitoet al.， 2006).また，このような系統解析により，鳥類は

晴乳類よりも変温動物である問虫類に近縁であることが示されており(Fig.3)，このことか

ら恒温性は晴乳類と鳥類で独立に獲得されたと考えられる.そのため，恒温性の獲得に関

連した温度センサー遺伝子のレパートリーおよび温度センサー遺伝子の機能の進化に関連

した変化を調べるには，両生類の温度センサー遺伝子の情報だけでは不十分である。しか

し、限虫類の温度センサー遺伝子に関する研究はほとんど行われていない.

体温調節メカニズ、ムの解明は医学的な観点からも重要な研究課題である.恒温動物の温

度センサー遺伝子のレパートリー及び各遺伝子の機能を比較することにより，体温調節に

重要な役割を持つセンサー遺伝子を特定することが出来る.

さらに，体温調節は動物の冬眠とも密接な関わりがある.冬眠時における種々の生理的

な変化は晴乳類では主にリスで研究が進んでいるが，同じく冬眠動物である艇虫類におい

てはあまり研究例はない.冬眠時における温度センサーの変化を調べることは腿虫類の冬

眠時の生理的変化の解明に不可欠である.

1.2 本研究の目的

以上の背景から，本研究は腿虫類の TRP遺伝子の同定，構造解析，系統解析及び発現

動態の解析を行うことを目的とした.発現に関しては，冬眠時での変化に注目した.
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実験材料として、ミシシッピアカミミガメ，シマヘビ，ニホンカナヘピの cDNAを用い

た。これらを用いて、未だ腿虫類で報告例のないTRPVサブファミリーの探索を行い，]J¥巴

虫類が保有するthermoTRPレパートリーを確認することを目的とした.次に，変温動物

である腿虫類の系統進化上の位置付けを知るために、本研究で得られた腿虫類の TRPお

よび既知のthermoTRPsのアミノ酸配列を用いた分子進化学的解析を行った。このよう

な研究で、 TRPV2、3、4およびTRPAlを同定し、それらの全構造、あるいは部分構造を

cDNA塩基配列から決定することができ、変温動物である艇虫類が他の変温動物よりも恒

温動物である鳥類に系統進化上近縁であることを明らかにできた。また、通常行動及び冬

眠時のTRPの機能を知る目的で、発現の組織特異性、冬眠時の発現動態の解析を行った。

この解析から、]J¥巴虫類における TRPの機能、特に冬眠時での機能を考察することを目的

とした。
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第2章

艇虫類TRPホモログの探索と構造解析

2.1 背景と目的

脊椎動物の進化過程では晴乳類と鳥類において'恒温性が獲得された.体温を一定に維持

するためには体内外の温度を正確に感知する必要がある.そのため，恒温性の獲得は温度

感覚のメカニズムにも大きな影響を与えたと予想され，恒温動物である鳥類と近縁な艇虫

類の温度センサー遺伝子のレパートリーについて興味が持たれる.しかしながら，第 1章

で述べたように艇虫類の TRPについては研究例がほとんどない.そこで，本章ではまず

腿虫類のTRP遺伝子を同定し，その塩基配列を決定することを目的とした.

これまでにthermoTRPはTRPV1，2， 3， 4， TRPM8， TRPA1の6種類であると報告され

ており，日甫乳類・鳥類及び両生類においてはこれらすべてのthermoTRPレパートリーを

保有していることが分かつている.腿虫類では，このうち TRPV1，TRPM8， TRPA1の3

種類のcDNAの塩基配列が報告されている(Seebacheret al.， 2007; Gracheva et al.， 

2010).本章では，他の脊椎動物と同様に6種類のthermoTRPを保有しているかどうか

を調べることを目的とし，J]¥gl虫類のthermoTRPのホモログをcDNAで探索することを試

みた.また，本章で得られた配列は温度センサーとして機能し得る構造を持っているのか

調べる必要があるため，その構造についても解析した.
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2.2 材料

本研究で用いた隈虫類は，ミシシッピアカミミガメ(Trachemysscripta elegans)，シマ

ヘピ(Elaphequadrivirgata)，ニホンカナヘピ(Takydromus臼chydromoides)で、ある(Fig.

4). ミシシッピアカミミガメ(以下カメと表記する)は岩手大学農学部附属植物園内の北水

の池で採取した.シマヘピは青森県弘前市で採取した.ニホンカナヘピは岩手県雫石町で

採取した.捕獲した動物はケージに入れ，自由に餌をとれる環境下で，水を与え，実験室

内で飼育した.

2.3 方法

2.3.1 RNA抽出

RNA抽出は AcidGuanidium -Phenol-Chloroform (AGPC)法を用いて行った

(Chomczynski and Sacchi.， 1987).飼育していた動物を密封瓶に移し，ジエチルエーテル

により安楽死させた動物個体を素早く氷上に固定し，解剖を行い，脳，舌，心臓，肺，肝

臓，筋肉組織，皮膚のそれぞれの組織に分け，予め 800plのDenaturingsolution (4 M 

Guanidine thiocyanate， 25 mM  sodium citrate ( pH7.0)， 1.5 % sodium N-lauroyl 

sarcosine)を入れた 2mlチューブ、に入れてハサミで細切した. 13，200 X g， 1分遠心分離

した後，上清を別のチューブに移し， 2M酢酸ナトリウム(pH4.0)を80pl， DEPC-H20 
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(diethylpyrocarbonateにより RNaseを失活させた滅菌水)で飽和したフェノーノレを800pl，

CIA (Chloroform:Isoamylalcohol = 49:1)を160pl加え，懸濁した後， 15分間氷上で静置

した.40C， 16，100 Xgで 20分間遠心し，上清を新しいチューブに移し，イソプロパノ

ールを 160pl加え-200Cで30分間静置した.4
0

C， 16，100 X gで20分間遠心し，その後

上清を除き，沈殿物を 70%エタノーノレで、洗った.沈殿は88plのDEPC-H20で懸濁し，

以下のようにDNase1処理を行った.DEPC-H20に溶かしたRNAに10 x DNase 1 

bufferを10plとDNase1を2pl加えて軽く混濁した後， 37
0

Cで30分静置した.等量の

PCI (Phenol : Chloroform: Isoamylalcohol= 25: 24: 1 )を加え，よく混合し， 4
0

C， 16，100 

Xgで20分間遠心し，上清をエツベンドルフチューブに移した.再びこの作業を繰り返し

た. lOplの3M酢酸ナトリウム(pH7.0)と250plの100%エタノーノレを加え転倒を繰り

返して混和し， -20oCで30分静置した.4
0
C， 16，100 X gで20分遠心し，沈殿を 70%エ

タノーノレで、洗い， 50plのDEPC-H20に溶かし， -80
o
Cに保存した.

2.3.2. RT-PCR 

1 pg RNAを70
0

Cで10分加熱後，急冷した.これを用いて，以下の反応液をチューブ

に入れ混和した.熱変性させた RNA溶液に， 5xRT bu品 r(TOYOBO)を4pl， 10 mM 

dNTPsを 2pl， O.5mg/ml Oligo (dTh5 primerを 1pl， 100 units/pl Rever'I旨aAce

(TOYOBO)を1pl， 40 units/pl RNase inhibitor (TaKaRa)を0.5plを加え， DEPC-H20 

で全容を 20plとした.この反応液を 30
0

Cで 10分間， 420Cで60分間反応させ，最後に

950Cで5分加熱後， 40Cで保冷した.80plのTEを加え， cDNA sampleとした.
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Fig. 4. Animals used in this study 

2.3.3. PCR法による増

以下の反応液をチューブ、に入れ混和した. cDNA sampleを1pl， 10xPCR bufferを

2 pl， 2.5 mM dNTPsを1.6pl，10pMFDprimerをOApl， 10 PM RV primerをOApl，

0.5U/pl EX Taq DNApolymeraseを1pl，これにH20を加えて全容を 20plとした.

Primerのデザインは，報告例のある他の種の配列をアラインメントし，保存性の高い

領域に設計した.本章で用いたprimerと温度条件はTablelに示す.

PCR産物は2%アガロースゲ、ル電気泳動により分離し，エチジウムブロマイド染色によ

り可視化した.

Table L P豆mersets for PCR used in this 拍~

Primer Target Prim.era) Nucleot孟deseql且ence(5' to 3守防 Product size 
set (bp) 

1 TRPV2 V2F Tぼ TCCTCTTTGG白'TTGC 500 

V2R TCCTCYACYCTGAAGCACCA 

2 τ官~PV3 V3F ARGARAGYGAGCRCATCTGG 100 

V3R AAGAGCTACGCCAAATCC 

3 TRPV4 V4F CTTCTTCCAGCCCAAGGATG 299 

V4R GTCTTGGCAGCCATCATGAG 

4 TRPAl AIF TAYTDGGDW明lKTGCAAAGAA 380 

AIR CAGCCTCTGACAYKATCTCCAT 

5 WACC) wacF TGCATCACCTCTCTTCTGTAAT 271 

wacR CTGCGGATG~τTGGTCTGA 

6 CTNNBll1) ctnF GAGTTGGATATGGCCATGGA 279 

c回R GATGGRATYTGCATKCCYTCATC 

a) F: forward p話mer.R: reverse p語mer
b) D: G or A or T. Y: C or T. V: G or A or C. W: A or T • K: G or T. 

。WAC:WW  domain containing adaptor with∞，ued-∞u包:Uet al.. 2002). 
11) CTNNB1: catenin (cadherin-ass田 iatedprotem)beta 1 <Kraus et al.， 1994). 

2.3.4. PCR増幅産物の精製とクローニング
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PCR産物をアガロースゲ、ノレ電気泳動後，目的のバンドを含むゲ、ルをカミソリの刃で切り

出した.NucleoSpin@ Extract n (MACHERY-NAGEL)を用いてゲ、ノレからのDNA抽出・

精製を行った.これに StuIで消化したpCR-Bluntベクター(Invitrogen)にTを付加した

Tベクターを 50ng加え， DNA ligation kit (TaKaRa)を用いて 160CでI時間ライゲーシ

ョンを行った.コンピテントセノレ印1ach1TM-T1 R)(Invitrogen)にトランスフォーメーション

後，カナマイシン(final:50 p.gl凶)を含むLB寒天培地に播き， 370Cで一晩培養した.

2.3.5. コロニーPCR

ベクターにインサートが入っているクローンを選別するためにコロニーダイレクト

PCRを行った.コロニーを形成した大腸菌を一部取り， 960C， 1分間処理後， 95"C， 5秒

間， 51
0

C， 30秒間， 72"C， 2分間を 30サイクル行った後， 25"Cで保温してアガロースゲ

ノレ電気泳動を行った.使用したprimerは以下に示す.

M13 FD primer 5'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3' 

M13 RV primer 5'-TCACACAGGAAACAGCTATGAC-3' 

2.3.6. プラスミド抽出

ベクターにインサートが入っていることを確認した大腸菌を 50p.g/mlのカナマイシン

を含む3mlLB培地に植菌し， 37"C， 200 rpmで一晩振とう培養した.大腸菌を遠心によ

り回収後， E.Z.N.A.@PlasmidMiniprep Kit 1 (Omega Bio-tek)を用いてプラスミド抽出
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を行った.

2.3.7. 塩基配列の決定

塩基配列の決定はBigDyeTerminator v3.1 cycle Sequence Kit (Applied Biosystems) 

とM13-FD， RV primerを用いて行った.反応液は以下のとおりである.プラスミド 300

ng， 1.6 pmo1 primer 1 p1， BigDye 0.4 p1， 5 X sequencing bu宜er1 p1，これにH20を加

えてlOplに調節した.Sequence反応は， 960C，1分間処理した後， 960C，5秒間， 500C，

10秒間， 60oC， 4分間を25サイクルで行い， 40Cで保冷した.その後， lpl3M酢酸ナ

トリウム(pH5必， 125 mM  EDTA， 25 p1100 %エタノールを加え，転倒混和後氷上で30

分静置し， 40C， 16，100 gで20分間遠心した上清を捨て，沈殿を70%エタノールで洗

い， 12p1のFormamideで懸濁し， 96wellプレートに移した.960Cで2分間加熱し，急

冷後， ABI 3500 Genetic Ana1yzerにより塩基配列決定のためキャピラリー電気泳動を行

った.

2.3.8. 塩基配列およびアミノ酸配列の解析(アラインメント)

SequenceのアラインメントはCLUSTALW(Thompson et al.， 1994)を用いて行った.

2.3.9. 3'RACE (rapid amplification of cDNAends )及び5'RACE

cDNAの全長の配列を得るために，3'RACE及び5'RACEを以下の通りに行った.TRPV2，

3， 4のcDNAの3'末端はGeneRacer 3' adapter primerと以下の種特異的primerを用

いたPCR法により得た，その後タクローニングr sequenceにより塩基配列を決定した.
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Gene Racer 3' adapter primer 

5'-GCTGTCAACGATACGATACGTAACG-3' (Invitrogen) 

Gene Racer 3' Nested primer 

5'・CGCTACGTAACGGCATGACAGTG-3'(Invitrogen) 

Turtle TRPV2 speci五c-primer

5'-GAAATAGAGAAGTCCTGGCTGTGG-3' 

Turtle TRPV2 speci宣c-primer-2

5九CTGGTτ'ACAGCAAGAGTGTCTGGAAGC-3'

Turtle TRPV3 speci五c-primer

5'-TCCAAAAGGTGATCTTACAGGATGTG -3' 

Turtle TRPV3 speci五c-primer-2

5'-GTTGTATACATCGTGTTTTTGCTGGG-3' 

Grass lizard TRPV 4 speci五c-primer
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5'-AGATTGAGAACCGCCACGAGATGCT-3' 

Snake TRPV 4 speci宣c-primer

5'-GGACAGCAAGACCTTCAGCACCTTC-3' 

カナヘピとシマヘピの TRPV4の 5'末端の塩基配列の決定は次のように行った.Total 

RNAをT4RNA ligase (New England Biolabs)を用いて GeneRacerRNA adapter 50 

prriol (Invi仕ogen)と結合し， ReverTraAce (TOYOBO)とrandomprimerを用いて逆転写

反応を行い(第 2章材料と方法参照)， Gene Racer 5' adapter primerと以下の種特異的

primer を用いた PCR~去により TRPV4 の cDNA の 5'末端を得た.その後，クローニング，

sequenceにより塩基配列を決定した.

