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研究成果の概要：  
麻酔薬や鎮痛薬の作用機序解明は危急的課題であるが、いまだにその解明には至っていない。

脊髄後根神経節(DRG)細胞 は多くの神経ペプチドが含有され、疼痛への関与が強く示唆されて

いる。申請者らは培養 DRG を用いた研究ではムスカリン受容体やサブスタンス P受容体などが

存在することを確認した。現在はこれらに対して麻酔薬がどのように反応するのかを確認して

いるところである。アフリカツメガエル卵母細胞系やスライスパッチ法を用いてこれらの受容

体へ鎮痛薬、麻酔薬がどのように作用するのかを解析する予定である。 
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研究分野：医歯薬 
科研費の分科・細目：外科臨床医学・ 麻酔・蘇生学 
キーワード：(1) 疼痛メカニズム (2) 麻酔薬 (3)鎮痛薬 (4) 脊髄後根神経節(DRG)細胞 (5) 
Xenopus oocytes 発現系 (6)ムスカリン受容体 (7) G 蛋白共役型受容体(8) イオンチャネル 
                
１．研究開始当初の背景 
日本人の 3人に 1人はガンで死亡する。進行
ガンになると患者の 7割が「痛みが最大の苦
痛である」と訴える。鎮痛緩和医療に最近は
さまざまな種類のモルヒネ製剤が導入され
鎮痛緩和に寄与している。しかしモルヒネの
効かない、あるいは耐性のために効かなくな
った多くの患者が存在するのも事実である。

痛みはさまざまな要因で起こり、そのメカニ
ズムは未だに解明されていない。痛みは一次
求心性痛覚神経より脊髄後根神経節(Dorsal 
Root Ganglia, DRG 以降 DRG)を通して伝え
られる。DRGからはグルタミン酸やサブスタ
ンスPなどの鎮痛伝達物質が放出され痛みは
中枢へ伝えられる。昨今の分子生物学の進展
により、これらの鎮痛物質に加え、さまざま



な「痛みを伝える物質」が発見され、それら
の受容体もDRGで痛覚伝達に重要な役割を果
たしていることが示唆されてきた。しかしな
がら、DRGにおけるこれら受容体の同定はお
ろか、その分子生物学的な検討も行われてい
ない。 一般に、アゴニストの同定されてい
ない受容体群は作用の不明な受容体(オーフ
ァンレセプター)として定義され、その受容
体のほとんどは膜 7 回貫通型G蛋白結合受容
体(G-Protein Coupled Receptor, GPCR 以降 
GPCR)に属する。DRGにも多数の作用不明な膜
7 回貫通型オーファンレセプターが存在して
おり、未知の痛覚伝達物質や受容体が存在す
ると考えられる。 
現在までに、申請者らは鎮痛薬、麻酔薬の膜
7回貫通型GPCRに対する作用をほぼ10年にわ
たって報告し、GPCRが痛覚伝達メカニズムに
強く関与することを明らかにしてきた。申請
者らはすでにDRG細胞における鎮痛薬の作用
解析に着手しており、細胞内カルシウム
(Ca2+)濃度測定法を同時に行える系、さらに
アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用い
たGPCRの解析を同時に行い、麻酔薬や鎮痛薬
の分子レベルでの作用機序を総合的に解析
する方法を確立している。 
 
