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研究成果の概要（和文）：神経因性疼痛の発生原因を調べる目的で、ラット脊髄後根神経節ニューロンを用い
て、熱刺激で活性化される新規Kチャネル(Kheat)に対するセロトニンの役割を、パッチクランプ法を用いて検証
した。BaあるいはtetraethylammoniumでKheat電流を単離したのち、セロトニンによるKheatの制御機構を調べた
が、Kheatの制御は確認出来なかった。同様に、TRPV1受容体の制御も確認できなかった。今回の研究では正常ラ
ットを用いて実験を行ったため、セロトニンによる制御機構を確認出来なかった可能性がある。今後は、末梢神
経傷害モデルラットを用いて同様の実験を引き続き行う予定である。

研究成果の概要（英文）：To study the mechanism of generation of neuropathic pain, a role of 
serotonin on a novel heat-activated K channel (Kheat) in dorsal root ganglion neurons of the rat was
 examined using a patch-clamp technique. Kheat was isolated by Ba or tetraethylammonium. Under the 
isolation of Kheat, serotonin did not affect to Kheat, as well as to TRPV1 receptors.
The reason of the less effect of serotonin might be attribute to using normal rats but not 
neuropathic pain model rats in this study. To clear the problem, similar experiments will be 
continue in neuropathic pain model rats.

研究分野： 神経生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
末梢神経傷害後に発生する神経因性疼痛は，創傷治癒後に持続する難治性疾患である。この疼痛に関与する分子
としてATP，セロトニンやノルアドレナリン(NA)などの化学伝達物質，TRPV1受容体やセロトニン受容体(5-HT受
容体)などが挙げられている。これまでに我々は，神経因性疼痛の発生メカニズムとして，NAと熱感受性Kチャネ
ル(Kheatチャネル)の関係を明らかにしてきた。今回の研究では，NAと同様に「セロトニンがKheatチャネルを抑
制すれば疼痛発生の要因となる」と仮説を立て，それを実証する実験を行い，神経因性疼痛発生機序の解明に繋
げる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
TRPV1受容体は，脊髄後根神経節（DRG）神経細胞に多く発現している受容体で，疼痛の情報伝

達に関与していることが知られている。この受容体は40℃以上の熱によって活性化され，その活
性化の程度はパッチクランプ法による実験で内向き電流として記録出来る（図1A）。我々は，こ
の受容体に関する実験中，偶然，熱によって活性化される外向き電流を発見した（図1B）。詳細
に調べたところ，この電流は熱によって活性化される新規のK+チャネル（Kheat）によって発生し
ており，DRG神経細胞は，TRPV1受容体のみを持つ細胞（図1A），Kheatチャネルのみを持つ細胞（図
1B），及びその両者を持つ細胞（図1C）の３種類に分類されることを明らかにした（Yamamoto et 
al., Life Sci 2009）。 
DRG 神経細胞が自発的に活動電位を発生し，これが神経因性疼痛の発生原因になっていると仮

定した場合，神経細胞の興奮性が疼痛の発生を決める因子となる。TRPV1 受容体は細胞の興奮性
を高め，Kheatチャネルは逆に興奮性を抑制することを考えると，この２つの分子の活性化の程度
によって細胞の興奮性が決定されると言える（図
２）。即ち，TRPV1 受容体の増強もしくは Kheat チャ
ネルの抑制が起きれば，神経細胞の興奮性が高ま
り，神経因性疼痛が発生すると考えられる。我々は，
ノルアドレナリン（NA）が Kheatチャネルを抑制し
て DRG 神経細胞の興奮性を増加させることを明ら
かにした（Yamamoto et al., Life Sci 2009）が，
NA と同様に疼痛発生への関与が指摘されているセ
ロトニンにも Kheat チャネルを抑制する作用がある
のではないか，と考えた。 
 
２．研究の目的 
神経因性疼痛の発生機序の一つに交感神経の関

与が指摘されている。即ち，「末梢神経傷害が交感
神経節後細胞の発芽を誘起し，その軸索が DRG 神経
細胞に到達している」という報告がある。我々は，
交感神経から放出されるノルアドレナリン（NA）が
Kheat チャネルを抑制することを報告しており， ま
たセロトニンは末梢性発痛物質・下行性疼痛抑制物
質として作用し，DRG 神経細胞は 5-HT 受容体を発
現していることが知られている。そこで今回の研究
では，NAと同様に「セロトニンが 5-HT 受容体を介
して Kheat チャネルや TRPV1 受容体に作用し，神経
因性疼痛の発生要因になっているのではないか」と
考えた（図３）。 
DRG 神経細胞が疼痛シグナル（活動電位）を発生

するためには，DRG 神経細胞の膜電位が活動電位の
発生閾値まで脱分極しなければならない。そこで，
5-HT 受容体を介した作用によって脱分極電位が発
生する機序として次の仮説を立てた。 
 