Gene Racer 5' adapter primer 

5'-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3' (Invitrogen) 

Gene Racer 3' Nested primer 

5'-GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA -3' (Invitrogen 

Grass lizard TRPV4 specIDc-primer 

5'-GGCAGCTCACCGAAGTAGAAGTAG-3' 

20 



8nake TRPV 4 speci直c-primer

5'-CATCCTTGGGCTGGAAGAA -3' 

2.4. 結果

脊椎動物における thermoTRPのレパートリーは， P甫乳類，鳥類及び両生類において6

種類， 魚類ではTRPV1，4及びTRPA1の3種類が報告されているが(8出.toet at.， 2006)， 

腿虫類においては不明であった.これまでに，限虫類における thermoTRPホモログは，

ワニ， トカゲでTRPV1，ワニでTRPM8のcDNAの一部の配列が，へピでTRPA1の全

長の報告がある.本研究では，カメ，へピ， トカゲのcDNAを用いて， RT-PCRにより新

たにthermoTRPである TRPV2，3， 4のホモログの探索を試みた.その結果，カメの皮

膚のcDNAから TRPV2を同定することができた.また，カメとへピの皮膚の cDNAから

TRPV3を，カメ，ヘピ， トカゲの肝臓の cDNAから TRPV4を新たに同定することがで

きた.本研究で新たに発見された TRPV2，3， 4とすでに報告された TRPV1，TRPM8， 

TRPA1の情報を合わせると，6種類のthermoTRPレパートリーを保有していることが分

かった.このことから，腿虫類も晴乳類，鳥類，両生類といった他の四足動物と同様の温

度センサーレパートリーを保有していることが明らかとなった.脊椎動物が魚類から両生

類へ進化する過程で獲得してきたTRPV2，3， TRPM8はJlIl!l虫類でも失うこと無く保有し

ていることが分かつた.得られた配列は、 DDBJ/GenBanklEMBLへ登録した。アクセッ
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ションナンバーは、カメのTRPV2:AB666086、カメのTRPV3:AB666087、シマヘビの

TRPV3: AB666088、カナヘピのTRPV4: AB666089、シマヘピのTRPV4: AB666090で

ある。

次に，本章で、得られた配列を用いて構造解析を行った.遺伝子特異的 primerを用いた

RT-PCR産物のクローニング， sequenceの結果から，本章ではカメのTRPV2はTM6の

一部から C-末端までの 126アミノ酸残基，シマヘピのTRPV3は32アミノ酸残基，カメ

のTRPV3はTM5，6， pore regionを含む218アミノ酸残基，ヘピ， トカゲのTRPV4は全

長のアミノ酸配列868アミノ酸残基を決定することができた.また，カメのTRPA1は94

アミノ酸残基，シマヘビのTRPA1は69アミノ酸残基を決定することができた.これらの

アミノ酸配列と，すでに報告のある他種の配列をアライメントし，比較解析を行った.

カメのTRPV2配列のアライメント解析の結果， TM6直後からストップコドンまでのC

末端領域の長さは晴乳類と同じ長さで、あったのに対し，ニワトリのそれは他の種よりも 12

残基長いことが分かった(Fig.5).

カメの TRPV3配列のアライメント解析の結果，一部ではあるが他の種の各主要ドメイ

ン配列との相向性が高いことから，}IIe虫類のTRPV3はTM5，6， pore regionを有している

ものと思われる(Fig.ω.C-末端領域の長さは，}IIe虫類とニワトリで同じ長さであり，晴乳

類とは5アミノ酸残基短いことが分かつた.

カナヘピとシマヘビでTRPV4の全長のアミノ酸配列を決定することができた.(Fig. 7) 

シマヘビ，カナヘビ共に868アミノ酸残基で、あった.アライメントの結果，他の種で見ら

れる PRD，TM，PL，TRP，CaMBDといった主要構造を保持しているようで、あった(Fig.
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8).他の四足動物と非常によく似た配列であり，カナヘビーシマヘピ聞の配列相向性は

96%，ニワトリ間では85%，ヒト聞で84%，マウス間で83%，ラット聞で83%，カエ

ノレ聞で、79%であり，腿虫類のTRPV4は鳥類と相向性が高いことが分かつた.四足動物問

における c-末端領域の比較解析の結果，ニワトリのみ5アミノ酸残基短く，カナヘビ，シ

マヘピなどの艇虫類と晴乳類，両生類は同じ長さであった.N-末端領域の比較解析の結果，

限虫類のみに見られるーか所のGAPがあった.また， 2か所の GAPがニワトリにあるこ

とが分かり，それぞれ5アミノ酸残基と 7アミノ酸残基の計 12アミノ酸残基，腿虫類よ

りも短いことが分かった.

ごく一部で、あったが，カメ，シマヘピのτ百PA1配列をそれぞれ94，30アミノ酸残基得

ることが出来た.アライメントの結果， GAPの位置はショウジョウパエを除く他の種と一

致しており，配列についても相同性が高い傾向にあった (Fig.9).
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turtle_TRPV2 
chicken_TRPV2 
h凶砲n_TRPV2
岡山田 TRPV2
rat TRPV2 
frog_TR阿2

turtle_TRPV2 
chicken_TRPV2 
h聞 an_TRPV2
mouse TR附2
rat TRPV2 
frog_TRPV2 

10 20 30 40 印 60 70 回

a ・・・ 1....1... .1... .1... .1... .1... .1... .1....1... .1....1... .1....1... .1... .1....1 
U削 SETVTNVS町S防州LORAIAIほ!日机.WCPRR剛 SGC且.SVSLDD-KK揃榔F附圧I柵A附田ELG78 
U札鵬ETVTDIS町S防.VWJ(閣AIAILEIEI(AI机胴船G限RSGC凶SVG時-KKDE開C開V圧I附T棚'AKEVG77 
U札MSETVNSVATDSWS I脈U1KAIS礼EM印邸側侃-KKORAGVMLTVGTKP随SPDE間CFRVEEVNWAS舵.QTLP79 
U札.MSETVNSVATDSWS IWK叫<AISVほM印町棚侃RKRHRAGRLL附GT附DGIP旺附昨RYE日間M旺KTLP80 
LIALMSETYNHVA捌SWSIWKL儲AISVほM印GY糊CRRK附旺GR札制町RGDGTPDERWCFRVE日間'AAWEKTLP80 
U札制証刊SKISSES陥IWKLORAATILDIERFIPRFIRK札KIGOWLTVGKSP開制P郎間G同VE聞VWG舗EKDLA80 
TM6 TRP 

90 1∞ 110 120 1却 140
..1... .1.. ..1.. ..1.. ..1... .1....1... .1....1.. ..1... .1... .1. 
YI旺腕前R乱日ESLVKRVRD楠駅間側M陀団LPL肌 ASD* 126 
札旺皆GNT即正INPEETRS附仰向民QLRSAVSEEO:乱LOP乱SA在掛P凶回TRNL*138 
TLCEDPSGAGVPRT--lENPVLASP開印E凶ASEENYVPV札L邸蜘 125 
TLSE即SGAGITGY-KKNP-TSK例制SASEE聞LPLOVLOS栴 122 
TLSEDPSGPG ITGN一組NP-ーTSKPGKNSASEE聞LP凶，YLQSP* 122 
NINEEP-GDTEKGKーLSSS-KKTPGKS札SEYTNLLIOKH 117 

Fig. 5. Compa1'ison of amino acid sequences of TRPV2企omtu1'tle with those of 
othe1' animals. Par吃ialamino acid sequence of TRPV2企olIltUl11e， which was 
deduced from cDNA， was aligned with those of human，皿ouse，chicken， and企og.τM
and τ官Pindicate transmemb1'ane regions and TRP domain， r・espectively.Numbe1's 
shown on the 1'ight但・eamino acid positions fo1' each sequence. Hyphens indicate 

deletions made fo1' maximal matching. 
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hl醐 ntTRPV3 
mouse TR内3
rat TRPV3 
frog TRPV3 
ch i cken TRPV3 
turtle TRPV3 

h回調ntTRPV3 
E臥路eTRPV3 
rat TRPV3 
frog TRPV3 
ch i cken_TRPV3 
turtle TRPV3 

hlJll8nt TR内3
E蹴JseTRPV3 
rat TRPV3 
frog TRPV3 
chicken_TRPV3 
turtle TRPV3 

10 20 30 40 50ω70ω90  100 
..1....1....1....1....1....1....1....1....1....1....1....1....1....1....1....1....1....1....1....1 
?舗YSVMIQKVILHDVLKFLFVYIVFLLGfGV札胤1邸隊側∞SSYGSFSDAVLELF札TIGL伺山IωNSKYPILFぽlLITYVIlTFV札凶 100
?GMYS湘IOKVI凶DVLKFlFVYILF比節目V札総LI回csゆKK郎SSYGSFSDAVL丘F札TIGlGD凶IωNS刊判lFげLlITYVIlTF礼LLN1∞ 
?GMYSVMIOKVILωVLKFLFVY1 LFLLGFGV.札総LIEKCSゆKKDCSSYGSFSDAVLElF札TIGI..:銅山側STYPILFLFLlITYVILT刊u凶 1ω
?GIYSVMIOKVILNDVI..:K凡同YILFLlGFGV札A札lEN促DG庄一-GOSLSTAILEL陀LTIGI..:RGLEMD悶P府内lFLFLlIT刊ILT刊lLLN96 
?GIYSVMI馴 LNDV師 lVVYIVFLlGfGVALA札IET側 GGE-札制ss凶門出乱開L孔E畑山側側附lFL比LITYVVl'刑比凶 99
?GMYSVMIOKVIlODVIKR.VVYIVFLlGfGVALAALI釘CPN侭K-cHSIiSSL血盟旺lFKLTIGしωほIIlRNSKY問lFLはLlTYVlLT刊Ll凶 99

TM5 PL TM6 
110 120 130 140 150 1ω170  1ω1ω200  
..1....1....1....1....1....1....1....1....1....1....1....1....1・…1....1....1....1....1....1....1
MLI札鵬印聞紙S町駅閣-ARTILE毘胤F服部胴船ELCKVAEω干阻乱則附糊T酬 THVSFL幽 P刷版I市FNKIQ郎S197 
田LlALMGETV剖糊.ESERIWR峨柑TIぼ毘胤P問団SRFRMGEL倒的砕F札乱RI相聞TE阪THVSFL:NEDPGPI胴 A乱脈問附 198
MLlAL艇 TA四VSKESERIWR峨 -ARπlEF削 lP印I..:RSR開鵬ELCKV，初任問L乱RI附則副灯附SFL庇DPGPIRRT制限IODSS198 
MLlAL鵬ETVEK1SOESEHIWRむω臥RTILEFEKSLPII削肺OL笹SCTVSKGDN限I乱RINEV附T団側HVTCI既EPG 181 
MlIALMGETV印I飯田四IWKむ.00四.ART1lEFEK凡PKSぼKKFOLGERCKVAEND-TRVI乱RlNEV剛TEWKTHVSFINE即GP-T伊SKVIωNS193 
MLI札鵬ETVENI銀問u血盟-ARTILE毘K脱PKY凶仰し征LCKV.刷 D刊 V乱R雌糊T酬 T附SFI柾DPGP-TGYNRIODTS193 

TRP 
210 220 

....1....1....1....1... 
側協灯TLNAF庄VEEFP訂SV*220 
RSNS灯孔.YAFDI王庇F陀TSV半221
RSNSKffiYAF阪ω仔陀TSV*221 

181 
RT総附孔町FEETDDL陀TSL*216 
RSNS附TlDT印EMDY比ETIV*216 

Fig_ 6. Comparison of amino acid sequences of TRPV3 from tu1'tle with those of 
other animals. Partial amino acid sequence of TRPV3 from turtle， which was 
deduced from cDNA， was aligned with those of human， mouse， chicken， and企・og.TM，
PL and τ'RP indicate t1'ansmembl'ane 1'egions， po1'e region and TRP domain， 
respectively:. Numbel's shown on the right are amino acid positions fo1' each sequence. 
Hyphens indicate deletions made fo1' ma豆malmatching. 
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llzUd. rRPV4 M.lIlILED且Al!ASl?SESTESPSEE-LSPONDSFPLSSLANLFElIEDG--Al?AAE且且RTl?l?GAGDGKQNLRMKF宜邑且E官瓦GVPlll?MDLLESTIYESSVVSGl?K 97 
snalte TRPV4 M且NLED.且且HASPSESIESPSEE-LSPQNDSFPLSSLANLFElIEDG--Al?且且E且且且τPPG.且.GDGKQNLRMKFHG且Z宜KGVPNPMDLLESTlYESSVVPG?K97 
human TRPV4 M且DSSEGl?R且Gl?GEVAELPGDESGIPGGE且FPLSSLANLFEGEDGSLSPSPADASRl?，且GPGDGRl?NLRMKFQG且F豆KGVPNPIDLLES:rLYESSVVPGl?K 100 
mouse !'R.PV4 M且DPGDGPRA且PGEVAEPPGDESGISG自由Z且FPLSSLANLFEGEEGSSSLSPVD且5RPAGPGDGRPNLRMKFQGÞ~GVPNPIDLLESIRYESSVVl?Gl?K 100 
chicken T豆PV4 M且DPED-----PRD.且GDVLGDD-------SFPLSSL且NLFEVEDI--PSPAEPSRGPPG.且.GDGKQNLRMKFHGlL"RKGPPKPMELLESllYESSVVl?APKB6 
trog TRl?V4a M且DPSH!..LKHN且SVDIDDSQGDDGSNHNDSFPLSSL且NLFENEES--5.且PNEGVRSPQVPGDNKQNLRIRFQGl?FRKGIS盟P益田LLESTIYESS-ーー且l?K 95 

l.izard rRPV4 K且l?MDSLFDYGIYRHHPSDNKRRRKK-且LEKKPPSIKG聖'APHPPP!LKVF冒Rl?ILl!'DIVSRGSIADLDGLLPFLL'τI!KKRLTIlBE!'RBPSTGKTCLP宜主L 196 

snalte rRPV4 KAPMDSLFDYGTYRHHPSDNKRRRKK-ALEKKPPSIKGPAPHPP聖工LKVF冒Rl?ILl!'DIVSRGSTADLDGLLPFLLTHICK茸LTIlBE!'RBPSTGKT沼LP.KAI.196 
hwnan TRPV4 KAPMDSLFD円(GT'lRHHSSDNKRWRKK-工工EKQPQS空軍五P且PQ置'PPILKVF調RPILl!'DIVSR畠喧主且DLDGLLPFLL'τ且KICRL置D彊EFREPSTGKTCLP.KAI.199 
mo岨se'!R...rtV4 K且P担回SLFD司(G:r'lRHHPSDNKRllRRK-VVEKQPQSl?喧五PAl?Q.l?PPILKVF置RPIL!唖IVS車S喧古且E也JlGLLSFLLTHKICRLTIlEBl"盟EPS宜GKTCLPDLB9  
由主cken'I宜PV4 K且PHDSLFDぜGI'lROHPSENKRllRRR-VVEKP'iAG:rKGPAl?HPPPVLKVnIRPILl!'DIVSRGSPDGLE砿 LSFLL'τI!KKRLT>>BE!'RB苫STGKTCLPDL1B5 
:frog TRPV4a K且PMDSL!右'lETYHHHP!EN豆RKRKKILLEK官官TlJ<:::n'l'o pc:on'DPWIK!mIIR富山田叩由旬・円前回計四日間四町四四回mSTGKTCLnu.L195 

