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研究成果の概要（和文）：本研究は、炎症性痛覚過敏症状に関与するプロスタグランジンE2(PGE2)合成に必須の
アラキドン酸供給の分子機構解明を目的とした。従来アラキドン酸は膜リン脂質からフォスフォリパーゼA2
(PLA2)の作用により遊離しシクロオキシゲナーゼ(COX)の基質になると考えられていたが、今回別経路であるカ
ナビノイド類経由のアラキドン酸合成経路の関与に着目した。マウス及びラット炎症モデルにおいて行動学的手
法、免疫組織科学的手法、生化学的手法、分子生物学的手法を用いて研究を行なった。結果、炎症性疼痛におけ
る中枢アラキドン酸供給にカナビノイド系の関与は少ない可能性が示唆された。　

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the molecular mechanism of 
arachidonic acid supply, which is essential for the synthesis of prostaglandin E2 (PGE2) involved in
 inflammatory hyperalgesia. It has been considered that arachidonic acid is released from membrane 
phospholipids by the action of phospholipase A2 (PLA2) and becomes a substrate for cyclooxygenase 
(COX), but in this study we focused on the involvement of another pathway of arachidonic acid supply
 via cannabinoids. Behavioral, immunohistochemical, biochemical and molecular biological methods 
were used to study in mouse and rat models of inflammation. Results have shown that arachidonic acid
 supply in the central nervous system during inflammatory hyperalgesia is less likely through 
cannabinoid synthesis.

研究分野： 疼痛学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は炎症性疼痛の発症、維持メカニズムを研究してきた。炎症局所で産生されたインターロイキン6 (IL6)な
どのサイトカインが血行性に炎症情報を中枢神経血管内皮細胞に伝達、血管内皮細胞内でCOX-2依存性にPGE2を
産生し、炎症に伴う全身症状を惹起することを明らかにした。COX阻害薬は鎮痛薬として汎用されているが、
種々の副作用をもたらすため、今回理想的な創薬目的でアラキドン酸カスケード上流のカナビノイド系の関与を
研究したが、カナビノイド系薬剤の鎮痛薬としての可能性は高くないことがわかった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
非ステロイド性消炎鎮痛薬(NSAIDs)は鎮痛薬として汎用されているが、消化器系、腎尿路系、
循環系をはじめとして種々の副作用が惹起される可能性があり時には重篤な結果に至ることが
あるために、安全性の高い新規鎮痛薬の開発が急務である。NSAIDs の作用機序は、アラキドン
酸カスケードにおいてシクロオキシゲナーゼ(COX)に作用しプロスタグランディン E2(PGE2)
の合成を阻害するものである。 
我々はこれまで炎症性疼痛の発症メカニズムを PGE2 に着目して研究してきた。炎症性疼痛モ
デルにおいて、中枢神経の興奮性増強に関与する PGE2 は誘導型 COX(COX-2)と mPGES-1 が
アラキドン酸に作用することにより産生され、これらの酵素は中枢神経内の同一血管内皮細胞
に共存していることを明らかにしたが、この報告は、従来の説と比較して PGE2 が脳、脊髄な
ど痛覚情報処理経路の多彩な場所で作用することを説明できる非常に新しい知見として国際的
に注目を浴びた。さらに炎症局所から中枢神経系にいたる炎症情報伝達分子候補として IL-6 な
どのサイトカインを同定し、中枢神経血管内皮細胞が情報伝達及び PGE2 産生が行われている
ことを発見した。従来アラキドン酸は膜リン脂質から PLA2 の作用により遊離し COX の基質に
なると考えられてきた。そこで炎症局所におけるPGE2産生に関与するPLA2を調べたところ、
カルシウム非依存性 PLA2(iPLA2)であることを発見した。しかし iPLA2 活性を抑制したとこ
ろ、炎症により惹起された PGE2 産生の抑制、痛覚過敏反応の抑制は有意ではあったが、抑制
が 50%以内であり、iPLA2 以外にアラキドン酸産生に関わる別経路がある可能性を考え、本研
究を着想するに至った。 
 
 
２．研究の目的 
炎症時に中枢神経系で合成される PGE2 は発熱や痛覚過敏に関与するが、この過程において基
質となるアラキドン酸の供給メカニズムが不明であるので、解明を試みることが目的である。近
年、中枢神経系内で合成される膜リン脂質から PLA2 を介さない新たなアラキドン酸供給経路
が Nomura らにより発見された。すなわち膜リン脂質から産生された 2-arachidonyl glycerol(2-
AG)がアラキドン酸供給源となる。2-AG は内因性カナビノイドで、CB 受容体を介して作用を
発揮する。2-AG はモノアシルグリセロールリパーゼ(MGL)により分解され、生じたアラキドン
酸から PGE2 が産生される。本研究の目的は、この経路に着目して炎症性疼痛時における新た
なアラキドン酸供給の分子機構を解明することにある。 
 