２．研究の目的 
  今回の研究は、DRG 細胞を用いて、 
(1)現在までに痛覚に関与していると予想さ
れている GPCR であるオレキシン受容体やニ
ューロペプチド FF(NPFF)受容体、リゾフォス
ファチジン酸(LPA)受容体が実際に DRG に存
在するかどうかを RT-PCR 法、免疫組織染色
法、細胞内 Ca2+濃度測定法を用いて機能解析
を行う。(2)これらの受容体に対する鎮痛薬、
麻酔薬の影響を DRG細胞とアフリカツメガエ
ル卵母細胞発現系で調べる。 
(3)さらに、これらの受容体のノックアウト
マウスを作成し、痛覚伝達に及ぼす影響を検
討する。 
(4)PCR 法を用いて、オレキシン受容体、NPFF
受容体、LPA 受容体と構造類似性を持つオー
ファン受容体を cDNA ライブラリーよりスク
リーニングし、DRG 細胞に特異的に発現する
オーファン受容体を検索する。可能であれば
新規に見つかった受容体のノックアウトマ
ウスを作成し、これらの受容体が痛覚伝達に
関与するのかを確認したいと考えている。以
上の検討を行い、生体物質由来の副作用のな
い鎮痛薬の開発を目指した、モルヒネに替わ
る、新たな鎮痛緩和医療の基礎を築きたい。 
 
３．研究の方法 
今回の研究においては、DRG 細胞を用いて、
(1)現在までに痛覚に関与していると予想さ
れているオレキシン受容体やニューロペプ
チド FF(NPFF)受容体、リゾフォスファチジン

酸(LPA)受容体が実際に DRG に存在するかど
うかを RT-PCR 法、免疫組織染色法、細胞内
Ca2+濃度測定法を用いて機能解析を行う。
(2)これらの受容体に対する鎮痛薬、麻酔薬
の影響を DRG細胞とアフリカツメガエル卵母
細胞発現系で調べる。(3)さらに、これらの
受容体のノックアウトマウスを作成し、痛覚
伝達に及ぼす影響を検討する。(4)PCR 法を用
いて、オレキシン受容体、NPFF 受容体、LPA
受容体と構造類似性を持つオーファン受容
体を cDNA ライブラリーよりスクリーニング
し、DRG 細胞に特異的に発現するオーファン
受容体を検索する。可能であれば新規に見つ
かった受容体のノックアウトマウスを作成
し、これらの受容体が痛覚伝達に関与するの
かを確認したいと考えている。以上の検討を
行い、生体物質由来の副作用のない鎮痛薬の
開発を目指した、モルヒネに替わる、新たな
鎮痛緩和医療の基礎を築きたい。 
 
４．研究成果 
本研究の現在までに DRG細胞とアフリカツメ
ガエル卵母細胞発現系を用いた検討を併行
して行い、申請書に記した課題とそれを発展
させた検討により以下の結果を得た。 
 
(1)DRG 細胞の培養の確立（担当 南） 
①ラットの成人ラット（１２週齢）と幼弱（３
週齢）に分けて DRG 細胞を培養を試みて、両
者の培養を確立した。（図１） 
②ラットの成人ラット（１２週齢）と幼弱（３
週齢）の両者でその痛覚物質（サブスタンス
Ｐ、カプサイシン）による細胞内カルシウム
の上昇反応を確認している。しかし、その両
者の反応様式やサブスタンスＰ、カプサイシ
ン（バニロイド）受容体の発現量や形式に違
いがあることが考えられた。 
③幼弱（３週齢）DRG 細胞においてはサブス
タンス P、ムスカリンによる細胞内カルシウ
ムの上昇を確認することができた。これらの
反応は再現性、反応性から考えて幼弱（３週
齢）DRG 細胞を研究共通の実験条件とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2)サブスタンス P 受容体に対する麻酔薬の
反応（南、上園） 



サブスタンス Pは DRG においては重要な痛覚
伝達物質である。これらに対しては、申請者
はすでにアフリカツメガエル卵母細胞発現
系において麻酔薬が臨床濃度で抑制するこ
とを報告していた。しかし、DRG においては
麻酔薬の反応は確認しておらす、アフリカツ
メガエル卵母細胞による再構築系だけの結
果のみで In Site の結果がどうなるかが興味
が持たれるところであった。今回、DRG にお
いてサブスタンス P刺激による細胞内カルシ
ウムが上昇することを確認して麻酔薬の抑
制効果を調べた。 
その結果、吸入麻酔薬がサブスタンスＰによ
る細胞内カルシウム上昇を抑制する結果を
得た。現在、確認している麻酔薬はハロセン
であるが、予備実験ではイソフルラン、エン
フルランも抑制していることを確認してい
る。これらは、アフリカツメガエル卵母細胞
発現系において麻酔薬が臨床濃度で抑制す
ることの In site での証明であり、サブスタ
ンス P受容体が麻酔薬の作用部位になる可能
性を強く示唆する所見であると考えられ、静
脈麻酔薬の解析も急いでいる。 
 