PRD ARD 1 ARD 2 一一
U.zUd. rRPV4 LNLNNGKNDTIPFLLDIABKTGSIREI!'DISP官官DVYYRGOT.孟LBI孟IEltRCKBYVl!LLVEKGADVB且畠昆虫Glt!'!'QPKDEGGn'Y茸'GI!LPLSI.A且.CTlIQPH 296 
snaIc:e rRPV4 LNUll!GKNDTIPFLLD工且EKTGSIREI!'DISPF盟D押YYRGQTALBIlUERRCKIIYVELLVEKGADVBA畠IIltGRFl'OP宜DEGG苦l'Y菅沼EL聖LSI.AACUQPn296 
hUll1an T立PV4 LNL5l1GRNDTIPVLLDI且ERT唖tlMRBl!'I田PFRDIYYRG也TALBIAlER且CKIIYVELLVAOGADVBA邸且Glt!'!'QPKDEGGYl'Yl!'GI!LPLSLU.CTlIQPH Z 9 9 
mouse TRPV4 I.HLS耳GKNDTIPVLLDI且ERTG担MRl!I!'INSPf百DIYYRG官官SLBIAlERRCKlffYELLV.且.0000VIIAQARGRFl'IlPKDEGGYFYFG哩LPLSI.AACTlIQPH 299 
C才lickenIRPV4 LNLS且GKNDTIPILLDI且EKT溜剖詑REI!'I盟国，PFRDVYYRGOTALBI且工ERRClCIIYVI!LI.VEKG且DVB且畠且昆Glt!'!'QPKD置百e官官官宣唱ELP包SL且且C宜BQPHZB5 
froq TRPV4a 悶悶閣沼田王即日DIABK官邸LlU!n草翠璽並笠宮町甲目前日間Ð~~酎T_Vlô"Tl"t:!J\nU'R'J\nJ\D四'官噛m酎窪田曹、，Z軍謹盟謹監堕鐙1l 295 

- A RD3τ濡Z守EFMD4
l.izUd. rRPV4 IVHYL'.I'ENlUIKQ且DLRRQll喧R居留TVLIIALVAIAD彊TRENrKI!'VTKMYDLLLIKCAKLFPDTNLEALLNNDGLSPLl!llAAKTGKI血 FQlIIIRIU!IKDED且 396

snake raPV4 rv官官L'.I'ENlUIKQADI且且阜凶RG膏TVLIIALVAIAD哩'tIU!N'lKrVTKMYLLLIKCAKLFPDINLE且LLNNDGLSPU盛IAAKIG躍Z骨畳究開IIRIU!VRDEE且 396
human z'!R.PV4 IVNYLTERPBICKAD叫l!RQI>SRG沼TVLIIALV車IJIl)却TRENTKFVTKM'lDLLLLKC且且LFPDSNLE且YLN鷲DGLSPLMM注AK!~寵IGVFQlIIIRREVτ'DED'I 399 

mouse TRPV4 IVNYLTB!lPBKKA捌l!RQI>SRGHTVLR且LVAIAD慣 RENTKl!'VTKMYDLLLLKCSRLFPDS岨 E!VLNNDGLSPLMM抽 Eτ百KIGVrQlIXIRREVIDEDI399 
chicken zTRPV4 IVH'lLTENGlIlCQADLRRQllSR錨'fVLIl且LV且王且DNTRENTKFVTKMYIlLLLIKC且KLFPDTNLE且LLNNDGLSP.盟国AAKTGKIGI宮'QlIIIRRE工且l)EDV3B5 
frog TRPV4a 有国W.UR'IIIKKlIllUlRQll四品百VLØALVAXADIITR閣官官VTKVYDLLVIKCVKLYPDSSLE且.!E百調理旦単車更す~・l<I.ml'τr.TPn即時市TKDEE且 395

ARD5 町一一一- PomerV4R A貧06

l.izUd. rRPV4 RHLSRKFKD留AYGPVYSSLYDLSSLDICGEEDSVLE工L'lYNSIIMEl!RllEM工.AV<.PIlIELLRDKliRKFGAVSF'lISVVSYLCA腫工IF宜MVA'l'lRPLEGTPP496 
snali:e rRPVC R耳LSRKFKD冒且.YGPマYSSLYDLSSLD!CGEEVSVLEILV'lNSKIEIlPJIEML且刃El?INE!.I及E置冒RKFG且YSF'lISVV冨YLCIIMI1ll'TLVA宜主主PI.EG!雪P496 
h岨:man !RPV4 RHLSRKFKD冒IAY百PVYSSLYDLSSLDTCG7-E且SV工.EILV'lNSKIEJiR.'!EMLAVEPlNEL工品DK冒RKFGAVSFYINVVSYLCAMVlFTLIA'{'{Ql?LEGTPP'199 
mouse 7RPマ4 R~LSRKF~wAYGPVYSSLYDLSSLDTCGEEVSVLEILVYNSKIE四RHEML且:vEPlliELLRDK百RKFG.且.VS l'YINVV富YL心AM'lXFTLT且.'{'{QPLEGIPP 499 

chicken T京空'14 RHLSRK吉区百百'AYGPVYSSLYDLSSLDICGEEVSVエEILVYNSKIENR'!EMLAVEl?INELLRD畑lRKFGAVSl'YISVV宮YL♂且M!IFTLIAYYRP盟主GPPP465 
froq TRP叩4a R'!LSRKFRD司AYGPVYSSLYDLSMLDTCGEEVSVLEIL V'lNSKVElIRHÐ弘且:vEPIlIELLRD.時氾KFGAV宝vvτS~にす"摘す開守YγAY'lRPMDG:rl?P 495 

τMl 

l.izUd. rRPV4 YPYTTIID'lLRL且GEIVTLFTGVLFFF!NIRDL!百KKCPGVNSFFIDGSFQLLYFIYSVLVLVAA且LYLIG.工EAYLAV蕊VFALVJs宵盤RlILYFTRGLKL!596 
snake rRPV4 YPYTITPDYLCL且五掴!VTLFTGVLFrFτNIKDLF百KKCPGVNSFFIDGSFQLLYrIYSVLVLVAAALYL且.GIE且.YL且，VH1/FALVL(ヨ血畳魁日与，YFTRGLKL!596 
human ~RPV4 YPYRiTVDぜLRL且GEVITLFTGVL!'FFINIRDLE羽KKCPGVNSLl'工DGSFQLLYl!'IYSVLVIVSA且LYL且.G1E且YL且VMV茸:ALVU調MH車LYFT現.GLJ!エ;1'599 
mouse !RPV4 YPYRτ!VDゼLRL且GEVITLFTGVLFFFTSIKDLF!KKC苦GV百SLFVDGSFQLLYl!'IYSVLVVVSA且LYL且.G1EAYL且.VMVFALVI正調iMI盟国LYFTRGLKLI599 
C泊孟ckenTR.."V4 YP~TTTID'lLRL且E沼工ITLLTG工L!'FFSHIKDLE百E軒CPGVNSFF工DGSFQLLYE宝YSVLVIVTAGLYLGGVE且:n.AVMVl!百品;vu涜iI!IilILY茸宮球GLKL1 565 
froq TRPV4a YP~豆τ!MDYMRL且nRT\押T.T 甲m1VO'曹γTNIKDLFMKKCP喧VNSLFIDGSFQ官 .T.V1õ'TVC'UT_VTγT'AUT_VT_Ur-T寝室.YLAVMll1I'a.T.VT.t:諸白同日:Y1'甲官官TKLT 595 

1M2 TM3 1M4 

l.i.zUd. 宜'RPV4 GTYS1MIQK!LFEDL!'llFLLVYVLr型UGYASALVSLLNPCPSSEACSEERSNCTAPAYPSC寓DSKTFSNrLLDL宣軍LTIG磁E唖LEI'.IES且KYPGVF¥TILL696 
snake TRPV4 GTYSl:坦IQK!LFKDLFRFLLVYVLr圃:IGYASALVSLL..>lPCPSAESCRGDHSNC:r且E且.YPSCRDSKT:f宮TrLLDLFKLTIGMGDLEMIEN且KYPGVFV!LL696 
human主RPV4 G!YSIMIQK1U宜DLl'宜FLLV'lLL!MIGYASALVSL!.. !'l'PCA!II!KVClIEDQTNCTVl?TYPSCRDSEI:f宮古rLLD置』喧LTIGllGDLEMLSS:r宜宮PV'."Fl:!r.r.699 

mo岨se:rRPV4 G!YSIMIO軍ILFKDLFRFLLVYLt.naGl:且S且LVτL!...>lPC!Nl!KVCDEDQSNCTVJ?IYP且CRDSETF宮日正.rLLDLFKLTIG箇GDLEMLSS且茸~Pvvr工LLL 699 
chl.cken IRPV4 GTiSIMIQKILFKDLFRFLLVYLLl'百口[G'!ASALVSLL盟PCPSSESCSEDHSNCILPTYPSCRDSQTF宮古rLLDLFKLTIG鱒GDLEMLESAK'l苦GV1'I!LL685 
frog TR..'t>V4a GIYSIMLQKILFK明T. .，，'A'官 τVVT.T_$'IITf.!V:ac:.B:LVSLLNPC主SQESCIETSSNC!VPEYPSCRDSS:r:lI'ClrPT.T.nT_~.甲世間阻EDLl!王位目置且耳YP.寝耳n.u.r. ~95 

1M5 ~ 

l.izar<l rRPV4 VTYUUrvLLL盟国L工且LMGE!VGQVSKESKQI冨宜LQW.且τ:rJ:LDl:ERFFP'lFVRK且主主SGEMY1VGKSLDGTPDRRRC宮宜ITllEV耳w::mmQNLGIINEDP7ge 
snalte rRPV4 VTYULTPVLLLl!ML工ALMGETVGQVSKESKKIWKLQ砲車工主rtDIERSl'PVFVRR且Z豆SGEMVTyGKSLDG且PD恨RHC!京ITllEV買i1SnmiQ耳LG工ISEDP796 
hwnan TRPV4 VTYIILTFYLLLNML!A工止問ETVGQVSKESKHI盲XLQ留AITILDIE豆SFP"VFI..RK且E宜SG~町!VGKSSDG主PD且Ri1CFRV百EVNHSH冒NQNLGrIlIEDP 799 
znouse l'RPV4 VTY:I:IL'置l!'IILLLNML工且LMGETVGQVSKESKHI寝XLQ寵A!iILD1ERSFPVF!品E且FRSGEMVTVGKSSDGIPD直RIICF宜:ITJlEVN胃'S!!WNQ剖LGlINEDP799 
C企lickeoTR.l?V4 VT'lIILTI!'VLLLNMLI且LMGETVGQVSKESKH工事KLQWATTILD1ERSFPLFLRR且ntSGEMV!V百KGTDGTPDR車腎C宮RVDEVllIiSh"1illQNLG工1SEDP765 
zt'oq TRPV拍 車主主主.:o:.TEllLLLNMLI且LMGEIVGQVSKESKQIRKLQNAτTILDIERSFPVQ怨KAFRSGEMITτVGKNLDGTPDRR日CFRVDEV首IISH百NQNLGIINEDP 795 

TM6 TRP 

l.i.zard TRPV4 GKNDTYQ直YGFSHTVGRLRRDRlISIVVPRVYELNKN-LQPDEVVVPLDSMRSP.且且盟EHKl?SYPQS冒RKEDSH1' 668 
snake TRPV4 G:喧潤DTYQY'lGFSHTVGRLRRDRlISIVVPRVVELl!宜N-SQ舌DEVVVPLDSMCSAG且買且HKPSYPHSlIRKED且.Q1合 868 

human :rRPV毛 GKNETYQ'l'lGFSH!V百RLlUU>RlISSVVPRVVELNKN-SNPDEVVVPLDSM耳目舌RCDGHOO自在雪RKiiRIDDAPL' 871 
mouse TRPV4 GKSEIYQ世YGFSHTVGRLRRDRlISSVV菅直刃VELNKN-SS且DEVVVPLDNLGNPNCDGHQQGYAl?KliR:rDDAl?L'871 
C主1ckenT宜.PV4 GKSDTYQ'l'lGl'5HTVGRLRRDRlIS!I1VPRVVELNKS-CPτ[0岬VVPLGTMGI.且Z且RERRHG--Q'l:P-SSPL'852 

frog TRPV4a G>tNDGYQ'l'lGFSn甲也官官T_DnnD笛CUVVD""""LNKAPQBSDD町VVPLGN1PQ円lQTYSQRQヨmAQNlI宜KDE'!宜l' 868 
白 MBD

Fig. 7. Comparison of amino acid sequences of宜主主PV4念。'mliza1"d and snake with 
those of othe1" animals. Entire amino acid sequen四 sofτRPV4 ft"Om liza1"d and snake. 
which were deduced from cDN.A， were aligned with those of human. mouse， chicken. 
and frog. PRD.τM. PL. TRP. ARD  and C~mD indicate Pl"Oline-rich domain. 
仕ansmemb1"aneregions， por唱 region01" pore loop，τ'RP domain. an防l'In-l'epeatdomain 
and calmodulin b泊必ngdom必ns，l"espectively (Phelps et al.. 2008; Everael'ts et叫叫
2010). Numbel's shown on the l'ight are amino acid positions fol' each sequence. 
Hyphens indi回 tedeletions made fol' ma泊malmatching 
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N 

868 amino acids 

ehkpm 

企TRPdomai 

_ POl'e region 

Pl'oline-l'ich 
domain 

Bbhm……n郎凶s悩m即叫e凶凶l'ane令剥ωbi凶ln
domain .，.， domain 

Fig. 8. Stl'uctul'e of the l'eptilian TRPV 4. 
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chicken_TRPA1 
M 削 TRPA1
mouse TRPA1 
fly_TRPA1 
zぬra_TRPA1
Turtle TRPA1 
Snake_TRPA1 

chicken TRPA1 
h叩I8n_TRPA1
mouse_TRPA1 
fly_TRPA1 
zebra TRPA1 
Turtle_TRPA1 
Snake TRPA1 

10 20 30 40 50ω70ω90  1∞ 
.. 1... . 1. . .. 1. . .. 1. . . . 1. . . . 1. . . . 1. . . . 1. . . . 1. . . . 1. . . . 1. . . . 1. . .. 1. . . . 1.. . . 1. . . . 1. . .. 1.. . . 1. . . . 1. . .. 1 
凶TNLEK札PFWFL領事関ESITVYPNRPRYCGFMS---VFQYCFG促D釘TDAQS----TDT孔ELE札KOKYRLKDISTはEKOH臥IKLIIOK庇l
LHTSLE以LPt:官Ft:RKVDOKSTIVYPNKPRSGG机FH-IFCFt:FCTGEIROEIP件一一組員.SLE仮It:KOKYRLKDLTF比EKI凶乱IKLIIOK旺I
凶TNL臥K印LWYLRKV剛 STIVYPNRPRHG附LR--FFHYFL蜘 ETROEVP仲一一IDTCLE監1t:K制批即日SLLEKOHELI札110慨 I
LHTEほ郎LPHVWLORVDKMELIEYPNETKCKLGFCDFILRKWFSNPFT印おMDVISFDNNDDYINAELERORRKLRDISR惟EωHHLV阻1VOKME I 
凶TNLEERLP市 MKRV凶VTIREYPNR-cFSGKKR-一一昨F側 EVKSRTRLGPTFHOLT礼ERELTKOKYRL阪ISETllEKOI制札KLIVI雌 EI
?1胤ぼ胤PYWFLSRV臨 .SITVYP問問YC庄園S---V附YCFGYEDSVT臥ω一一-ADTTLELEIt:K附枇胸躍ST比政OHELI札IIOK旺I
-SOPGKKLPYWFlSRVOOESIVVY開RPRYCGFMT---VFOYCFGWDNTAADTω;--ADTTL且EVt:KOKYRt:KE

110 120 130 140 150 
..1....1....1.....1....1....1....1....1....1....1....1.. 
VS臥E旺NSHDt:FOOKFRKRQ-ほ.HRNSFASSIHLAAVTV印T側RIHLSHVHV俗*
ISETE卿 SHCSFQDRFKKEQ-舷側S酬 TVLRAV臥KTHHLEP←一一一一
ISETEDEDNH侭間関FKKER-LEI蝋 S棚刊LNAVKTKTHCSISHPDF*-----
KTEADDVDEGI SPNELR捌乱RSAG倒棚S附則札臥札SFNKSM*一一一
SSEADEHDGP附FOEL舵KLL一一TKS附 PLL附 TARKKGICSFGKTト一一
郎副?