（１）Kheatチャネルの抑制による脱分極 
体温付近の温度である程度開いている Kheat チャ

ネルが，5-HT 受容体を介した蛋白キナーゼの作用
によって抑制され（図４），脱分極が発生する。（Kheat

チャネルが体温付近の温度で開いていることは確
認済み。） 
 
（２）TRPV1 受容体の閾値低下との相乗作用による
脱分極 
5-HT受容体を介した蛋白キナーゼの作用により，

TRPV1 受容体がリン酸化され，通常 40℃以上でしか
活性化されない受容体（図５）が体温付近の温度で
活性化されるようになる（TRPV1受容体の閾値低下）
（図６），との報告があることより，この現象が上
記（１）と同時に生じれば，相乗的に脱分極が起こ
り，体温付近の温度でも神経細胞がより興奮しやす
くなる。 



本研究では，上記（１）と（２）の仮説を実証す
る実験を行い，神経因性疼痛発生機序の解明を目指
す。 
本研究は「セロトニンが Kheatチャネルを抑制すれ

ば疼痛発生の要因となる」と仮説を立てた点に特色
があり，さらに「神経因性疼痛の発生源が DRG 神経
細胞の発生する活動電位にある」と考えた点が独創
的である。本研究結果が明らかになれば，難治性疼
痛である神経因性疼痛の病態が解明され，治療法の
開発に役立つと考えられる。 
 
３．研究の方法 
（１）セロトニンによるKheatチャネル機能の抑制 

「セロトニンが，5-HT受容体を介してKheatチャネ
ルを抑制し，DRG神経細胞の興奮性を亢進させる」
という仮説を立証する実験を行う。 
①Kheatチャネル電流の記録 

成熟ラットより単離したDRG神経細胞を対象に，
パッチクランプ法を用いて，熱刺激によって誘起さ
れる全膜電流を測定する。実験はTRPV1受容体の阻
害薬存在下に行い，Kheatチャネルの活性化によって
発生した電流（IKheat）のみを記録する。 
②セロトニンによるKheatチャネル機能の抑制 

5-HT受容体を介したセロトニンの作用によって
IKheatが抑制されることをパッチクランプ法を用い
て確認する。さらに，各種阻害薬を用いて，抑制作
用がどの5-HT受容体サブタイプを介したものか，ど
の蛋白キナーゼを介したものか，を調べる。 
 
（２）セロトニンによるKheatチャネル温度依存性の
変化 

5-HT受容体を介したセロトニンのKheatチャネル抑
制作用が，単にKheatチャネルを抑制したものなのか，
それとも温度依存性を変化させたものなのか，につ
いて検討する。 
①熱刺激と温度データーの記録 

神経細胞への熱刺激は，灌流液の温度を急激に変
化させることのできる熱刺激装置（自作）を用いて
行い，細胞の温度は，細胞の近傍に設置した高感度
温度計でモニターする。温度データーはデジタル変
換してリアルタイムでコンピューターに記録し，
Kheatチャネル温度依存性のデーターとして使用す
る。 
②Kheatチャネル温度依存性の測定 

熱刺激によって誘起されるIKheatと①で測定した
温度データーを用いて，Kheatチャネルの温度依存曲
線を描き，5-HT受容体を介したIKheatの抑制がチャネ
ルの温度依存性変化によるものなのかどうか，を検
証する。 
 
（３）セロトニンによるTRPV1受容体の閾値低下 
①TRPV1受容体電流の記録 

単離DRG神経細胞を対象に，パッチクランプ法を
用いて，熱刺激によって誘起される全膜電流を測定
する。実験はKheatチャネルの阻害薬存在下に行い，
TRPV1受容体の活性化によって発生した電流（ITRPV1）
のみを記録する（現在，KheatチャネルはBa2+によって
抑制されるということが判明している）。 
②セロトニンによるTRPV1受容体機能の制御 

5-HT受容体を介したセロトニンの作用によって，
体温付近でもITRPV1が発生するようになることを確認するとともに，TRPV1受容体の温度依存曲線
を描き，膜電位を測定する以下の実験の刺激温度を決める際の参考とする。 
 



（４）TRPV1受容体の閾値低下との相乗作用による脱分極 
「セロトニンが，5-HT受容体を介してKheatチャネルを抑制することに加えてTRPV1受容体の温

度に対する閾値を低下させ，DRG神経細胞の興奮性が相乗的に亢進し，体温付近の温度でもより
興奮しやすくなる」という仮説を立証する実験を行う。 
①膜電位の記録 

パッチクランプ法による記録をカレントクランプモードにすることにより，単離DRG神経細胞
の膜電位を測定できる状態にする。 
②Kheatチャネルの抑制による脱分極 