 
３．研究の方法 
(in vivo 研究) 
雄性 Lewis ラットの片側後肢に Freund 完全アジュヴァント(CFA)50microl を注射して炎症性痛
覚過敏モデルを作成した。コントロール群には生理食塩水を注射した。行動試験として Ugo 
Basile 社の熱性痛覚過敏測定装置を用いて熱性痛覚過敏の経時的変化を 10 日間にわたり測定
した。脳脊髄液中の PGE2 濃度の測定と、中枢神経系における COX-2、microsomal-type PGE 
synthase(mPGES-1)、mPGES-1 mRNA の局在を調べるために、あらかじめ決めた時点において深麻
酔下でラットから検体を採取した。 
(ex vivo 研究) 
CFA 注射の 24 時間後にラットにイソフルランで深麻酔を行い、左室から Hepes-Ringer 
solution(HRS)で潅流した。その後脳組織の試料は HPS 中に冷中保存した。脳表面の血管は実体
顕微鏡下で剥離し、37度の HPS 中で培養した。培養液中に放出された PGE2 濃度を以下の酵素阻
害剤、すなわち NS398(COX-2 阻害)または KT109(DAGL-beta 阻害)または DO34(DAGL-alfa と beta
阻害)または MJN110(MAGL 阻害)の存在した状態かもしくは存在しない状態で測定した。PGE2 濃
度は酵素免疫法キット(Cayman Chemical)を用いて測定した。 
 
さらに遺伝子欠損動物を用いた実験を行うために、マウスの炎症モデルを 2% zymosan 30microl
の後肢皮下注射により作成し、経時的に発熱症状、脳脊髄における COX-2 の発現を免疫組織化学
及びウェスタンブロットで、脳組織の PGE2 は酵素免疫法で測定した。またカナビノイド系酵素
(MGL)欠損マウスおよび JZL184(MGL 阻害)を用いて発熱について調べた。 
 
 
４．研究成果 
(in vivo 研究) 
CFA を片側に注射した結果、注射 3時間後より同側に熱性痛覚過敏が惹起され、同程度の痛覚過
敏が観察期間中である 10 日後まで持続した。対側足趾およびコントロール群では痛覚過敏は観
察されなかった。 



CFA の注射により 1 日後から脳脊髄液中の PGE2 濃度の上昇が観察されその後経時的に上昇の程
度は低下したが、24日後においても上昇が見られた。 
CFA の注射により脳脊髄の血管内皮細胞内に COX-2、mPGES-1 の発現が観察された。免疫陽性血
管内皮細胞は中枢神経系内において部位差なく広く分布していた。 
脳及び脊髄において誘導された COX-2 免疫陽性細胞の経時的変化を観察したところ 2 日後に著
名に増加しその後漸減したが 24 日後においても増加していた。 
さらに CFA 注射により誘導された COX-2 の発現部位をさらにウエスタンブロッティング法で確
認したところ、脳の実質ではなく血管であることが明らかになった。 
 
(ex vivo 研究) 
CFA を投与した群では、脳血管の培養液中に有意に大量の PGE2 が放出されていた。そして培養
液に NS398 を加えて COX-2 の活性を阻害した群では、培養液中の PGE2 の放出増加が有意に抑制
された。しかし、KT109 を加えて DAGL-beta の活性を阻害しても PGE2 の放出増加には影響はな
かった。さらに DAGL-alfa と beta の活性を DO34 で阻害してもまた MJN110 を加えて MAGL の活
性を阻害しても、CFA 投与により惹起された PGE2 の放出増加は影響を受けなかった。 
 
マウス炎症モデルを用いた実験で、zymosan 投与により、体温が上昇し 6 時間後に最大に達し、
これは COX-2 阻害薬により抑制された。また投与 3 時間後に COX-2 が脳表面の血管に誘導され
ることがウェスタンブロットで確認され、その後徐々に低下した。さらに 3時間後単離した脳血
管から COX-2 依存性の PGE2 放出が ex vivo 実験系で確認されたが、脳実質からの放出は少なか
った。 
カナビノイド系酵素(MGL)欠損動物でも野生型マウスと同様に zymozan 注射による炎症で、発熱
が惹起された。JZL184(MGL 阻害)前投与を行なっても、発熱は惹起された。 
 
以上のように、中枢神経血管内皮細胞は炎症性痛覚過敏の発症及び持続中の PGE2 の合成増加に、
中心的役割を果たすことが明らかとなった。また、炎症性痛覚過敏の発症及び持続に関係する
PGE2 の産生に対してカナビノイド類が関与する可能性は低いことが確認された。 
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