Fig. 9. Compa."ison of amino acid sequences of τ官PAlfrom 
turtle and snake with those of other animals. Partial amino acid 
sequence of τ百PAl企omtUl"tle and snake， which was deduced 
金omcDNA， were aligned with those of human， mouse， chicken， 
zebra宣shand fruit fly. Numbers shown on the right are amino 
acid positions for each sequence. Hyphens indicate deletions 
皿adefOl' maximal皿atching.
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2.5. 考察

本章の結果から，腿虫類のthermoTRPのレパートリーは6つであり，他の四足動物と

同様の温度感受機構が備わっている可能性があることが示唆された.

日甫乳類の培養細胞において， TRPVlのc-末端領域を欠失すると，活性化温度域が低下

することが分かつている (vlachovaet al吋 2003).また，晴乳類では高温感受域である

TRPVlと低温感受域のTRPM8のc-末端領域を入れ替えると温度感受域も入れ替わった

という報告がある(Brauchiet al.， 2006).これらのことから， thermo TRPsの温度感受機

能はc-末端領域が重要であることが示唆されているため， c-末端領域について重点的に解

析した.アミノ酸配列を他種と比較した構造解析を行った結果，カメのTRPV2のc-末端

の長さは晴乳類の長さと一致し，近縁であると考えられている鳥類のニワトリより 12ア

ミノ酸残基短いことが明らかとなった.長さで考えると艇虫類の TRPV2は鳥類ではなく

晴乳類と同じであったため，晴乳類と同様の温度感受域であることが考えられる.TRPV3 

においては，JlIlg虫類の配列と鳥類の配列はc-末端領域の長さが一致したことから， c-末端

領域の長さで考えると，JlIlg虫類と鳥類のTRPV3の温度感受域はほぼ一緒であると予想さ

れる.TRPV4において，JlIlg虫類の全アミノ酸配列を決定した結果，他の種に見られるよ

うな各主要ドメインを保持しており(Fig.8)，他の種との配列相同性も非常に高いことから，

腿虫類の TRPV4は他の種で報告されている，温度の他に浸透圧や化学物質などの受容体

としての機能を保持していると考えられる.また，鳥類で、あるニワトリと配列の相向性が

一番高く，次いで晴乳類，両生類のカエルで、あった.また， c-末端領域の長さはニワトリ
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九~

のみ5アミノ酸残基短く，他の隈虫類，晴乳類，両生類共に一致していた.c-末端領域の

長さの解析からは，~虫類は晴乳類，両生類と同じ温度重要域であり，鳥類が異なる重要

域を持っとも考えられる.TRPV4の感受温度は 27・420Cと言われているが(Watanabeet 

al.，2002)，その温度感受機能についてはまだ不明瞭な点が多く，温度感受性のあるアミノ

酸ドメイン等はよく分かっていない.~虫類での活性化温度を調べることにより，今後の

温度感受機能についての解明に役立つと考えられる.

さらに本章では，カメのTRPAlホモログを皮膚のcDNAを用いたRT-PCRによって決

定することが出来た.~虫類ではニシキヘピやガラガラヘピにより TRPAl の存在がすで

に知られてはいたが，今回得られた TRPAlのアミノ酸配列は短く， C-末端の長さ，配列

ともに不明な点が多いものの，カメによる TRPAlの報告例はないため，本研究で新たに

同定することが出来た.さらに多くのアミノ酸配列を決定し， C-末端領域や全長の構造解

析をすることが， TRPAlのさらなる研究に必要不可欠である.
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第3章

脊椎動物における thermoTRPの系統解析

3.1 背景と目的

第2章でカメのTRPV2，3， 4， TRPAlの一部，シマヘビのTRPV3，TRPAlの一部と

TRPV4の全長，カナヘビのTRPV4の全長のアミノ酸配列を同定することができた.アミ

ノ酸配列による構造解析からは，それぞれが他の生物種と高い相向性を持っていることが

分かつた.しかしながら，腿虫類のthermoTRPはどの種のアミノ酸配列と近縁であるか，

つまり，各遺伝子の配列は変温動物と恒温動物のどちらに似ているのかについては明らか

となってはいないため，これを調べるために，第2章で得られた配列を系統解析する必要

がある.そこで本章では第2章で得られた配列を他の脊椎動物の配列とともに系統解析す

ることを試みた.

3.2 材料

材料については第2章参照

3.3. 方法

3.3.1. RNA抽出， RT-PCR， PCR法については第2章参照
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3.3.2. 系統解析

系統解析は MEGA4.0 ソフトウェア (Tamuraet al.， 2007)を用いて，

minimum-evolution法(ME;Rzhetsky and Nei， 1987)で行った.データベースによる

blast 解析は，ウェブサイト Ensembl Genome Browser 

(httn :I!asia.ensembl.ore-/index.html)にて，ヒトのTRPVs及びTRPA1をクエリーとして

実行した.

3.4 結果

本章では，第2章で得られたカメのTRPV2，3，シマヘピとカナヘピのTRPV4の配列を

利用して分子系統樹を作成し，分子進化学的解析を行った.系統樹はTPV1"-'4のTM6の

終わりからc-末端のストップコドンまでの167アミノ酸残基を利用して作成した(Fig.lO).

さらに，シマヘビとカナヘピのTRPV4の656アミノ酸残基を用いて(カナヘビの 141-796

の位置に当たる)， TPV1 "-'4の系統樹を作成した(Fig.11).両方の分子系統樹には，アウ

トグループとして，ヒトとマウスのTRPV5，6をそれぞれ用いた.Fig.lO， 11の結果から，

TRPVのサブファミリーはそれぞれTRPV1，2， 3， 4の独立したクラスターを形成した.ア

ウトグループのTRP5，6はそれらから離れた樹形となった.

TRPV2の系統解析の結果，カメとニワトリがクレードを形成し，ニワトリ，ターキー，

ゼブラフインチの鳥類と姉妹群を形成したため，カメのTRPV2の配列は鳥類の配列と相
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25 

45 

human TRP¥12 

99 

100 humanTRP'A 

ト一一一一一→
0.2 

Fig.10. Phylogenetic t1'ee∞nst1'ucted with verteb1'ate TRPV s. The tree was constr・uctedwith 
amino acid sequence of 'I官，PVsfrom vru.ious ve1'teb1'ate， which contains the end ofTM6 to stop 
codon (167 1'esidues). Each sequence was aligned fo1' the sa皿eregion， and used fo1' the t1'ee 
construction by ME method (Rzhe白，kyet al.， 1992). Bootst1'ap values were calculated ITom 
1，000 1'eplicates and indicated at the branches <>50%). Genes that the amino acid sequences 
were determined in this study are square. 
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humanTRPV2 

10日

100 

finchTRPV3 

TRPV5 

トー一一一ーー→
日2

Fig_ 11. Phylogenetic出 econs加盟飴dwi也 vertebra.teTRPVs. The tree wa.s co出仕uctedwith a.mino a.cid seq田 E目。fTRPVs
金。mva.ri。田vertebra.te.官'hichcon旬並sconse四 eddom創出includingthe ank戸泊repeat阻 d佐田smembr姐.edomains (656 
residues.師，rre可同'ndi且gtoposi伝on金。m141 to 796 i且liz町 dTRPV4)_ Ea.ch se伊 en，僧官描a.li伊edforthesa皿.eregi岨 .and
田 edfor the tree田郡佐uctionby ME me世田d(Rzhe旬，kyet al. 1992)_ Bo。飴trapva.lues we胞団lculatedf加盟1.000repli国 .tes
担 .dindi伺 teda.t the branches <>50"A.)_ Genes tha.t the a.mino acid盟明encesw町 edetermined in this study町 esha.deli 
Da.ta.ba.se a即時sionnu皿.bersof the genes used for the tr目印凶依田tionare; human τ官:tPV1:AJ277028. mo田 eτ官:tPV1:
ABl80097. ra.t TRPVl: AF02931O. chicken TRPVl: AY072909. zebra. finchτ官PVl:JCP_002195940.念。gTRPVlp四:
]]4_002938256.hu皿阻TRPV2:Afl29112.血 O田 eτヨ:tPV2:AB021665. ra.t TRPV2: AF129113. chicken TRPV2:玄M_415848.
turkeyTRPV2 pre: ENSMGATOOOOOO07327. zebra. finch τ宝PV2:玄P002195797.frogTRPV2 p田:ENSGALT00000012785. 
humanτ'RPV3: AJ487035， mouse TRPV3: AF510316， ra.t TRPV3: AY325813， chickenτ官:tPV3pre: ENSGALT00000007425， 
turkey四円3pre: ENSMGAT00000007547， zebra. finch叩 .PV3:JCP002195959，曲。le匂reena.nole) T即 V3pre:
ENSACATOOOOO001754，金ogTRPV3 pre: ]]4_002938252， human TRPV 4: AF263523， mouseτ'RPV4: AF263521， rat TRPV4: 
AF263521， chicken TRPV4: AF261883. turkey TRPV4 pre: ENSMGAT00000007141， zebra.呈shTRPV4: DQ858167，告。g
TRPV4a pre: ENSXETTO∞00040300.hu血血TRPV5:NM019841，皿。田eTRPV5: NMOOI007572， hu皿姐TRPV6:NM018646， 
mou鵠 TRPV6:NM022413. 
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98 

97 

且2

Boa∞隔制dorTRPA1

忍brafishTRPA1a 

:abra百shTRPA1b

罰yTRPA1

Fig. 12. Phylogenetic tree constructed with vertebrateτ'RPA1. The tree was constructed with 
94 amino acid residue sequence of TRPAl from various vertebrate.Each sequence was aligned 
for the same region， and used for the tree construction by ME method (Rzhetsky et al.， 1992). 
Bootstrap values were calculated fl'om 1，000 replicates and indicated at the branches (> 50%). 
Genes that the amino acid sequences were determined血thisstudy町 esqu位 eDatabase 
accession numbel's of the genes used fol' the tree construction are; humanτ'RPA1: yl0601， 
chicken TRPA1 pre: XM_418294， mouseτ'RPA1:ay231177，zebrafishτ京PA1:AY677196，色沼it
fly官 PAl:ay302598， Boa TRPAl: GU562969，時thon叩 PAl:GU562969， Crotalus atrox 
τ'RPA1: GU562967， Panthel'ophis obsoletus lindheimeriτ'RPA1: GU562966. Genes that the 
amino acid sequences were determined in this study are square. 
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向性が高いことが分かつた(Fig.10).一方，11甫乳類のTRPV2とは離れた樹形であること

から， TRPV2のc-末端領域の配列は晴乳類と鳥類・限虫類の配列とそれほど相向性は高

くないことが分かつた.

τ官PV3の系統解析の結果，カメとデータベース検索からダウンロードしたグリーンア

ノーノレが腿虫類同士でクレードを形成し，ニワトリ，ターキー，ゼブラフインチの鳥類が

クレードを形成し，それぞれ姉妹群を形成する樹形となった(Fig.10). さらに鳥類・腿虫

類グループと晴乳類が姉妹群を形成し，カエルが最も離れている樹形となった.

TRPV4の全長を用いた系統解析の結果，カナヘピとシマヘビは艇虫類同士でグルーピ

ングし，ニワトリ・ターキーの鳥類とクレードを形成した.また，晴乳類とは姉妹群を形

成した(Fig.11). TRPV4のc-末端領域で解析した系統樹でもFig.11と同様にカナヘピ，

シマヘビの艇虫類同士がグルーピングした旬、ig.10).一方で，艇虫類グループと晴乳類が

姉妹群を形成したことから， c-末端領域においては，艇虫類は鳥類ではなく晴乳類に似た

配列であることが分かつた.

TRPA1の系統解析は94アミノ酸残基を用いて行った.その結果，本研究で得られたカ

メの配列は同じ偲虫類のへピとではなく，鳥類であるニワトリとクレードを形成した.ま

た，用いたへピ4種でクレードを形成し，カメーニワトリグループと姉妹群を形成した(Fig.

12). 

3.5. 考察
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本章では、第2章で得られたアミノ酸配列をもとに系統解析を行った。

TRPV2において、長さで考えると腿虫類のTRPV2は鳥類ではなく晴乳類と同じで、あっ

たため，晴乳類と同様の温度感受域であると予想されるが，本章でのカメのTRPV2の系

統解析からは， o甫乳類ではなく鳥類であるニワトリと似ていたため，鳥類と同様の温度感

受域であるとも予想される.また，変温動物である艇虫類のTRPV2は，同じ変温動物の

カエルよりも長さでは恒温動物の晴乳類寄り，配列の相向性では恒温動物の鳥類寄りであ

り，限虫類のTRPV2は恒温動物に似ていると考えられる.TRPV2の温度に対する働きに

ついてはまだ、未解明である点が多く，JlIf!虫類のTRPV2が何度で活性化するかといった実

際の温度に対する働きを調べることが， TRPV2の温度感受機能の解明に大いに役立つと

考えられる.

TRPV3においては，腿虫類の配列と鳥類の配列はひ末端領域の長さが一致し，アミノ

酸配列を用いた系統解析の結果から、腿虫類と鳥類の相同'性も高かったことから，JlIf!虫類

と.アミノ酸配列， c-末端領域の長さの比較解析の結果から，変温動物である腿虫類の

TRPV3の感受温度領域は恒温動物である鳥類の TRPV3の温度感受域とほぼ一緒である

と予想される.

TRPV4において， Fig.10， 11共にシマヘピ，カナヘビの限虫類同士でクラスターを形

成し、アミノ酸配列の類似性も非常に高いことから，シマヘビ、カナヘビは同じ温度感受

機構を保持していると考えられる。腿虫類のTRPV4の主要構造を含んだ領域における系

統解析の結果，変温動物である腿虫類は変温動物のゼブラフィッシュ，カエルよりも恒温

動物の鳥類と最もよく似ていることが分かつた.晴乳類において TRPV4の感受温度は
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Cと言われているが， (Watanabe et al.， 2002)その温度感受機能についてはまだ不明

瞭な点が多く，温度感受性のあるアミノ酸ドメイン等はよく分かっていない.)Jigl虫類での

活性化温度を調べることにより，今後の温度感受機能についての解明に役立つと考えられ

る.

TRPAlにおいて、すでに報告されているへピの配列を用いた系統解析の結果から，カ

メと鳥類がクレード化し，ガラガラヘピ，ニシキヘピが姉妹群を形成する樹形となってい

ることから，カメと比較するとへビは特異な配列であることが分かった(Fig.12).