ITRPV1の温度依存性を調べ，熱に対するTRPV1受容体の阻害薬存在下において，熱刺激によって
Kheatチャネルの活性化による過分極が発生することを記録し，5-HT受容体を介したセロトニン
の作用によって過分極の抑制・脱分極が起こることを確認する。 
③TRPV1 受容体の閾値低下による脱分極の増強 
Kheatチャネルの阻害薬存在下において，熱刺激によって TRPV1 受容体の活性化による脱分極

が発生することを記録し，5-HT 受容体を介したセロトニンの作用によって脱分極の増強・閾
値の低下が起こることを確認する。 
④セロトニンによる相乗的脱分極 
TRPV1 受容体・Kheatチャネルに対する阻害薬の非存在下における実験を（１）と（２）の実

験と同様に行い， Kheatチャネルの抑制と TRPV1 受容体の閾値低下が同時に起きることにより，
DRG 神経細胞の興奮性が相乗的に亢進することを証明する。また，この相乗作用により，体温
に近い温度でもより容易に細胞が興奮することを立証する。 
 
４．研究成果 
（１）Kheatチャネル電流の記録 
単一の DRG 神経細胞における Kheatチャネルの活性化によって発生する Kheatチャネル電流につ

いて，パッチクランプ法を用いて電気生理学的に測定・検証した。その結果，熱刺激に対して反
応する DRG 神経細胞は，①TRPV1 受容体チャネルのみを発現するもの，②Kheatチャネルのみを発
現するもの，③TRPV1 受容体チャネルと Kheatチャネルの両方を発現するもの，の３種類に分類で
きた。（図７） 
それぞれを発現している細胞の割合を調べたところ，①約５％，②約４０％，③約５５％，であ
ることが判明した。（図８） 

 
 
 

（２）Kheatチャネルの温度依存性 

Kheatチャネルのみを発現している細胞について，Kheatチャネルの温度依存性を調べた。その結
果，Kheat チャネルは 25〜33℃までは殆ど活性化されず，33℃以上の温度で急激に活性化される
ことが判明した。（図７）  
 
（３）Kheatチャネル電流およびTRPV1受容体電流の単離 
DRG 神経細胞には，TRPV1 受容体と Kheatチャネルが混在して発現している。それぞれの機能を

観察するためには，この２者のうち１者のみを測定する実験条件を求めなければならない。それ
ぞれを独立して阻害する条件を調べたところ，TRPV1 受容体は ruthenium red (RR)にて（図９
A,D），Kheatチャネルは Ba2+および tetraethylammonium (TEA)にて（図９B,D），それぞれ阻害で
きることがわかった。また，Kheatチャネル電流は，-90mV に逆転電位をもち，電流-電圧関係は
整流性がない linear な性質をもっていることが判明した（図９C）。 

図７ DRG 神経細胞における熱誘起性電流 図８ 熱誘起性電流の分類 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図９ DRG 神経細胞における Kheatチャネル電流および TRPV1 受容体電流の単離 
 
 
（４）セロトニンによる Kheatチャネル機能の制御 
DRG 神経細胞には、5-HT 受容体が発現している。このうち，多くの 5-HT受容体は代謝型受

容体であることから，Kheatチャネル機能を制御している可能性があるため，5-HT受容体による
Kheatチャネルの機能変化について調べた。その結果，5-HT受容体を介した Kheatチャネルの機能
変化は確認できなかった。 
 
（５）セロトニンによる TRPV1 受容体の制御 
DRG 神経細胞には，熱刺激により活性化される TRPV1 受容体が発現している。上記（４）と同

様に，セロトニンが 5-HT 受容体を介して TRPV1 受容体を制御する可能性について調べた。その
結果，5-HT受容体を介した TRPV1 受容体の機能変化は確認できなかった。 
 
（６）まとめ 
末梢神経傷害後に発生する神経因性疼痛は，創傷治癒後に持続する難治性疾患である。この疼

痛に関与する分子として，DRG ニューロンにおける TRPV1 受容体と Kheatチャネルに注目してセロ
トニンの作用を検討した。しかしながら，現時点でセロトニンによる TRPV1 受容体と Kheat チャ
ネルの機能制御については確認できていない。その原因およびそれに対する対応として，下記の
考察をした。 
①神経因性疼痛は，末梢神経が傷害された際に観察される病態である。今回の研究では，末梢神
経が傷害されていない実験動物を対象に実施したため，セロトニンによる TRPV1 受容体と Kheat

チャネルの機能制御を観察出来ていない可能性がある。よって，今回の研究を末梢神経傷害モデ
ル動物を使用して行い，セロトニンによる TRPV1 受容体と Kheat チャネルの機能制御について引
き続き検証したい。 
②TRPV1 受容体に対するセロトニンの作用を確認できなかった原因として，TRPV1 受容体を発現
している細胞は，予想に反して非常に少数であったこと，また，TRPV1 受容体電流は，大きさが
小さく，セロトニンによる TRPV1 受容体の制御を観察することは困難であったこと，が考えられ
る。 
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