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研究成果の概要（和文）：　本研究は、三叉神経系におけるATP受容体を介した細胞内・細胞間コミュニケーシ
ョンの詳細を検索した。ラット三叉神経節細胞には、P2X7受容体、Panx-1チャネル、P2X4受容体を介したATPの
自己分泌機能がある可能性が示唆された。また、三叉神経節細胞間の相互作用も認めた。ラット脳微小血管内皮
細胞には、アデニル酸シクラーゼの活性化によるGsタンパク質共役型受容体を介したシグナル伝達経路の存在が
示唆された。
　ATP、Ca2+、cAMPなどの細胞内シグナル伝達物質を介した三叉神経節細胞内・細胞間コミュニケーションが炎
症性疼痛のメカニズムに重要な役割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the details of intracellular and intercellular 
communication via ATP receptors in the trigeminal nervous system. It was suggested that rat 
trigeminal ganglion cells possess the function of ATP autocrine through P2X7 receptors, Panx-1 
channels, and P2X4 receptors. Additionally, interactions between trigeminal ganglion cells were 
observed. In rat brain microvascular endothelial cells, the presence of a signaling pathway mediated
 by Gs protein-coupled receptors, activated by adenylate cyclase, was suggested.
The findings indicate that intracellular and intercellular communication in trigeminal ganglion 
cells, mediated by intracellular signaling molecules such as ATP, Ca2+, and cAMP, plays a crucial 
role in the mechanisms of inflammatory pain.

研究分野： 外科系歯学（歯科麻酔学）
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受容体　アデニル酸シクラーゼ　cAMP

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は三叉神経の炎症による痛みに、ATPを介した細胞間コミュニケーションが関与する可能性と、周囲の
血管におけるシグナル伝達経路がそれらの調節に関与する可能性を明らかにした。
　本研究は、炎症性疼痛に対する新たな疼痛治療法の開発や疼痛管理の改善、患者のQOL向上に貢献できた。

※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 
痛み（疼痛）は，「実質的または潜在的な組織損傷に結びつく，あるいはこのような損傷を表

わす言葉を使って述べられる不快な感覚・情動体験である」（国際疼痛学会）と定義されている．
組織への刺激は，物理的刺激，あるいは疼痛物質による化学的な刺激であり，これを神経終末が
感知し，電気的なシグナルに変換することで，求心性神経（感覚神経）が中枢神経系へと伝導・
伝達する．顎顔面領域で感知された侵害刺激や非侵害刺激は、主に三叉神経節ニューロンを伝わ
る．三叉神経節ニューロンは侵害受容ニューロンと機械受容ニューロンに大別され，有髄や無髄，
伝導速度によって，Aβ ニューロン・Aδニューロン・C ニューロン（ペプチド性・非ペプチド性）
に細分化される． 
ヒスタミンやブラジキニン，プロスタグランジンなどに代表される内因性疼痛物質は，組織障

害に伴う生体の防衛的反応である「炎症」によって産生される．肥満細胞から放出されるこれら
のメディエーターは，血管内皮細胞を収縮することで血管透過性を亢進させ，炎症メカニズムの
一部を担う．この炎症メディエーターは，内因性疼痛物質として侵害受容器の刺激を行うことが
知られているが，複雑な神経線維応答変調が生じるため，その神経機能解析および分子機構は十
分に解明されておらず，これらの研究による新たな作用機序を持った次世代鎮痛薬の創製が望
まれる． 
近年，この内因性疼痛物質の一つとして，細胞外ヌクレオチドであるアデノシン-5'-三リン酸

（ATP）が提唱され，その分子機構に関する研究が盛んに行われている．細胞外 ATP は，開口分
泌や膜チャネルを介して，または細胞死によって破壊された細胞膜を通じて放出される．細胞外
に放出された ATP は細胞膜上の ATP 受容体を活性化し，神経細胞の膜電位の変化や細胞内外の
Ca2+濃度の変化へとつながることで一連の細胞内（間）シグナル伝達をひき起こし，疼痛メカニ
ズムの一部を担うとされている．ATP 受容体はイオンチャネル型 P2X 受容体と G タンパク共役
型 P2Y 受容体に大別され，それぞれ P2X1－7，P2Y1, 2, 4, 6, 11-14のサブタイプが存在する． 
我々はこれに着目し，三叉神経系における ATP を介した侵害受容機構について研究している．

三叉神経節ニューロンにおける P2X 受容体や P2Y 受容体についての生理学的機能検索では，
P2X1, 3, 4が侵害受容性疼痛に関与する可能性や 1, 2)，P2Y12の活性化が cyclic AMP に仲介される抑
制効果を解除することで，三叉神経節細胞内のリアノジン受容体からの Ca2+の放出を誘発する
可能性を示した 3)． 
 
 
２．研究の目的 

P2X 受容体のサブタイプである P2X7受容体は，他の ATP 受容体サブタイプと異なり，高濃度
ATP（≧100 µM）で活性化し，巨大チャネルポアを形成する．このチャネルポアを介して，IL-1β
に代表される炎症性サイトカインや，プロスタグランジン E2，トロンボキサン B2，ロイコトリ
エン B4 を放出すことが知られており，P2X7 受容体は炎症に関与する多様なシグナル伝達経路
の一部であると考えられている． 
しかし，P2X7受容体が受容する細胞外 ATP がどのような細胞から，どのような膜輸送機構を