本章で行った系統解析の結果，全ての TRP遺伝子において，関虫類と鳥類がクラスタ

ーを形成したことから，変温動物である限虫類のthermoTRPは同じ変温動物である両生

類よりち恒温動物である鳥類に類似していることが分かった.一方で、，噛乳類の TRPA1

は低温感受性があるのに対し，ヘピの TRPA1は温帯域感受性があるなど感受する温度が

ヘピで、は異なっている.)Jigl虫類全般の TRPA1が温度感受域性なのか，ヘピのみがそうな

のかについては不明で、あるが、系統樹からはへピの配列が特異的であることから、カメの

TRPA1の温度感受域はおそらく鳥類や他の恒温動物と似ていると予想、できるが、実際に

どの位なのかは非常に興味深く，今後の研究が望まれる点である.
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第4章

ThermoTRP遺伝子の発現動態の解析

4.1. 背景と目的

第3章の系統解析の結果から，本研究で得られた配列は全て既知のthermoTRPとグル

ーピングしたことから，目的通り艇虫類のthermoTRPホモログを単離することが出来た.

しかしながら， thermo TRPsは温度センサーとしての機能だけでなく，様々な化学物質に

より活性化するため，~虫類 thermoTRP ホモログが温度センサーとしての働きを持って

いるかは今のところ不明である.

Thermo TRPsは温度センサーとして主に皮膚の末梢神経で発現が見られることが分か

っている(Patapoutianet al.， 2003).そこで、本章では皮膚をはじめとする各組織におけ

る発現を調べ，既知の報告と比較することで限虫類thermoTRPホモログの機能を推定す

ることを目的とし、第2章で得られた各遺伝子を用いて，各組織から抽出した RNAに対

して逆転写反応を行い， PCRによって発現解析を行った.

一方、脊椎動物の中で，両生類、腿虫類および晴乳類の一部の種は冬季の低温に対して

冬眠という温度対策行動をとることが知られている.しかしながら，温度環境の変化に対

して温度センサーによる温度の感受性は変化するのか，といった点についての報告例は未

だない.

TRPV4は非選択性であり，温度刺激の他に浸透圧，化学物質等によっても活性化し，
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さらに皮膚を保護する機能もあると考えられている.このように TRPV4は広く発現し，

様々な働きをしているため，冬眠時における生体の変化を調べるのに適した温度センサー

マーカーであると考えられる.そこで本章では冬眠中のカナヘピを用いて TRPV4の発現

解析を行うことで，冬眠中における温度に対する反応を調べることを目的とした.更に，

仮に差異が出るとすれば，低温に対する反応なのか，冬眠に対する反応なのかも調べるた

めに，人為的に低温状況下で飼育した個体も同時に解析することで，低温状態と冬眠状態

の比較解析も行った.

4.2 材料

材料は発現解析には第2章と同様のものを用いた.冬眠時における発現動態の解析には，

捕獲した野生のカナ入ピを用いて，通常状態のコントロール，人為的に低温条件下で飼育

した個体，冬眠状態の3つのグループに分けてこれらを用いた.人為的に低温処理を行っ

た個体は，捕獲後のカナヘビを土壌と落ち葉などをいれたケージに入れ，餌を抜き水のみ

を与えて暗所で48時間 8
0
Cに静置した.この低温処理は7月に行った.冬眠個体について

は，まず向上のケージで 11月まで十分に餌を食せる環境下において室温で飼育した.そ

の後，暗所で 80Cに静置した.冬眠は11月下旬から4月上旬までのおよそ4ヶ月間であ

る.冬眠は， Grenot(2000)とMichaelidis(2002)らの報告を参考にして，個体の動きが著

しく鈍くなる，呼吸が遅くなる，深い睡眠状態に入っている，ということにより確認を行

った.
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方法4.3. 

冬眠中の個体共に発現解析には第2章と同様の方法を用いた.低温処理を行った個体，

逆転写反応により cDNAを合成後，解剖後，速やかに各組織ごとにtotalRNAを抽出し，

コントロール遺伝子特異的pnmerを用いたPCRにより発現解析を行った(第2章参照).

としてmRNAのスプライシング時における細胞間の相互作用関連タンパクのWAC(Xuet 

al.， 2002)と細胞骨格関連タンパクの一つである0・カテニン遺伝子の CTNNB1(Krauset 

al.， 1994)を用いた.

覚醒間近の 3

4
/
'
'
 

冬眠中の個体については，深く冬眠に入っている 1月"-'2月で 3個体と，

実験に用いた(Fig.13). 月下旬に2個体をそれぞれ解剖してRNAを抽出し，

Depth of hibernation 、、、、、、
伊bernation

41 

month 

Fig. 13. Schematic l'epl'esentation of the hibel'nation. Apl'il to Octobel' 
al'e active pel'iods， Novembel' is pl'e-hibel'nation pel'iod， late Novembel' 
to late Mal'ch， reptiles entel' hibernation . Al'l'oWS indicate the depth of 
hibel'nation. Triangles indicate date of sampling. 
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5.結果

(1) 発現解析

カメにおける TRPV2の発現解析の結果，脳，舌，肺，肝臓，皮膚での発現が観察され

た(Fig.14). これは晴乳類で報告されている組織とほぼ同じパターンであり(Caterinaet 

al.， 1999; Patapoutian et al.， 2003)，発現パターンによると晴乳類と同じ働きをもつもの

であると考えられる.

カメとシマヘビにおける TRPV3の発現解析の結果，脳，舌，皮膚でのみ発現が観察さ

れた(Fig.15).晴乳類では舌，皮膚，末梢神経，背骨根での発現が報告されており，ほぼ

一致していることが分かつた(Smithet al.， 2003; Patapoutian et al.， 2003). 

TRPV4において，カメ，シマヘピ，カナヘピで発現解析をした結果，脳，舌，心臓，

肺，肝臓，筋肉組織，皮膚と調べたすべての組織で発現が見られた(Fig.16・A).また，ネ

ガティプコントロールとして，without template，イネ，リンドウのcDNAを用いてTRPV4

のpnmerでPCRを行ったところ，増幅が見られなかった(Fig.16・B).晴乳類においても

広く発現が確認されているため(Watanabeet al.， 2002; Patapoutian et al.， 2003;)， 

TRPV4も晴乳類と同様の働きを有していると考えられる.

TRPA1をカメにおいて発現解析した結果，脳，舌，肺，筋肉組織，皮膚で発現が確認

された(Fig..lτ).晴乳類においてはγ背骨根，ー末梢神経y内耳y皮膚で報告があったが(Story

et al.， 2003; Patapoutian et al吋 2003)，内臓系組織での発現の報告例はない.TRPA1は

温度以外の化学物質でも活性化するという報告があるため，温度センサー以外の働きをこ
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T宍PV2

WAC 

Fig.14. Expression ofTRPV2 mRNAin different tissues/organs tUl'tle. 
TotalRNAs色・omeach tissue/ol'gan was subjected to RT-PCR using 
T豆PV2-specific pl'imers and the pr・oductswere run on agarose gel (see 
TJL.4..TER砧LSANj)註ETHODS).Control experiments were done using 
primel's for ¥，主主CmRNA.
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Fi菩.15. Expression of TRPV3 mRNA in different tissues/organs in snake 
and turtle. Total RNAs from each tissue/organ was subjected to RT'PCR 
using T豆PV3'specific pl'imers and the pl'oducts wel'e l'un on agal'ose gel (see 
JVlATERIALS A民D斑ETHODS).Contl'ol expel'iments were done using 
pl'imel's fo1' ¥VAC訟RNA.
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Fig.16. Expression of T豆PV4 mRNA in di宜erenttissues/organs in lizard， snakとand

tUl吃le.(必Expressionof TRPV 4 in lizard， snake and tur・tle.Total RNi¥S ITom each 

tissue/organ was subjected to RT-PC去usingTRPV 4 -specific primers and the 

products were run on agru.'ose gel (see }'íA.TE哀IALS~J.\NDMETHODS). Control 

expel'iments wel'e done using prilllers fol' WAC lllRお'A.(B) Specificity of the TRPV 4 

prilllers. Total RNAs from rice (01')とzasatiya) and gentian (Gentuma t1i.fJOl'a) plants 

were used as templ杭esforR下PCRas in (A).豆iceand gentian豆NAswere negative 

controls， showing specificity of the prilller. 
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Fig. 18. Cold-and hibernation-l'elated alternation of TRPV 4 expl'ession in di宜'el'ent
tissues/ol'gans in the lizal'd. Expl'ession of the mRl'、~Awas analyzed as in Fig. 3. (A) non-
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the same condition. WAC and CTNNB1 mRNA.s wel'e used as contl'ols. 
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れらの器官で、行っていると考えられる.

本章では，調べた全ての thermoTRPsは脳，皮膚と舌で発現することが分かつた.脳

は温度を感受して自身の体温調節に重要な器官の一つである.また，皮膚は外気温を感受

するのに最も重要な器官であり，脳と皮膚における thermoTRPsの発現からは，腿虫類

のthermoTRPsは温度感受機構が備わっていると予想することが出来る.さらに，調べ

た全ての thermoTRPsは舌でも発現が観察された.このことから，腿虫類は舌でも常に

温度を感受していることが分かつた.

(2)冬眠時における発現動態

低温処理を行った個体L 冬眠時の個体において TRPV4の発現解析を行った.低温処

理個体のTRPV4はコントロールの個体(Fig.18・A)に比べて舌と筋肉組織において発現が

低下していた(F培.18-B). コントローノレとして用いたWAC.CTNNB1遺伝子については

全ての組織で発現が一定であり，低温の影響はほとんどないことが分かった.

冬眠個体においては， 1月下旬の冬眠から 2カ月後にサンプリングした個体で，肝臓と

皮膚を除く全ての組織でTRPV4の発現が低下していた(Fig.18・C).3月下旬の冬眠から 4

ヶ月後，覚醒直前の個体においては，脳，心臓，肝臓，皮膚で発現が確認され，舌，肺，

筋肉組織でTRPV4の発現が低下していた(Fig.18・D).冬眠中においては全ての期間で肝

臓，皮膚で TRPV4が発現していることが分かつた.一方，脳，舌，心臓，肺，筋肉組織

といった他の器官では冬眠時は著しく発現が低下することが分かった.さらに， 1月下旬

の深く冬眠に入っている個体と， 3月下旬の覚醒間近の個体の発現を比較したところ， 3 
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月下旬の個体は脳，心臓での発現が回復していることが分かった.

コントロールとして用いたWAC，CTNNBl遺伝子については全ての組織で発現が一定

であり，冬眠時の影響はほとんどないことが分かつた.

6.考察

(1)発現解析

TRPV2の発現解析の結果，晴乳類同様カメのTRPV2も広く発現していることが分かつ

た.晴乳類における TRPV2は520C以上の温熱傷程度の高温度で活性化することが分かつ

ているため，致命的な温熱傷を避けるために色んな組織で発現しているのではないかと考

えられる.しかし，温熱に暴露されない組織でも発現しているため，これらの組織では温

度センサーとしてではなく，別の働きをしているとも考えられる.

TRPV3の発現解析の結果，脳，舌，皮膚で発現が確認された.ヒトにおいて， TRPV3 

はハーブ、の一種であるオレガノの成分であるカルパクロール感受性があることが分かつて

いる(Xuet al.， 2006).限虫類のTRPV3は舌で発現していることが分かつている.本研究

で得られ主眼虫類の TRPV-aのアミノ酸配列は一部であるため，カルパクロール感受性の

あるドメインを保持しているかは不明であるが，さらにTRPV3のアミノ酸配列を決定し，

カルパクロール感受性のあるドメインの有無が分かれば，~虫類がオレガノの味を感じる

ことが出来るかもしれない.脳，皮膚は温度感受に重要な器官であるため，脳，皮膚にお

ける発現からは，~虫類の TRPV3 は thermoTRP としての機能を持っていると考えられ
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る.

TRPV4は調べた全ての組織で、ユピキタスな発現が確認された.このことは，暗乳類に

おける報告とも一致する(Watanabeet al.， 2002; Patapoutian et al.， 2003). TRPV4は浸

透圧による感受性から，腎臓での発現が多いことが明らかとなっているが，本研究では腎

臓での発現は確認できなかったため，腿虫類の TRPV4が浸透圧感受性については不明で

ある.カメ目であるミシシッピアカミミガメ，有鱗目であるシマヘビ，ニホンカナヘピで

の発現が一致しているため，ワニ自においては確認されてはいないものの，腿虫類全般で

発現が確認されたと考えられる.

TRPAlの発現解析の結果，脳，舌，皮膚での発現が確認された.晴乳類のTRPAlはタ

マネギやニンニクの成分である allicin感受性があることが分かつていることから(Story

et al.， 2003)ー J腿虫類のTRPV3のアミノ酸配列を調べることで，タマネギ，ニンニクの辛

み成分を感じられるかが明らかとなると考えられる.さらに，ヘピでは TRPAlはピット

器官とよばれる赤外線センサー器官での発現が報告されており(Grachevaet al.， 2010)，こ

の器官はヘピ特有のものである.また，晴乳類のTRPAlは17t以下の冷温感受域である

がへピの TRPAlは270C-370C以上の温帯域で活性化するという報告もあり(Grachevaet 

_al.， 2010)，ヘピのTRPAlは晴乳類に比べて特殊な機能を持っていることが分かつている.

ヘピ以外の腿虫類ももしかすると晴乳類とは異なる機能・感受温度領域をもっているので

はないかと考えられため，今後，カメ，へピ亜目に近縁なトカゲ亜目といった他のfl哩虫類

の実際の活性化温度を調べることが，今後の研究に役立つと考えられる.
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包)冬眠時における発現動態

本章のRT-PCRの結果から，限虫類において，冬眠により TRPV4の発現が低下したこ

とから， TRPV4の発現は冬眠によりコントローノレされていることが分かつた.冬眠時の

個体においては，肝臓，皮膚でのみ発現がみられ，脳，舌，心臓，姉，筋肉組織での発現

は確認できなかった.コントロールの個体と比べて発現が抑制されるという明らかな差異

がみられ，この発現の抑制は，冬眠により引き起こされるのか，低温により引き起こされ

るのかを調べる必要がある.次に，低温処理を行った個体において発現解析を行った結果，

舌や筋肉組織での発現が低下したことから，低温状況下では艇虫類の TRPV4の発現は抑

制される傾向にあることが分かつた.これは，寒さにより筋肉組織の働きが低下するため

に誘引されたと考えられる.また，脳，舌，心臓，肺，肝臓，皮膚においての発現はコン

トロールの個体とほぼ同じような発現レベルであり，これらの組織においてはユピキタス

な発現が確認された.人為的な低温状況下では，冬眠時のような発現の低下は見られなか

ったため，冬眠時における TRPV4の発現の低下は冬眠により引き起こされるものであり，

冬眠により TRPV4の発現はコントロールされていると考えられる.

TRPV4が冬眠時の全ての個体の皮膚で発現していたことから， 00虫類は冬眠中を含め

常に皮膚で温度を感知していることが分かつた.限虫類が冬眠から覚醒するための要因と

して，土壌の温度が示唆されている(Grenotet al.， 2000).冬眠から覚醒するためには常に

皮膚で外温を感受しなくてはならないため， TRPV4の皮膚での発現は冬眠からの覚醒に

も必要不可欠であると考えられる.また， TRPV4は温度センサーの他にも，細胞間結合

構造をとり，皮膚のバリアーとしての機能もあることが分かつている.皮膚での TRPV4
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の発現は冬眠期間中，または覚醒時における脱水状態から避けるためということも考えら

れる.

更に，冬眠時の全ての個体の肝臓でも常に発現がみられた.冬眠中の両生類や昆虫は血

中のグノレコース濃度を上昇させ，耐凍性を高めていることが分かっている(Storey2006). 