(3)DRG細胞におけるオレキシンAの存在証明
およびアフリカツメガエル卵母細胞系にお
けるオレキシン受容体への麻酔薬の影響解
析（南、上田、瀬尾） 
①DRG 細胞のオレキシン Aの存在証明 
オレキシンを DRG（３週齢ラット）に投与し
たところ、細胞内カルシウムの有意な上昇を
確認できた。現在は、これを免疫組織染色と
In Site ハイブリダイゼーション法により、
蛋白レベル、mRNA レベルで確認を急いでいる。
（図４） 
 
②アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用
いたオレキシン受容体に対する吸入麻酔薬、
静脈麻酔薬、鎮痛薬の影響解析 
(a) オレキシン受容体(オレキシン受容体 A, 
オレキシン受容体 B)がどのタイプのＧ蛋白
を介した細胞内情報伝達系を形成している
のか探るために、オレキシン受容体 RNA(A 及
びＢ)をアフリカツメガエル卵母細胞発現系
に注入し発現させ、オレキシン受容体がＧｑ
蛋白を介しているのか確認した。また Gi／Gq
のキメラ G蛋白 RNA と同時にオレキシン受容
体 RNA を注入し発現させ、オレキシン受容体
がＧq 蛋白を介しているか確認した（図５参
照） 。 
 
(b) 次に、オレキシン受容体 RNA をアフリカ
ツメガエル卵母細胞発現系に注入し発現さ
せ、吸入麻酔薬や静脈麻酔薬がオレキシン受
容体(A 及び B)にいかに作用するかを検討し
た。その結果オレキシン受容体(オレキシン
受容体 A)は吸入麻酔薬（イソフルラン、ハロ

セン、エンフルラン）に静脈麻酔薬（ペント
バルビタール）よって臨床濃度で抑制されて
いることが明らかとなった。 
 
 (c) さらに予備的ではあるがオレキシンＢ
に関しては吸入麻酔薬や静脈麻酔薬が抑制
をしている結果を得た。 
(d) 現在、その麻酔薬の抑制機序として細胞
内リン酸化酵素 Protein Kinase C が考えら
れている。そこで、麻酔薬のオレキシン受容
体への抑制効果に Protein Kinase C が関与
するかどうかを Protein Kinase C 阻害薬（GF
１０９２０３X）の存在したでその反応を確
認したところ、Protein Kinase C 阻害薬の存
在下ではオレキシンの反応に変化がなく
Protein Kinase C 自身の影響は全くないと考
えられた。 
 
（考察）アフリカツメガエル卵母細胞系にお
けるオレキシン受容体への麻酔薬の影響解
析を行い、吸入麻酔薬（ハロセン、イソフル
ラン、エンフルラン、ジエチルエーテル）、
静脈麻酔薬（ペントバルビタール、プロポフ
ォール、ケタミン）は臨床濃度で強く抑制す
ることを確認できた。しかし、鎮痛薬トラマ
ドールやデクサメヂトミジンは抑制効果は
ほとんど見られていない。これは、麻酔薬は
共通して就眠作用を持つがトラマドールや
デクサメヂトミジンが就眠作用は弱いかま
たはほとんどないという臨床所見と極めて
一致する。これらのことより判断するとオレ
キシン受容体への麻酔薬の作用はその就眠
作用に影響するということが予想される。 
 