経て細胞外に放出されるかについては結論付けられておらず，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る．一方で，血管内皮細胞由来の ATP
が血管弛緩因子として P2Y1 受容体や P2Y2 受容体に作用するという報告があり，血管内皮細胞
における ATP を介したシグナリング伝達には議論の余地がある．そこで本研究は，開口分泌や
膜チャネルを介して，または細胞死によって放出される細胞外 ATP の本体は，炎症における血
管内皮細胞の収縮（変形）・細胞死が由来であると仮説を立て，三叉神経系における ATP を介し
た炎症性疼痛メカニズムの解明を行うことを目的とした． 
 
 
３．研究の方法 
三叉神経節ニューロン・グリア細胞・血管内皮細胞共培養系の作製： 
イソフルランおよびペントバルビタール麻酔下に新生仔 Wistar ラット（6－8 日齢）より三叉

神経節を左右両側より急性単離し，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 Leibovitz’s L-15 を使用し，48 時間初代培養を行う．培養細胞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．このラット神経細胞
－グリア細胞共培養系と，継代培養したラット脳微小血管内皮細胞（Rat Brain Microvascular 
Endothelial Cells；RBMVEC）を用いて共培養を行う． 
単一細胞に対する細胞膜変形機械刺激法（各種細胞の機械的加圧刺激モデル）： 
神経細胞やグリア細胞、血管内皮細胞への刺激（細胞膜変形）によって生じる，その周囲に存

在する各種細胞の応答を記録する事でそれぞれの細胞間の機能連関を明らかにする．そこで，各
種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と微小ガ
ラス管電極を用いて単一細胞への直接機械刺激を行う．それぞれの細胞間の連絡機構を，Whole-



cell patch clamp 法や Ca2+ imaging 法を用いて検討する． 
 
 
４．研究成果 
ラット三叉神経節細胞は，高濃度 細胞外 ATP（[ATP]o）や P2X7 受容体のアゴニストである

Bz-ATP に対して二相性内向き電流を示したことから，ラット三叉神経節細胞には P2X7 受容体
が機能的発現を示すことが示唆された．三叉神経節細胞の Bz-ATP 誘発性二相性内向き電流にお
ける 2nd component を Panx-1 チャネル阻害薬と ATP 分解酵素が抑制したことから，三叉神経節
細胞における P2X7受容体は、高濃度[ATP]o によって Panx-1 チャネルを介した autocrine を示し，
炎症や細胞障害の発生や調節に関与する可能性が示唆された 4)． 
三叉神経節細胞に対する直接機械刺激は，高 K+刺激に応答する神経細胞，非応答の非神経細

胞ともに細胞内 Ca2+濃度を増加させた．これらの細胞内 Ca2+濃度の増加は脱感作現象を示さな
かった．増加した細胞内 Ca2+濃度の減衰は，高 K+刺激に応答する神経細胞が非応答の非神経細
胞よりも有意に緩徐であった．また，これらの細胞に対する直接機械刺激は，刺激された細胞の
みならず，近傍する細胞の細胞内 Ca2+濃度を増加した．以上のことから，三叉神経においては，
ニューロン－ニューロン相互作用・ニューロン－グリア相互作用が存在し，疼痛メカニズムに寄
与する可能性が示唆された 5)． 
炎症反応は，神経終末から血管内皮細胞へと神経ペプチドが放出され，神経原性炎症が生じる

ことが知られているが，三叉神経系におけるそれらのメカニズムは不明である．そこで，血管内
皮細胞（RBMEC）におけるカルシトニン受容体様受容体の発現と，受容体の活性化による cAMP
濃度レベルの動態を免疫蛍光染色と生理学的評価を用いて検討した．その結果，RBMEC は Gs
タンパク質共役型受容体である C カルシトニン受容体様受容体に免疫陽性であり，アデニル酸
シクラーゼの活性化が細胞内 cAMP レベルを増加させることが示された．一方で，三叉神経節
細胞－RBMEC 共培養系を用いて，三叉神経節細胞に機械刺激を加えたところ，血管内皮細胞の
cAMP レベルは変化を示さなかった．RBMEC に mNeon green cAMP sensor を加え，細胞内 cAMP
濃度を蛍光強度として記録した．AC の活性薬である Forskolin（FSK）を単独投与すると，RBMEC
の細胞内 cAMP レベルは一過性に増加した．Phosphodiesterase 阻害薬である IBMX を同時投与す
ると FSK 誘発性細胞内 cAMP レベルは有意に増加した．Gs タンパク質共役型受容体アゴニスト
である神経ペプチドを RBMEC に投与すると，細胞内 cAMP レベルは増加した．その増加は AC
阻害薬である SQ22536 で有意に抑制された．以上のことから，三叉神経節細胞への直接的な機
械的刺激によって，三叉神経節細胞から Gs タンパク質共役型受容体作動性神経ペプチドが放出
される可能性が示唆された．また，放出されたペプチドは Gs シグナル伝達経路を活性化して，
軸索反射としての細胞間コミュニケーションを確立する可能性が示唆された。本研究内容は現
在査読のある国際雑誌へ投稿中である． 
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