肝臓は糖やエネルギ一代謝の重要な器官の一つで、もあるため， TRPV4は肝臓においてこ

のようなヱネノレギー代謝に関わりのあるような働きもしているのかもしれないと予想され

る.

1月下旬の深い冬眠状態にある個体と 3月の覚醒間近の個体の発現パターンでは，脳と

心臓での発現に差異が確認できる.覚醒間近の個体では脳と心臓において発現が見られる

一方で，深い冬眠状態の個体では発現が見られない.前述したように，脳は温度を感知す

るのに重要な器官の一つであり，心臓は覚醒に向けて徐々に拍動が活発になっているので，

これらの組織での発現が回復してくる傾向にあると考えられる.
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第 5章

総合考察

本研究で，新たに腿虫類のTRPV2，3， 4 を同定し，~虫類の温度センサーレパートリー

が他の四足動物と同様のものを有していることを明らかにした.晴乳類，鳥類，両生類と

同様に， 6種類のthermoTRPが確認された.Thermo TRPsの系統解析の結果， TRPV2， 

3，4において腿虫類のthermoTRPは鳥類のthermoTRPとクラスターを形成したことか

ら，変温動物である腿虫類の温度センサーは同じ変温動物の両生類よりも，恒温動物の鳥

類の温度センサーと似ていることが明らかとなり，隈虫類と鳥類は同じような温度感受機

構であることが予想される.これは，~虫類は鳥類と非常に近縁であるという既存の系統

類縁関係とほぼ一致した系統関係であり，なんら矛盾しない結果であると考えられる.ま

た， TRPV2のc-末端領域の解析から，鳥類の TRPV2の温度感受機構が晴乳類とは異な

っている可能性があることが示唆された.鳥類における TRPV2のパッチクランプ法など

による実際の活性化温度測定がTRPV2の温度感受機構の解明に役立つと思われる.

TRPV3は，晴乳類のTRPV3は300C以上の温帯域で活性化するのに対し(Smithet al.， 

2002)，両生類のニシツメガエルのTRPV3においては， 17
0

Cの冷温域で活性化するなど動

物によって活性化する温度が異なるという報告がある(Saitoet al.， 2011)が，本研究では限

虫類のTRPV3のc-末端領域の配列解析と発現解析の結果からはそのような差異は見出す

ことはできなかった.

本研究では限虫類のシマヘピとカナヘピの TRPV4の全長のアミノ酸配列を決定する
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ことが出来た.TRPV4には，その主要構造である TM，pore region， TRP domainの他

にN末端にはタンパク開相互作用を持つ 6つの ARDがあり，第一ARDのすぐ上流には

proline-rich-domain (PRD)を含んでいる.PRDは細胞骨格タンパク質である PACSIN3

と相互作用を持つことが分かつている(D'hoedtet al.， 2008). TRPV 4の C末端には，

TRPV4のCa2+依存的活性化に関連する calmodulinbinding domain (CaMBD)があるこ

とが分かつている(Stro伽lannet al.， 2003).また， IP3 receptorによっても活性が調節さ

れている(Fernandeset al.， 2008).腿虫類のTRPV4にもこれらの主要ドメインが保持さ

れていたため，温度センサーとしてだけのみならず，晴乳類の TRPV4同様にこれらの機

能も有していると考えられる.

TRPA1の系統解析の結果，同じ艇虫類であるカメとへピがグループ化するのではなく，

カメと鳥類がグループ化しヘピと姉妹群を形成するという結果となった.カメとへピの

TRPA1は異なる感受温度である可能性が考えられるが、解析に用いた配列が短いために

そのような結果になったとも考えられる.カメにおける TRPA1の全長を用いて系統解析ー

を行う，また，カメの TRPA1の感受温度を計測することにより，この間題は解決すると

思われる.また，温度と痛みには関連性があることが分かつており， TRPV1， TRPV2， 

TRPAlは侵害温度刺激受容に関与するものと思われている〈富永 2004;2006).さらに，

TRPV3，4は皮膚のケラチン細胞で発現するために皮膚のバリアーや毛髪との関連性も示

唆されている(Imuraet al.， 2007; Sokabe 201ω.00虫類のTRPsを調べることによって，

新たな製薬開発といった薬学的な分野への貢献も期待される.

発現解析の結果から，限虫類の全ての thermoTRPsは皮膚で発現が確認された.この
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ことは，艇虫類の TRPホモログは温度センサーとして働いていることを示唆している.

また，舌においても全ての thermoTRPsの発現が見られた.ヘピ・トカゲ類は常に舌を

出して匂いを感知しているといわれているが，温度も同様に感知していることが分かつた.

冬眠時のカナヘピにおいて， TRPV4の発現の低下が確認された.冬眠というライフサ

イクルにおける大きな変化と温度センサー遺伝子の関連例はこれまで、報告例はなく，本研

究が初である.動物の冬眠時の生理学的な反応として，代謝が著しく低下することが知ら

れている(Herbertet al.， 1985; Storey， 2006).皮膚を除く TRPV4の発現の低下は代謝の

低下によるものであるかもしれない.

一般的な耐凍性に関する適応は，結品中のグルコース濃度の著しい上昇(Storeyet al.， 

199.3; Voi土uronet al.， 2002)や， protein kinaseによる調節などが知られているが(Store民

2006)， thermo TRPとの関わりの報告例はなく，どの様なメカニズムで冬眠中のTRPV4

の発現抑制が行われているかは不明で、ある.晴乳類では冬眠のマーカーとしてHP複合タン

パクが知られている(Kondoet al.， 1992).本研究が，今後このようなタンパクを限虫類に

おいて探索するといった，さらなる研究に大きく貢献することを期待する.
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要旨

生物は寒冷地から熱帯地域まで様々な環境下で生存しており，日光浴や水浴びといっ

た行動や，発汗，発熱といった生理学的反応により多様な温度環境に適応している.この

ような温度に対する反応は温度感受機構により賀されるものであり，これに関与する複数

の温度センサー遺伝子TRP(Transient Receptor :r.otential)が種々の生物種で報告されて

いる.しかしながら，それらの多くは恒温動物のものであり，変温動物で、ある腿虫類につ

いての研究は極めて少ない.

そこで，本研究では，恒温動物と変温動物の温度感受機構の違いを調べるために，変温

動物の腿虫類からこれまで未同定であったTRPを分離・同定し，その構造を明らかにす

るとともに，その系統進化および発現動態を解析して， TRPから見た変温動物の進化およ

びTRPの腰虫類生活環における機能等について考察することを目的とした.発現動態の

解析では，これまで研究例のない冬眠期での変動について特に着目した.

研究材料としてアカミミガメ(Trachemysscripta eJegam占，シマヘピ(EJaphe

quadrivirga ta)，ニホンカナヘピ(Takydromustachydromoides)を用いた.これらの

RNAから cDNAを作成し，これまで報告されている他動物の TRPの塩基配

列から設計した特異プライマーを用いて PCRを行った.その結果，本研究

で初めて TRPサブグループの TRPV2，3， 4 およびTRPAlを同定し，シマヘピ，

カナヘピの TRPV4については cDNAの全塩基配列およびそれから推定され
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る全アミノ酸配列を決定した.シマヘビおよび、カナヘピTRPV4のアミノ酸配列は，

他の動物のTRPV4に共通して存在する機能ドメインをすべて保持しており，構造の類似

性から温度感受機能をもっと考えられた.

次に，本研究で決定したTRPのアミノ酸配列を他の動物のTRPと比較し，系統樹を

minimum"evolution法で作成した.このような解析から，変温動物である腿虫類のTRP

は他の変温動物である両生類よりも恒温動物である鳥類のそれに近縁であることがわかっ

た.また，同じ艇虫類でもカメとへピは系統樹上でクラスターを形成しないことから，こ

れら 2つの動物は異なる温度感受機構を持つ可能性が示唆された.これらの結果から，変

温動物である腿虫類は恒温動物と同じ温度感受機構を持つ可能性が示唆された.

また，発現動態の解析から次のことが判明した.TRPV2. 3. 4およびTRPAlmRNAの

発現の組織/器官特異性を脳，舌，心筋，肺，肝臓，骨格筋および皮膚で解析したところ，

mRNAの種類によって発現パターンは異なっていた.TRPV4mRNAは調べたすべての組

織/器官で発現していたが，他のmRNAの発現は組織/器官によって異なっていた.脳，

皮膚および舌は温度感受に重要な器官であるが，これら組織ではすべてのTRPmRNAが

発現していた.これらの結果は， TRPV2， 3，4およびTRPAlが限虫類でも温度センサー

として機能している可能性を示唆した.

さらに，カナヘビの冬眠期でのTRPV4の発現を冬眠前，冬眠期および冬眠覚醒期で調

べた.その結果，冬眠期では皮膚を除くすべての器官でTRPV4の発現が抑制されている

ことが分かった.冬眠後約4ヶ月の冬眠覚醒期では，抑制されていたTRPV4の発現が脳，

心筋および肝臓で回復していた.冬眠時でも皮膚のTRPV4は恒常的に発現していること
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から，皮膚をとおした温度感受，体温調節にTRPV4が関与していることが予想された.

以上，本研究は4種類の限虫類TRPを同定してそれらのアミノ酸配列を明らかにした.

また，カナヘビの冬眠における T琵PV4の発現変動を解析し，このTRPが冬眠時における

皮膚の温度感受に働いている可能性を示した.これらの結果は本研究が初めてである.
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Structure and Hibernation-associated Expression of the Transient 
Receptor Potential Vanilloid 4 Channel (TRPV4) mRNA in the 
Japanese Grass Lizard (Takydromus tachydromoides) 
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Animals possess systems for sensing environmental temperature using temperature-sensitive ion 
channels called transient陪 ceptorpotential channelsσRPs). Various TRPs have been identified 
and characterized in mammals. However， those of ectotherms， such as reptiles， are less well stud-
ied. Here， we identify the V subfamily of TRPσRPV) in two reptile sp田 ies:Japanese grass lizard 
(Takydromus抱chydromoides)and Japanese fouトlinedratsnake (Elaphe quadrM噌a抱).Phyloge-
netic analysis 01 TRPVs indicat剖 thatectothermic reptilian TRPVs are more similar to those 01 
endothermic chicken and mammals， than to other ectotherms， such as frog and筒sh.Exp陪 ssion
analysis 01 TRPV4 mRNA in the lizard showed that its exp陪ssionin tissues and organs is specif-
ic剖Iycontrolled in cold environments and hibernation. The mRNA was ubiquitously expressed in 
seven tissues/organs examined. 80th cold-treatment and hibernation lowered TRPV4 expression， 
but in a tissue/organ-specific manner. Cold-tr，回.tmentreduced TRPV4 exp陪ssionin tongue and 
muscle， while in hibernation it was reduced more widely in brain， tongue， heart， lung， and muscle. 
Interestingly， however， levels of TRPV4 mRNA in the skin remained una筒'ectl凶 afterentering hiber-
nation and cold-treatment， implying that TRPV4 in the skin may act as an environmental tempera-
ture sensor throughout the reptilian Iile cycle， including hibernation. This is the lirst report， to our 
knowledge， to describe reptilian TRPV4 in relation to hibernation. 

Key words: hibernation， cold response， TRP， temperature sensing， reptile 

INTRODUCTION 

Animals experience various environmental conditions 
such as changing temperature， requiring adaptation at both 
behavioral and physiological levels. One such mechanism 
involves temperature-sensitive channels called transient 
receptor potential (TRP) ion channels. Various TRPs have 
been identified in animals， and these are categorized into 
seve悶Isubfamilies， including TRPV (vanilloid)， TRPM 
(melastatin)， and TRPA (ankyrin) (Patapoutian et al.， 2003; 
Vriens et al.， 2004; Voets et al.， 2005). Thermo・sensitive
TRPs (called thermo TRPs) are e況pressedin the sensory 
organs and peripheral nervous system， and are involved in 
sensing tempera削除， as well as light， atmospheric pressure， 
and several chemical stimuli (Voets et al.， 2005; Damann et 
剖.， 2008).
Although animal TRPs have been studied extensively， 
information concerning to reptilian TRPs is scarce. Reptiles 
are ectothermic animals， which cannot autonomously regu・
late their body temperature. Instead，they regulate it by 
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using environmental energy and behavioral adaptations， 
such as basking (Seebacher， 1999). Therefore， the physio-
logical roles of reptilian TRPs differ from those of endotheト
mic animals， though ectothermic reptiles are repoはedto be 
closer to endothermic avians than to ectothermic amphibト
ans (Iwabe et al.， 2005). In these respects，陪ptilianthermo 
TRPs are particularly interesting from the evolutionary peト
spective. In addition， temperature sensing of reptilian TRPs 
might differ from other animals. For example， mammalian 
TRP A 1 senses low temperature， whereas the snake 
O同hologssenses higher temperature (Gracheva et al.， 
2010). Moreover， since reptiles are hibernating animals， 
they might be a suitable model to investigate how hiberna-
tion regulates TRPs， or vice versa. 
Our study aimed to know the function of TRPs in body 
temperature control and in hibernation in ectothermic rep-
tiles. For this purpose， we focused on TRPV4， as it is a non-
selective cation channel involved in sensing temperature， 
osm'otic and chemi伺 Istimuli， and in control of skin tempeト
ature and barrier formation (Damann et al.， 2008; Sokabe 
and Tominaga， 2010)， all of which might concern to the 
events in hibernation. As an initial step， we report cDNA 
sequences encoding lizard and snake TRPV4 0仕hologs，
and show. phylogenetic relationship of TRPs in animals. In 
addition， we demonstrate， for the first time， that expression 
of TRPV4 is controlled in a tissue/organ-specific manner 
under hibernation status. 
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MATERIALS AND METHODS 

Animals 
The Japanese grass lizard (Takydromus tachydromoides)， the 
Japanese four-lined snake (Ei伯phequadrivirgata)， and red-eared 
slider (Trachemys scripta elegans) used in this study were captured 
from the fields in Iwate Prefecture， Jelpan. The specimens were 
bred at 250C in the laboratory. 

Cold-treatment and induction of hibernation of lizards 
Cold-treatment and induction of hibernation of lizards were car-
ried out in a cage with soil and fallen leaves therein. Cold-treatment 
was伺 rriedout using wild lizards captured in July (early summer). 
The lizards were placed at 80C for 48 h in the dark without feeding， 
except water. For induction of hibernation， lizards were fed ad 
/ibitum at room temperature in the laboratory until prehibernal 
period (November). Then， the animals were kept at 80C in the dark， 
as for the cold-treatment described above. With this treatment， 
hibernation started at late November and lasted for about four 
months. Hibernation was characterized by a state of inactivity， no 
interactions among individuals， and lowered breathing， as described 
by Grenot et al. (2000) and Michaelidis et al. (2002). 

