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研究成果の概要（和文）：本研究は、過分極活性化環状ヌクレオチド依存性チャネル
（Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels: HCNチャネル）阻害薬による疼痛制御作
用機序を解明することを目的とした。HCNチャネル阻害薬（ivabradineおよびZD7288）は、ラットにおいて、カ
ラゲニンによる炎症性疼痛を用量依存性に抑制した。さらに、培養したマウスマクロファージ様細胞（RAW264.
7）において、LPS刺激によるTNFαおよびIL-6の産生を抑制した。よって、HCNチャネル阻害薬はHCNチャネルを
介して炎症性疼痛を抑制することが示された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the mechanism of pain suppression
 by hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels (HCN channels) inhibitors. HCN 
channel inhibitors (ivabradine and ZD7288) suppressed carrageenin-induced inflammatory pain in a 
dose-dependent manner in rats. In addition, LPS-stimulated production of TNFα and IL-6 was 
suppressed in cultured mouse macrophage-like cells (RAW264.7). Thus, these results indicated that 
HCN channel inhibitors suppress inflammatory pain via HCN channels.

研究分野：歯科麻酔学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔顎顔面領域においても難治性の疼痛がみられる。既存の治療薬に対して抵抗性のある症例があり、新しい鎮
痛薬の開発が期待されている。本研究で対象とした過分極活性化環状ヌクレオチド依存性チャネル阻害薬は、新
しい鎮痛薬の候補として考えられている。本研究成果によって、HCNチャネル阻害薬に抗炎症作用があることが
証明されたことから、術後疼痛やがん性疼痛など、炎症に伴って発生する難治性疼痛に対して有効な鎮痛薬とし
て、開発されることが期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１. 研究開始当初の背景 
 神経障害性疼痛は口腔顎顔面領域においてもみられ、難治性の慢性疼痛となっている症例が
少なくない。主たる治療法として三環系抗うつ薬、SNRI、Na チャネルや Ca チャネルをブロック
する薬物などが適用されているが、これらの既存の治療薬に対して抵抗性のある症例があり、新
しい治療薬の開発が期待されている。過分極活性化環状ヌクレオチド依存性チャネル
（Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels: HCN チャネル）は膜電位
の過分極により活性され内向き電流を発生させる電位依存性チャネルで、過分極により活性化
され膜電位を脱分極方向に押し上げることが知られている。近年、この HCN チャネルが後根神経
節にも存在しており、損傷された神経の活動電位の活性化が、HCN チャネル阻害薬によって抑制
されることが報告されており、神経障害性疼痛の治療薬として期待されている。しかし、HCN チ
ャネル阻害薬の疼痛制御作用機序については十分に解明されていない。 
 
２. 研究の目的 
 これまでの神経障害性疼痛に対する HCN チャネル阻害薬の研究は、神経の活動電位を評価し
ているものが主体であるが、近年、神経障害性疼痛の発現と持続に炎症が関与していることが注
目されており、HCN チャネル阻害薬の神経障害性疼痛に対して神経細胞への直接的な作用だけで
なく、炎症性メディエーターを介した作用を解明することは新しい視点でのアプローチである。
よって、本研究では、HCN チャネル阻害薬の神経障害性疼痛に対する作用機序を解明する一端と
して、抗炎症作用を介した疼痛制御機構を解明することを目的とした。 
 また、HCN チャネルには活性化反応速度、電位依存、および cAMP に対する感受性などの違い
によって HCN1、HCN2、HCN3、および HCN4 の 4 つのサブタイプがあり、発現部位も様々である。
そこで、抗炎症作用に関与している HCN チャネルサブタイプの検索も目的とした。 
 
３. 研究の方法 
(1) 動物実験による HCN チャネル阻害薬の疼痛制御・抗炎症作用の検証 
① 炎症性疼痛モデルとして、後肢足蹠に起炎物質である 1%カラゲニン溶液を皮下注したラッ
トを用い、HCN チャネル阻害薬 ivabradine および ZD7288 を刺激部位に皮下注した際の、
von Frey Filament による機械的刺激に対する疼痛閾値の低下への効果を評価した。 

② 神経障害性疼痛モデルおよび炎症性疼痛モデルにおいて、1%カラゲニンおよび ivabradine
投与部位の足蹠皮下組織を採取し、組織学的に白血球などの炎症性細胞の集積を評価した。 

③ HCN2 および HCN4 チャネルに対して作動作用があるとされている forskolin 添加し、
ivabradine の効果が抑制されるかどうかを確認した。 

(2) HCN チャネル阻害薬 ivabradine の抗炎症作用の in vitro での検証 
① 株化されたマウスマクロファージ様細胞（RAW264.7）を培養し、細胞を 1×106/mL に調整

した後、培養液に LPS（最終濃度 10 ng/mL）を添加し、HCN チャネルに対して特異的阻害薬
である ivabradine および ZD7288を添加し、2、4、および 6 時間後に上清培養液中の TNF
α濃度を測定した。 

② HCN2 および HCN4 チャネルに対して作動作用があるとされている forskolin 添加し、
ivabradine の効果が抑制されるかどうかを確認した。 

