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研究成果の概要（和文）：　ラット三叉神経節における神経細胞とグリア細胞の両細胞に，イオンチャネル型
P2X受容体のサブタイプであるP2X7受容体の機能的発現を認めた．アゴニスト感受性の違いからそれらの細胞に
は電気生理学的特性に差異がある可能性が考えられた．単一細胞に対する細胞膜伸展機械刺激法では，両細胞間
に直接的な相互作用は認めなかった．P2X7受容体アゴニスト投与によって認めた2相性の内向き電流は，
pannexin 1 チャネルによって放出された細胞外ATPによるものである可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：  Functional expression of P2X7 receptor, which was one of the ionotropic 
P2X receptors, was observed in neurons and glial cells derived from rat trigeminal ganglion. 
Compared between P2X7 receptors in neurons and glial cells, electro-physiological properties of both
 cells was possibly different inferring from sensitivity of P2X7 agonists. Direct neuron-glial 
interaction in trigeminal ganglion was not observed by mechanical stimulation of single neuron or 
glial cell. Biphasic inward currents by administration of P2X7 receptor agonist may be elicited by 
extracellular ATP released via pannexin 1 channel.

研究分野：歯科麻酔学
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１．研究開始当初の背景 
難治性の痛みを伴う病態の一つとして，神
経因性疼痛がある．その発生や調節機構の一
つとして，ATP を介した細胞間コミュニケ
ーションがある．一次求心性神経におけるこ
れらの放出路やその分子実体についての詳
細は未だ不明であり，ATP がどのような細
胞間シグナル，また膜輸送機構を経て細胞外
に放出されるかについては，結論付けられて
いない． 

 
２．研究の目的 
三叉神経を用いて ATP 受容体（特に P2X7
受容体）を介したニューロン－ニューロン相
互作用，もしくはニューロン－グリア相互作
用の特性について，各神経線維（特に Aδ ニ
ューロン・C ニューロン（痛覚特異ニューロ
ン））を網羅的に検索することで，ATP を介
した侵害受容機構を明らかにし，神経因性疼
痛のメカニズムを解明する． 
 
３．研究の方法 
（１）三叉神経節ニューロンおよびグリア細
胞の初代培養： 
本研究は東京歯科大学動物実験委員会の
承認を得た（承認番号 292502）．ペントバル
ビタール麻酔下の新生仔 Wister ラット（6
－7 日齢）より三叉神経節を左右両側より頭
部脳底から急性単離する．三叉神経節はパパ
イン（20 U/ml）で酵素処理しながら機械的
に単離する．培地には10% fetal bovine serum，
1% penicillin - streptomycin，1% fungizone，
26 mM NaHCO3，30 mM glucose（pH 7.4）含
有 Leibovitz ’ s L-15 を 使 用 し ，
poly-L-lysine-coated 直径 35 mm culture 
dishes に播種し 48 時間
培養を行う（37°C 95%空
気，5% CO2 設定インキュ
ベーター）．培養細胞（右
図）には既に神経細胞とグ
リア細胞が共存しており，
神経細胞－グリア細胞共
培養系が成立している． 
 
（２）痛覚特異ニューロンとグリア細胞の同
定： 
Whole-cell patch clamp 法を用いて、Na+

電流が発生した細胞を神経細胞，発生しなか
った細胞をグリア細胞と同定した（下図）。 

 
 

（３）単一細胞に対する細胞膜伸展機械刺激
法（三叉神経ニューロンへの機械的加圧刺激
モデル）： 
一ニューロンあるいは一グリア細胞の刺
激によって生じる，その周囲に存在する三叉
神経節ニューロンおよびグリア細胞の応答
を記録する事でニューロン間，ニューロン—
グリア間の細胞間ネットワークを明らかに
する．そこで，三叉神経節ニューロンあるい
はグリア細胞に，単一細胞加圧刺激を加える．
Patch clamp 法で使用する三次元マニュピレ
ータ（手動式）およびガラス微小管を用いて
単一細胞への直接機械刺激を行う（下図）． 

 
（４）Whole-cell patch clamp 法： 
ニューロン－ニューロン相互作用，もしく
はニューロン－グリア相互作用の特性解明
のため，細胞外および細胞内灌流法のよる
patch clamp 法を用いて，細胞膜電流および
活動電位を記録する．Whole-cell patch 
clamp 法は，細胞内液の入った微小ガラス管
電極の先端を細胞に接触・密着を作り（ギガ
オームシール），陰圧をかけることで細胞に
穴をあける．細胞膜とガラス電極が一体とな
る（whole-cell）ことで細胞膜上の電流や電
圧の総和を記録する方法である． 
 
４．研究成果 
（１）三叉神経節由来神経細胞・グリア細胞
における P2X7 受容体の発現： 
 神経細胞とグリア細胞は P2X7 受容体アゴ
ニストである 50 µM Bz-ATP により，2相性の
内向き電流を示した．神経細胞，グリア細胞
ともに，50 µM Bz-ATP の連続投与で，その誘
発電流密度は減少し，脱感作現象を示した．
神経細胞における 100 µM Bz-ATP による内向
き電流は，P2X7 受容体アンタゴニストである
6 µM A-740003 により有意に抑制された． 
 50 µM Bz-ATP による内向き電流の誘発電流
密度と活性化時間は，1 回目の反応と 2 回目
の反応ともに，グリア細胞で有意に大きい値
を示した． 
 
（２）三叉神経節由来細胞のニューロン－ニ
ューロン相互作用： 
 単一神経細胞に対すて細胞膜伸展機械刺
激法を用いて，近傍の神経細胞の膜電流を計
測した．三叉神経節由来単一神経細胞への刺
激は，近傍する神経細胞の膜電流に影響しな
かった． 
 
（３）Mefloquine による 2相性内向き電流の
抑制： 
 三叉神経節由神経細胞は 50 µM Bz-ATP に



より，2 相性内向き電流を示した．この 2 回
目の反応は Pannexin 1 チャネル阻害薬であ
る 10 µM Mefloquineni により抑制された． 
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