RNA preparation， cDNA synthesis， and expression analysis 
Total RNA was extracted from various tissues of the bred spec-
imens， using the acid guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform 
method (Chomczynski and Sacchi， 1987)， and treated with DNase 
to eliminate contaminated genomic DNA. To generate自rst-strand
cDNA， 1μ9 total RNA was reve陪etranscribed with oligo {dT)15 
primer using ReverTra Ace reverse transcriptase (Toyobo， Osaka， 
Japan). The cDNA was amplified by PCR with the gene-specific 
primer sets listed in Table 1 (their positions are shown in Fig. 1). 
These primers were designed from highly conserved regions of the 
cognate genes so far repo巾 dfor animals. The forward and reverse 
primers sandwiched the intron region， to distinguish the products 
from genomic DNA. Thermal cycling was conducted as follows: 
denaturing at 940C for 5 min followed by 35 cycles of 950C for 
10 sec， 600C (TRPV4 and CTNNB1， prirner set 1 and 3， respec-
tively) or 570C (WAC， primer set 2) for 30 sec， and 720C for 30 sec. 
The products were separated by 2% agarose gel electrophoresis 
and visualized by ethidium bromide staining. WAC (WW domain 
containing adaptor with coiled-coil; Xu and Arnaout， 2002) and 
CTNNB1 (catenin beta 1; Kraus et al.， 1994) were used as control 
mRNAs for expression analysis. 

3'-and 5'RACE 
Full-Iength cDNA was obtained by 3'-and 5' RACE as follows. 

The 3'-terminal end of TRPV4 cDNA was obtained by PCR using 
GeneRacer 3' adapter-specific primer (5'-GCTGTCAACGATACGC司
TACGTAACG-3'， Invitrogen， CA， USA) and the gene-speci自cprim-
ers (5'・AGATIGAGAACCGCCACGAGATGCT-3'for lizard， and 5'-

Table 1_ Primer sets used in this study. 

p~~.er Target Primer") Nucleotide sequence (5' to 3')防
set 

TRPV4 V4F CTTCTTCCAGCCCAAGGATG 
V4R GTCTTGGCAGCCATCATGAG 

2 WAぴ) wacF TGCATCACCTCTCTTCTGTAAT 
wacR CTGCGGATGATTGGTCTGA 

3 CTNNB1d) ctnF GAGTTGGATATGGCCA下GGA
ctnR GATGGRATYTGCATKCCYTCATC 

Product size 
(bp) 

299 

271 

279 

a) F: forward primer， R: reve間 primer
b) D: G orA orT， Y: C orT，)l:G or AorC，W: AorT， K: G orT， R: AorG. 
。WAC:WW domain containing adaptorwith coiled唱。iI(Xu et al.， 2002). 
めCTNNB1:catenin (cadherin-associated protein) beta 1 (Kraus et al.， 
1994). 

GGACAGCAAGACCTTCAGCACCTTC・3'for snake). The 5'-end 
sequences were determined as follows; the GeneRacer RNA 
adapter (50 pmol， Invitrogen， CA， USA) was ligated to total RNA 
(10悶)with T4 RNA ligase (New England Biolabs)， followed by 
reverse transcription using ReverTra Ace reverse transcriptase 
(TOYOBO) and random primers. Amplification was done using 
GeneRacer 5' adapter-specific primer (Invitrogen， CA， USA) and the 
gene-specific primers (lizard: 5'・GGCAGCTCACCGAAGTAGAAG-
TAG-3'， snake: 5'・CATCCTTGGGCTGGAAGAA・3').

Sequencing and phylogenetic analysis 
Nucleotide sequencing was carried out using an 8-capillary 
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Multiple sequence 
alignment was peげormedusing CLUSTAL W (Thompson et al.， 
1994). Phylogenetic relationships among the chosen sequences 
were constructed by minimum-evolution methods (ME; Rzhetsky 
and Nei， 1987)， using MEGA 4 software (Tamura et al.， 2007). 
Nucleotide sequence data are available in the DDBJ/EMBU 
GenBank Database under the accession numbers AB666086， 
AB666087， AB666088， AB666089， and AB666090. 

RESUL TS AND DISCUSSION 

Isolation of reptilian TRPV4 cDNAs and deduced amino 

acid sequences 

As an initial step to investigate structure and function of 

TRPVs in reptiles， we isolated TRPV4 cDNAs from the 
Japan白 egrass lizard (Takydromus飽chydromoides)and 

the Japanese four-lined snake (Elaphe quadrivirgata)， as 
described in Materials and Methods. Both the deduced 

TRPV4 proteins comprised 868 amino acids. Alignment of 

these TRPV4s with those of other tetrapods revealed high 

homology (Fig. 1). Homology between lizard and snake， 
chicken， human， mouse， rat and frog were 96%， 85%， 84%， 

84%，83% and 79%， respectively. Lizard and snake TRPV4 
showed highest similarity to the chicken TRPV4， but differed 
in that the la抗erhad deletions of 5 and 7 amino acids at N-

terminal region and deletion of five amino acids near C-

terminus (Fig. 1). Those reptilian TRPV4s had all the struc-

tural and functional domains conserved in other TRPs， such 
as ankyrin repeat (ANK)， proline-rich domain (PRD)， trans-
membrane (TM)， pore region or po陪 loop (PL)， TRP 
domains， and calmodulin binding domains (CaMBD) 
(Venkatachalam and Montell， 2007; Phelps et al.， 2008; 

Everaerts et al.， 2010). 

Phylogenetic analysis 

To better understand genetic relationships of TRPVs of 

reptiles and of other animals， phylogenetic tree was con-
structed by ME methods using amino acid sequences of 

TRPVs (Fig. 2). As shown in the figure， TRPV subfamilies 
TRPV1， TRPV2， TRPV3， and TRPV4 formed independent 

clusters. Each subfamily clustered into a clade formed with 

different animals employed here. TRPV5 and TRPV6 are 

more divergent; they formed clades that are distant from 

other TRPVs. 

TRPV4 from lizard and snake grouped together and 

clustered with birds (chicken and turkey)， but located as a 
different clade from frog and fish. Similar tree can be con-

structed using partial amino acid sequences including those 

of TRPV2 and TRPV3 from other reptile (tuはle，Trachemys 
scrip抱 elegans) (DDBJ/EMBUGenBank accession nos. 

AB666086 and AB666087， data not shown). Thus， for all 
TRPVs analyzed here， reptiles (lizard， snake， and tuはle)



lizard TRPV4 

snake TRPV4 

human TRPV4 

mouse TRPV4 

chicken TRPV4 

frog TRPV4a 

li.zard TRPV4 

snak.e TRPV4 

hurnan TRPV4 

mouse TRPV4 

chicken TRPV4 

frog TRPV4a 

lizard TRPV4 

snake TRPV4 

human TRPV4 

mouse TRPV4 

chicken TRPV4 

frog TRPV4a 

TRPV4 and Hibernation in Lizard 

MλNLEDAAHASPSESTESPSEE-LSPQNDSFPLSSLANLFENEDG--孟PAAEAARTPPGAGDGKQNLRMKFHGAFRKGVPNPMDLLESTIYESSVVSGPK97 

MANLED且AH且SPSESTESPSEE-LSPQNDSFPLSSLλNLFENEDG 且PA且EAARTPPGAGDGKQNLRMKFHG且FRKGVPNPMDLLESTIYESSVVPGPK97 

MADSSEGPRAGPGEV且ELPGDESGTPGGEAFPLSSLANLFEGEDGSLSPSPADASRPAGPGDGRPNLRMKFQG且FRKGVPNP工DLLESTLYESSVVPGPK100 

MADPGDGPRAAPGEVAEPPGDESGTSGGEAFPLSSLANLFEGEEGSSSLSPVDASRPAGPGDGRPNLRMKFQGAFRKGVPNP工DLLESTRYESSVVPGPK100 

MADPED-----PRDAGDVLGDD-ーーー一一一SFPLSSL孟NLFEVEDT一一PSP.且EPSRGPPGAGDGKQNLRMKFHG且FRKGPPKPMELLESTIYESSVVPAPK86 

MADPSHLLKHNASVD工DDSQGDDGSNHNDSFPLSSLANLFENEES--SAPNEGVRSPQVPGDNKQNLR工RFQGPFRKG工SNPMDLLEST工YESS---APK95 

KAPMDSLFDYGTYRHHPSDNKRRRKK-ALEKKPPSTKGPAPHPPPILK~官RP工L軍~rvSRGSTADLDGLLPFLLTHKKRLTDEEE官EPSTGKTCLPKAL 196 

KAPMDSLFDYGTYRHHPSDNKRRRKK-λLEKKPPSTKGPAPHPPPIL~司RPILE百IVSRGSTADLDGLLPFLLTHKKRLTDEEE官EPSTGKTCLPKAL 196 

KAPMDSLFDYGTYRHHSSDNKRWRKK-IIEKQPQSPK且E色PQPPP工LKV軍司RPILrnrv宮RGST且DLDGLLPFLLTHKKRLTDEEE官EPSTGKTCLPK且L 199 

KAP閣DSLFDYGTYRHHPS日明KRWRRK-VVEKQPQSPKAP色PQPPPILKVE司RP工LrnrvSRGSTADLDGLLSFLLTHKKRLTDEE王宮EPSTGKTCLPKAL199 

K且E恒DSLFDYGTYRQHPSENKRWRRR-VVEKPV且GTKGP.且PNPPPVLKVE官RP工LE百工VSRGSPDGLEGLLSFLLTHKKRL♂~EEP官EPSTGKTCLP宜五L 185 

K且PMDSLFGYETYHHHPTENRRKRKK工LLEKENLNSQAPSPDPPPVlKi'缶百R且MLrn工VSRGST.且ELEGFLPFLLAQKKRLTDEEFREASTGKTCLTKAL195 

PRD ARD1 
ARD2 

LNLNNG閣DTIP目~IAEKTGSTREFINSPFRDVYYRGQTALBIAIERRCKBYVELLVEKG且DVB且.QARGRFFQP宜DEGGYFYF値目LSLAACTNQPH 296 

LNL訓NG政NDT工PF~IAE取TGSTREFINSPE京DVYYRGQT.λLBI且IERRCKBYVEI品，VEKG且DVBAQ且RGRFFQPKDEGGYFYE唱ELPLSL孟且CTNQPH 296 
LNLSN唱収NDTIPVLLDI且ERTGN~偲EFINSP宮官Dlfi宜.GQTALBIAIERRCKBYVEI品，VAQG且DVB且旦且RGRFFQPKDEGGYF官官宮ELPLSLA且，CTNQPH 299 

LNLSNGRNDTIPVLLDI且ERTGm担EFINSPFRDIYYRGQTSLHI且工ERRCKBYVELLVAQG且DVB且昌也RGRFFQP宜DEGGYFYE宮ELPLSL且且CTNQPH299 

LNLSAGRNDT工PI~I五EKTGNMREFINSPFRDVYYRGQTALBIAIERRCKBYVEI品，VEKGADVBA(!晶RGRE官‘QP宜DEGGYFYi官ELPLSLA孟CT潤QPH 285 

HNLNGG収NDT工PMLIDlAEKTG剖LREFINSPFRDVYYRGQTALBI且IER且CKBYVELLVEKG且DVB且a直RGRFFQPKDE~FYFGELPLSL且且CTNQPD 295 

ARD3 P評定7守'4F 一五日
1izard TRPV4 rvHYLTENABKQ晶DLRRQDSRGNTVLHALVAI且DNTRENTKFVTKMYDLLLIKCAKLFPDTNLEALLNNDGLSP軍-且且KTGKIGAP宮BIIRRE工KDEDA396 

snake TRPV4 rvQ但:LTENABKQADLRRQDSRGNTVLB且LVA工且DNTRENTKFVTKMYDLLLIKCAKLFPDTNLEALLb国DGLSPLID血且KT~毘IGMFQBIIRREVKDEEA 396 

human zTRPV4 IVNYLTENPHKK且DMRRQDSRGNTVLB且LVAI且DNTRENTKFVT路ぽDLLLLKCARLFPDSNLE且VL調NDGLSPI.MM且且KTGKIGVFQBIIRREVTDEDT399 

mouse TRPV4 IVNYLTENPBKKADMRRQDSRGNTVLH且LVAIADNTRENTKFVTKMYDLLLLKCSRLFPDSNLETVLNNDGLSPI.MM且且KTGKIGVF官E工工RREVTDEDT399 

chicken zTRPV4 IVRYLTENGHKQ.直DLRRQDSRGNTVLB且LVAI且DNTRENTKFVTKMYDLLL工KCAKLFPDTNLEALL副首DGLSP也MMAAKTGKIG工F官BIIRRE工且DEDV385 

frog TRPV4a 工VHYL哩ENABKK孟DIRRQDSRGNTVLHALVAIADNTRENTKFVTKVYDLLVIKCVKLYPDSSLEA工E羽NDS目置PI.MM且且KLGKIGIFQHI工RLEIKDEEA395 

ARD5 
Dri......c.，.、IAD ARnA 

lizard TRPV4 RHLSRKFKDWAYGPVYSSLYDLSSLDTCGEEDSVLEILVYNSKMENRHEMLAVEPINELLRDKWRKFGAVSFYISVV冨YLC且盟主IFTMVAYYRPLEGTPP496 

snake TRPV4 RHLSRKFRDWAYGPVYSSLYDLSSLDTCGEEVSVLE工LVYNSK工ENRHEMLAVEP工NELLRDKWRKFGAVSFYISVVSYLC且MVIFTLVAYYRPLEGTPP496 

human TRPV4 RHLSRKFKDW且YGPVYSSLYDLSSLDTCGEEASVLE工LVYNSKIENRHEML且.VEPINELLRDK目RKFGAVSFYINVVSYLC且MVI王~LTAYYQPLEGTPP 499 

rnause TRPV4 RHLSRKFKD目AYGPVYSSLYDLSSLDTCGEEVSVLE工LVYNSK工ENRHEMLAVEPINELLRDKWRKFGAVSFYINVVSYLC且MVIFTLTAYYQPLEGTPP499 

chicken TRPV4 RHLSRKFKDW且YGPVYSSLYDLSSLDTCGEEVSVLEILVYNSK工ENRHEMLAVEPlNELLRDKWRKFGAVSFYISVVSYLC且MI工FTLIAYYRPMEGPPP4自5

frog TRPV4a RHLSRKFRDWAYGPVYSSLYDLSMLDTCGEEVSVLEILVYNSKVENRHEMLAVEP工NELLRDKWQKFGAVSFYISVVSYLI且MIIFTL工AYYRPMDGTPP495 

TM1 

li.zar吐 TRPV4 YPYTTTTDYLRL且.GEIVTLFTGVLFFFTN工KDLFMKKCPGVNSFFIDGSFQLLYE・IYSVLVLVAAALYLTGIE且.YL且VMVFALVLGiD岨且LYFTRGLKLT596 
snake TRPV4 YPYTTTPDYLCLAGEIVTLFTGVLFFFTNIKDL~担KKCPGVNSFFIDGSFQLLYFIYSVLVLVA且孟LYLAGIEAYLAVMVFALVLG剖MNALYFT官.GLKLT 596 