そのオレキシン受容体を麻酔薬が抑制する
メカニズムについては Protein Kinase C 自
体がオレキシン受容体へは影響が無いこと
より、Protein Kinase C 野関与は否定的と考
えられる。その他の機序としては受容体への
直接作用が考えられる。これについては、今
後の詳細な解析が必要と思われる。 
 
また、オレキシンは DRG に存在することが証



明できた。DRG は痛覚の一次神経繊維であり、
その作用は痛覚などの作用と関連が考えら
れ、就眠などの作用とは関係が薄いと考えら
れる。現在、麻酔薬の痛覚への作用に DRG に
おけるオレキシン受容体の作用が関与する
のかを細胞内カルシウム測定法で解析を行
っており、平成１８年度にはその結果を提示
できると考えている。４ アフリカツメガエ
ル卵母細胞発現系および DRG細胞を用いたナ
トリウムチャネルに対する吸入麻酔薬、静脈
麻酔薬、鎮痛薬の影響解析 
 
(4)デクスメデトミジンのＧ蛋白結合受容体
へ対する作用検討—アフリカツメガエル卵母
細胞発現系および DRG 細胞を用いた検討— 
 
デクスメデトミジンは今まで a2 アゴニスト
として鎮静に使用されてきたが、そのメカニ
ズムは今まで不明な点が多くかった。なぜ、
鎮静作用があるのに就眠作用は非常に少な
い点や抗コリン作用様な症状が多いなど単
に a2 アゴニストだけでは説明がつかないこ
とが臨床で散見された。この疑問に対して
我々はＧ蛋白結合受容体にどのように影響
するのかをアフリカツメガエル卵母細胞発
現系および DRG 細胞を用いた検討した。 
 
方法：アフリカツメガエル卵母細胞に各種Ｇ
蛋白結合受容体（ムスカリン受容体Ｍ１，Ｍ
３，サブスタンスＰ受容体、5HT2A受容体、メ
タボトロピックグルタミン酸受容体type 1、
オ レ キ シ ン A 受 容 体 ） を 発 現 さ せ 、
voltage-clamp法を用いてデクスメデトミジ
ンの影響を調べた。さらに、ラットの成人ラ
ット（１２週齢）と幼弱（３週齢）に分けて
DRG細胞を培養をして、ムスカリンで刺激し
て細胞内カルシウムの上昇を測定し、それに
対するデクスメデトミジンの影響を調べた。 
 
結果：デクスメデトミジンはムスカリン受容
体Ｍ３を臨床濃度で有意に抑制した。メタボ
トロピックグルタミン酸受容体type 1、に対
しても高濃度であるが抑制効果が見られた。
しかし，他のムスカリン受容体Ｍ１，サブス
タンスＰ受容体、5HT2A受容体、メタボトロピ
ックグルタミン酸受容体type 1、オレキシン
A受容体に対しては全く影響はなかった。 
 
 
DRG 細胞を培養をして、ムスカリンで刺激し
て細胞内カルシウムの上昇を測定し、それに
対するデクスメデトミジンの影響を調べた
結果、有意に細胞内カルシウムの上昇を抑制
した。 
 
考察：現在まで、G蛋白結合受容体は麻酔薬
や鎮痛薬のターゲットになると考えられて

きていた。デクスメデトミジンは鎮静効果は
強いが、就眠、鎮痛効果は弱いとされている。
（Gertler et al., Proc (Bayl Univ Med Cent). 
2001;14:13-21. Dexmedetomidine: a novel 
sedative-analgesic agent.）デクスメデト
ミジンは痛覚に関与していると言われるム
スカリン受容体Ｍ１，サブスタンスＰ受容体、
5HT2A受容体、就眠作用に関与しているといわ
れるオレキシンA受容体には影響しないこと
を考えると臨床所見と一致すると考えられ
る。 
 
デクスメデトミジンはムスカリン受容体Ｍ
３を臨床濃度で有意に抑制していることは、
デクスメデトミジンのもつ唾液分泌の低下
などの抗コリン作用の機序の一つと考えら
れる。 
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