(3) 疼痛制御・抗炎症作用に係わる HCN チャネルサブタイプの検索 
RAW264.7細胞におけるサブタイプ発現を調べるために、培養した RAW264.7細胞より RNA を
抽出し、逆転写反応により cDNA を合成し、HCN1、HCN2、HCN3、および HCN4 のそれぞれに特
異的なプローブを用いて、リアルタイム PCR を行い、RAW264.7 細胞における HCN1、HCN2、
HCN3、および HCN4 の発現を調べ、抗炎症作用に関与しているサブタイプを検索した。 

 
４. 研究成果 
(1) 動物実験による HCN チャネル阻害薬の疼痛制御・抗炎症作用 
① カラゲニン投与による疼痛閾値の低下に対する HCN チャネル阻害薬の効果 

HCN チャネル阻害薬 ivabradine（10, 20, 50μM）は用量依存性にカラゲニン投与による疼
痛閾値の低下を抑制した（図 1）。さらに、ZD7288（50μM）も同様の効果を示した（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 カラゲニン（CA）による疼痛閾値（Pain threshold）低下に対する   図 2 カラゲニン（CA）による疼痛閾値（Pain 

   ivabradine（IVA）の効果（A:経時的変化; B:投与後 2 時間の値       threshold）低下に対する ZD7288（ZD） 

   の比較）（文献 1 より引用)                       の効果（文献 1 より引用） 



 
② 組織学的評価 

HCN チャネル阻害薬 ivabradine（20, 50μM）は、カラゲニン（Carrageenan）投与によって
惹起された炎症性細胞（白血球など）の集積を抑制した（図 3、図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 
 図 3 カラゲニン投与後のラット後肢足蹠領域の皮下組織像 

生理食塩水（A）、1％カラゲニン（B）、1％カラゲニン+ ivabradine（IVA）(20μM)（C）、1％カラゲニン+ ivabradine（IVA）

(50μM)（D）をラット後肢足蹠に皮下注射し、投与後 2 時間のヘマトキシリン-エオジン染色組織像を示している。スケ

ールバーは 100μm を表している。（文献 1 から引用改変） 

 

 

③ ivabradine の疼痛閾値への作用に対する forskolin の効果 
forskolin の添加は、カラゲニン投与による疼痛閾値の低下を対する ivabradine の抑制効
果を拮抗した（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 図 4 カラゲニン(CA)による疼痛閾値（Pain threshold）低下に対する ivabradine（IVA）の抑制 

    作用に対する forskolin（FSK）の効果（A：時間的変化; B：投与後 2 時間の値の比較） 

   （文献 1 より引用） 

 
 
(2) HCN チャネル阻害薬の抗炎症作用（in vitro） 
 ① HCN チャネル阻害薬 ivabradine（10, 20, 50μM）は、LPS で刺激されたマウスマクロファ

ージ様細胞（RAW264.7）からの TNFα産生を抑制した（図 5）。さらに、ZD7288（10, 50μM）
も同様の効果を示した（図 6）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 LPS（10ng/mL)で刺激された RAW264.7 細胞からの    図 6 LPS（10ng/mL)で刺激された RAW264.7 細胞からの 

   TNFα 産生に対する ivabradine（IVA）(10, 20, 50      TNFα 産生に対する ZD7288（ZD）(10, 50μM)の 

   μM)の効果（文献 1 から引用）               効果（文献 1 から引用） 
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 ② ivabradine の TNFα産生を抑制作用に対する forskolin の効果 

forskolin の添加は、LPS刺激による TNFα産生に対する ivabradine の抑制作用を拮抗しな
かった（図 7）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 7 LPS（10ng/mL)で刺激された TNFα産生に対する ivabradine 

   （IVA）(10μM)の抑制作用への forskolin（FSK）(1μM) 

    の効果（文献 1 より引用） 

 
(3) 疼痛制御・抗炎症作用に係わる HCN チャネルサブタイプの検索 

培養した RAW264.7細胞における、HCN1、HCN2、HCN3、および HCN4 の遺伝子発現を調べた結
果、HCN2 と HCN3 の発現が確認できた。これらの HCN チャネルサブタイプが RAW264.7細胞
における抗炎症作用に係わっている可能性が示唆された。しかし、HCN2 および HCN4 チャネ
ルに対して作動作用があるとされている forskolin を添加しても、ivabradine の作用を拮
抗できなかったことから（図 7）、HCN3 がより強く関与している可能性が考えられたが、そ
れぞれのサブタイプの役割を明確にするためには、HCN2 または HCN3 の発現をノックダウン
して抗炎症作用を評価する必要があると考えられる。 
 一方、疼痛制御については、動物モデルに forskolin を添加することで ivabradine の作
用を拮抗できたことから（図 4）、疼痛制御については HCN2 または HCN4 が関与しているこ
とが示唆された。文献的には、すでに HCN2 が神経障害性疼痛に関与していることが報告さ
れており（文献 2,3）、HCN4 は中枢および心臓に主に分布していることがわかっていること
から、炎症性の神経障害性疼痛における疼痛制御についても、HCN2 が関与していると考え
ることが妥当であると思われる。 
 以上の研究成果より、炎症性の神経障害性疼痛に対して HCN チャネル阻害薬が有効であ
り、疼痛制御については HCN2 を介している可能性があること、抗炎症作用については HCN2
以外のサブタイプが関与していることが示唆された。この成果は当分野で世界に先駆けた
ものであり、今後、HCN チャネルサブタイプの関与について知見を発展させることで、HCN
チャネルを標的とした神経障害性疼痛治療薬の開発に発展させることが期待できる。 
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