human TRPV4 YPYRTTVDYLRLAGEVITLFTGVLFFFTNIKDLFMKKCPGVNSLFIDGSFQLLYFIYSVLVIVSAALYL且GIEAYLAVMVFALVLGIiMN注LYFTRGI尽LT599 

mouse TRPV4 YPYRTTVDYLRLAGEV工TLFTGVLFFFTS工KDLFTKKCPGVNSLFVDGSFQLLYFIYSVLv¥円lS且ALYLAGIEAYLAVMVF温LVLGliMNALY官TRGLKLT599 

chicken TRPV4 YPYTTTIDYLRL品目E工工TLLTGILFFFSNIKDLFMKKCPGVNSFFIDGSFQLLYFIYSVLV工VT且GLYLGGVE且.YLAVMVFALVLG賢MN，且LYFTRGLKLT585 

frog TRPV4a YPYRTTMDYMRLAGE工VTLLTG~・E・工TN工KDLFMKKCPGVNSLFIDGSFQLLYFIYSVLV工工TAVLYLV宮工ESYLAVMVFALVLGliMN且L官官~RGI.KLT 595 

TM2 TM3 TM4 

lizard TRPV4 GTYS工H工QK工LFEDLFRFLLVYVLFM工GYAS且LVSLLNPCPSSEACSEERSNCT且PAYPSCRDSKTFSNFLLDLFKLTIGI錨iDLEMIESAKYPGVFVILL696 

snake TRPV4 GTYSIMIQKILFKDLFRFL石市YVLFMIGYAS且LVSLLNPCPSAESCRGDHSNCTAPAYPSCRDSKTFSTFLLDLP京工♂工.G!括DLEM工ENAKYPGVFVILL696 

human TRPV4 GTYS工H工QK工LFKDLP京FLLVYLLi羽IGYAS且LVSLLNPCANMKVCNEDQTNCTVPTYPSCRDSETFSTFLLDLP官包，TIGMGDLEMLSSTKYPVVF工工LL699 

mouse TRPV4 GTYSIM工QKILFKDLE官FLLVYLLE百IGY，且S且LVTLLNPCTNMKVCDEDQSNCTVPTYPACRDSETFS且FLLDLi官LTIGMGDLEMLSSAKYPVVF工LLL699 

chicken TRPV4 GTYSIM工QK工LFKDLFRFLLVYLLE首IGY，且S且LVSLLNPCPSSESCSEDHSNCTLPTYPSCRDSQTFSTFLLDLFKLT工GMGDLEMLESAKYPGVF工工LL685 

frog TRPV4a GTYSIMLQKILFKDLE官FLLVYLLPMIGYASALVSLLNPCTSQESC工ETSSNCTVPEYPSCRDSSTFSKFLLDLFKLT工GMGDLEM工NSAKYPAVFI工LL695 

TM5 ~ 

lizard TRPV4 VTYIIIO居FVLLLNML工ALMGETVGQVSKESKQIWKLQWATTILD工ERFFPVFVRKAFRSGEMVTVGKSLDGTPDRRWCFRVDE刀NWFHWNQNLGIINEDP796 

snake TRPV4 VTYIILTFVLLLNML工ALMGETVGQVSKESKKIWKLQWATTILD工ERSFPVFVRR且FRSGEMVTVGKSLDGAPDRRWCFRVDE刀NWSHWNQNLGIISEDP796 

human TRPV4 VTYIILTFVLLLN凹L工ALMGETVGQVSKESKHIWKLQWATT工LD工ERSFPVli・LRKAFRSGEMVTVGKSSDGTPDRRWCFRVNEVNWSHWNQNLG工工NEDP799 

mouse TRPV4 VTY工lIO哩FVLLLNML工ALMGETVGQV宮KESKBIWKLQ圃'ATT工LD工ERSFPVFLRK且FRSGEMVTVGKSSDGTPDRRWCFRVDEVNWSHWNQNLG工工NEDP799 

chicken TRPV4 VTYllIO哩FVLLLNML工且LMGETVGQVSKESKHI羽宜LQ岨.ATT工LD工ERSFPLFLRRAFRSGEMVTVGKGTDGTPDRRWCFRVDE市N田SHWNQNLG工ISEDP785 

frog TRPV4a VTYIIIO居FVLLLNML工ALMGETVGQVSKESKQIW宜LQWATT工LD工ERSFPVCMRK且E百SGEMVTVGKNLDGTPDRRWCF.臥lDEVNWSHWNQNLG工工NEDP795 

TM6 TRP 

lizard TRPV4 GKNDTYQYYGFSHTVGRLRRDR凪STVVPRVVELNKN-LQPDEVVVPLDSMRSP.且且NEHKPSYPQSWRKEDSH工会 868 

snake TRPV4 GKNDTYQYYGFSHTVGRLRRDRWSTVVPRVVELNKN-SQPDEVVVPLDSMCSAG且NAHKPSYPHSWRKEDAQ工* 868 

human TRPV4 GKNETYQYYGFSHTVGRLRRDRWSSVVPRVVELNKN-SNPDEVVVPLDSMGNPRCDGHQQGYPRKWRTDD且PL* 871 

mouse TRPV4 GKSEIYQYYGFSHTVGRLRRDRHSSVVPRVVELNKN-SSADEVVVPLDNLGNPNCDGHQQGYAPKWRTDDAPL脅自71

chicken TRpV4 GKSDTYQYYGFSHTV~磁DRHSTVV宮RVVELNKS-CPTEDVVVPLGTMGTAEλRERRHG-ーーー-QTPSSPL* 852 

fどogTRPV4a GRNDGYQYYGFSQTVGRLRRDRWSVVVP虫vvELNK且PQHSDDVVVPLGNIPQVQTYSQRQENAQNWKKDETH工* 868 

C冶MBD

3 

Fig. 1. Comparison 0干aminoacid sequences of TRPγ4 from'lizard and snake with those of other animals. Full-length amino acid sequences 
of TRPV4 from lizard and snake， which were deduced from cDNA， were aligned with those of human， mouse， chicken， and frog. PRD， TM， PL， 
TRP， ARD and CaMBD indicate proline-rich domain， transmembrane regions， pore region or po陪 loop，TRP domain， ankyrin刊 peatdomain 
and calmodulin binding domains， r芭喝pectively(Phelps et al.， 2008; Everaerts et al.， 2010). Numbers shown on the right a悶 aminoacid posト
tions for each sequen田.Hyphens indicate deletions made for maximal matching， Positions and orientations that correspond to nucleotide 
sequencesd凶 gnedfor PCR primers (V4F and V4R， see also Table 1 for nucleotide sequences) were indicated byarrows. 

located plose to chicken in the tree. 

Reptiles， frog， and zebrafish are ectothermic animals. 
Interestingly， however， the tree in Fig. 2 showed that reptil-
ian TRPV sequences are more closely related to endother-

mic chicken than to ectothermic frog and fish. Frog and 

zebrafish formed clades separate from reptiles， chicken and 

mammals. 

Expression 01 TRPV4 mRNA is ubiquitous among tis-
sues/organs but is altered during hibernation 

Levels of TRPV mRNAs in the lizard tissues/organs 

were examined by RT-PCR using total RNA prepared from 
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humanTRPV2 

mouseTRPV5 

100 

トーーーー一一一寸。2
Fig. 2. Phylogenelic Iree conslrucled wilh vertebrate TRPVs. The 
tree was construcled using amino acid sequences of TRPVs from var-
ious ve陶 brates，which contain conserved domains including the 
ankyrin repeat and transmembrane domains (656 residues， corre-
sponding to position from 141 to 796 in liza吋TRPV4).Each sequence 
was aligned for the銅 meregion， and used for the tree construction by 
ME method (Rzhetsky et al.， 1992). Bootstrap values were calculated 
from 1 ，000 repli回 tesand indicated at the branches (> 50%). Genes 
that the amino acid sequenωs were determined in this study are 
shaded. Database accession numbers of the genes used for the tree 
construction are; human TRPV1: AJ277028， mouse TRPV1 : 
AB180097， ratTRPV1: AF029310， chicken TRPV1: AY072909， zebra 
finch TRPV1: XP _00219594O， frog TRPV1 pre: XM_002938256， 
human TRPV2: Af129112， mouse TRPV2: AB021665， rat TRPV2: 
AF129113， chicken TRPV2: XM_415848， turkey TRPV2 pre: 
ENSMGAT00000007327， zebra百nchTRPV2: XP002195797， frog 
TRPV2 pre: ENSGALTOOOOOO12785， human TRPV3: AJ487035， 
mouse TRPV3: AF51 0316， rat TRPV3: AY325813， chicken TRPV3 
pre: ENSGALTOOOO0007425， turkey TRPV3 pre: 
ENSMGATOOOO0007547， zebra官nchTRPV3: XP002195959， anole 
(green anole) TRPV3 pre: ENSACATOOOOOO017日， frog TRPV3 pre: 
XM 002938252， human TRPV4: AF263523， mouse TRPV4: 
AF263521， rat TRPV4: AF263521， chicken TRPV4: AF261883， turkey 
TRPV4 pre: ENSMGATOOOOO007141， zebrafish TRPV4: D0858167， 
frog TRPV担問 ENSX町T00000040300，human TRPV5: 
NM019841 ， mouse TRPV5: NM001007572， human TRPV6: 
NM018646， mouse TRPV6: NM022413. 

brain， tongue， heart， lung， liver， muscle and skin. The cog-

nate mRNAs in the snake and tuはlewere also detected by 

RT-PCR using the primer set for lizard TRPV4 (Table 1). 

T.he primers for lizard worked for snake and turtle， as con-
firmed by sequencing the PCR products and by RT-PCR 

using unrelated templates (plant RNAs， Fig. 38). For control 
experiments， WAC mRNA was analyzed in parallel. As 
shown in Fig. 3A， TRPV4 mRNA was ubiquitously 
expressed in all tissues/organs examined in the lizard， 
snake， and turtle， though it was less abundant in skeletal 
muscle in snake. 

We next examined whether cold-treatment and hiberna-

tion alter expression of the TRPV4 mRNA in lizards. Cold 

treatment of the lizards was carried out at 80C for 48 h， and 
RNAs were extracted from various tissues/organs. In this 

experiment，加omRNAs (WAC and CTNN81) we陪 included

as∞ntrols， in order to firmly show equal r田 overyof RNA 
and to show their constant expression. Interestingly， cold 
treatment altered the mRNA expression in a tissue/organ-

specific manner. Expression of TRPV4 mRNA was reduced 

in tongue and muscle (Fig. 48)， as compared to ∞nt削 liz-
ard (Fig. 4A)， while the control mRNAs (WAC and CTNN81) 
remained almost unaffected in all tissues/organs. 

Hibernation also affected expression of TRPV4 mRNA. 
In the lizards at two months after entering hibernation (Iate 

January)， the expression was reduced in all tissues/organs， 
except for skin and， with less apparent， liver (Fig. 4C). At 
four months after entering hibernation Oust prior to emeト

gence from hibernation)， expression of TRPV4 mRNA was 
restored in the heart and brain (Fig. 4D). These results were 

(A)ぷ〆232/ぷ
気~. ‘ヨ~ .... ご 、ミF 、司ト ~ ~. 

lizard 

snake -・・'#i 語調E冨園・・・・置・
歯菌置置置置置置置置置盟国園E

turtle 
置璽哩E・霞盤調圃醐盟-櫨軍国画面軍・圃圃圃圃圃圃E

(B)j yy d 
~.，. c.，~ ~々

TRPV4 

WAC 

TRPV4 

WAC 

TRPV4 

WAC 

TRPV4 

Fig. 3. Expression of TRPV4 mRNA in different tissues!organs in 
lizard， snake， and turtle. (A) Expression of TRPV4 in lizard， snake 
and tu吋le.Total RNAs from each tissue/organ was subjected to RT-
PCR using TRPV4・speci百cprimers and the products were run on 
agar田 egel (see Materials and Methods). Control experiments were 
done using primers for WAC mRNA. (町 Specificityof the TRPV4 
primers. Total RNAs from rice (Oryza sativa) and gentian (Gentiana 
triflora) plants were used as templates for RT-PCR as in (A). Rice 
and gentian RNAs were used as negative controls， showing specト
官cityof the primer. 
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TRPV4 

WAC 

CTNNB1 

TRPV4#1 

TRPV4#2 
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#1 
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TRPV4#1 
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#1 
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Fig.4. Cold-and hibernation-related alternation of TRPV4 expres-
sion in different tissues/organs in the lizard. Expression of the 
mRNA was analyzed as in Fig. 3. (A) non-hybernating (control). (8) 
exposed at 80C for 48 h. (C) mid-hibernation (at the stage about 2 
months after entering hibernation). (0) late hibernation (at about 4 
months after entering hibernation). TRPV4 #1 and #2 in (C) and (D) 
indicate results from different animals under the same condition. 
WAC and CTNNB1 mRNAs were used as controls. 

reproducible for different individuals. Thus， expression of 
TRPV4 mRNA in the skin remains unchanged after entering 

hibernation， while the expression significantly decreased in 
other tissues/organs. The TRPV4 levels in the heart and 

brain restore later during the course of hibernation. 

To date， the full amino acid sequence of reptilian TRPVs 
have been unknown; only partial sequences have been 

repoはedfor TRPV1 and TRPM8 from lizard and crocodile 
(Seebacher and Murray， 2007). In this study， we deter，聞
mined， for the first time， complete amino acid sequences of 
TRPV4 in the lizard and snake. Amino aci同d'sequence of the 

rept釧削il山Ii沿anTRPY4 shares important structural and functional 

domains wi附t甘柏h-tho儲seof other tetr悶apods.We also determined 

partial amino acid sequences of TRPV2 and TRPV3 from 

tuはle.Our data， together with other repoはs(Saito et al.， 
2011)， show the occurrenCe of at least six thermo TRP rep-
ertoires in reptiles. Although the reptile is ectothermic， phy-
logenetic tree showed that reptilian TRPVs claded close to 

endotherms chicken， rather than ectotherms frog and fish. 

Expression of TRPV4 mRNA was found to be ubiquitous 

in tissues/organs in the lizard. Cold and hibernation altered 

the expression profile， but in different ways. Cold-treatment 
of the lizard reduced the TRPV4 expression in tongue and 

muscle， while other tissues/organs remained unaffected. In 
contrast to cold-treatment， hibernation reduωd TRPV4 
expression in brain， tongue， heart， lung， and muscle， while 
the levels of the mRNA in the skin and liver remained nearly 

unchanged. It is generally assumed that cold is one of the 

inducers of hibernation. However， our results confirm that 
hibernation requires several factors/conditions in addition to 

cold， since expression profiles of TRPV4 differed between 
cold-treatment and hibernation. 

Both ectotherms and endotherms may sense the envi-

ronmental temperature through skin (Patapoutian et al.， 
2003; Egan et al.， 2005). Brain is also important for sensing 
temperature， and it regulates animal behavior to adapt envi-
ronmental change (Hammel et al.， 1967; Nelson et al.， 
1984). Reptiles always sense temperature through skin and 

tongue. Accordingly， our observation that expression of 
TRPV4 in the skin remained unchanged during hibernation 

or cold-treatment also supports the notion that skin is prob-

ably one of the major tissues that continuously sense env卜

ronmental-temperature throughout the reptile life cycle， 
including the hibernation period. In mammals， TRPV4 
contributes to the formation of an intra田lIularjunction-
dependent barrier in the skin， in addition to sensing of ambient 
temperatures (Sokabe et al.， 2010; $okabe and Tominaga， 
2010). The skin barrier functions to avoid dehydration of the 

skin. If this is the case for reptiles， TRPV4 may also act to 
prevent skin from dehydration during hibernation， or at a 
stage of emergence from hibernation when environmental 

temperature (soil temperature) increases in early spring 

(Grenot et al.， 2000). However， although amino acid 
sequence of the reptilian TRPV4 is quite similar to those of 

thermo・sensitiveTRPV4 in other animals， physiological role 
of the reptilian TRPV4， such as thermo・sensitivity，is actually 
unknown at present. This point needs to be elucidated in the 
future. 
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