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研究成果の概要 

末梢組織の損傷・炎症により知覚神経が活性化されると、知覚神経から substance P (SP)な
どの神経ペプチドが遊離され中枢へ痛みを伝えることが知られている。そのため、SP の動態を
明らかにすることは疼痛発症メカニズムの解明に重要な役割を果たすと考えられる。本研究で
は、様々な侵害刺激による脊髄後根神経節（DRG）神経からの SP 遊離についてラジオイムノア
ッセイ法を用いて検討し、さらに SP 遊離を制御する分子メカニズムについて明らかにした。し
たがって、本研究により疼痛に対する新たな治療概念の構築に貢献する可能性が考えられる。 
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１． 研究開始当初の背景 
 

SP は tachykinin family に属する神経
ペプチドであり、侵害刺激により一次知
覚神経の中枢および末梢側の神経終末
から遊離される。一次知覚神経の中枢側
の神経終末から遊離された SP は、二次
神経を活性化することにより中枢へ侵
害情報を伝達する。そのため、SP は痛み
の伝達物質として知られており、様々な
侵害刺激による SP の動態を明らかにす

ることは疼痛発症メカニズムの解明に
重要な役割を果たすと考えられる。 

 
 
２． 研究の目的 
 

様々な侵害刺激による培養 DRG 神経か
らの SP 遊離について検討し、これらの
侵害刺激による SP 遊離を制御する分子
メカニズムを明らかにする。 
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３． 研究の方法 
 
(1) ラット DRG 初代培養細胞の作製：生後６

－９週齢のWistar系ラットより DRGsを
採取し、酵素処理（collagenase および
trypsin）により細胞を分散した。その
後、polyethyleneimine および laminin
でコーティングした 35 mm dish あるい
は 24 well plate に細胞をまき、10 % 
inactivated horse serum 、 1 % 
penicillin/streptomycin および 200 mM 
glutamine を 添 加 し た Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM)中に
て、37℃、5 % CO2 条件下で培養した。
なお実験には培養5日目の細胞を用いた。 

 
(2) SP の測定: 薬物はペプチダーゼ阻害剤

を添加した溶媒 (Krebs-HEPES buffer
あるいは血清含有 DMEM)に溶解し、細胞
に処置後、37℃にてインキュベートした。
その後、溶媒を回収し、高感度ラジオイ
ムノアッセイ法により SP 含有量を検出
した。  

 
(3) 免疫細胞化学染色：DRG 細胞を anti-SP

と anti-MAP-2、anti-SP と anti-NK-1R、
anti-SP と anti-Nav1.8 、 そ し て 、
anti-NK-1R と anti-TRPV1 抗体でそれぞ
れ反応させ、二重染色を行った。 

 
(4) マウス坐骨神経CCIモデルの作製: モデ

ルの作製は、野生型および Nav1.8 ノッ
クアウトマウスを用いてトリクロロア
セトアルデヒド一水素(450mg/kg i.p.; 
和光、大阪)による麻酔下にて行った。
左後肢の坐骨神経を周囲組織から剥離
し、ピンセットで軽く持ち上げることに
より軸索部分を軽度に引き伸ばした後、
4-0 のクロミガット縫合糸(Ethichon, 
Brussels, Belgium)で緩く縛った。反対
側の坐骨神経においては露出させたが
縛らない疑似手術を行った。また、左後
肢に疑似手術を行ったコントロールマ
ウスも作製した。 

 
(5) リアルタイム PCR: L4-6 DRGs から acid 

guanidinium-phenol-chloeoform 法に準
じて total RNA を抽出し、superscript
キ ッ ト (Life Technologies, 
Gaithersburg, MD)を用いて cDNA を作
製した。その後、2 µg cDNA を鋳型とし、
iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, 
Tokyo)と forwardおよび reverseプライ
マーを用いて DNA engine Opticon 2 
real-time PCR detection system 
(Bio-Rad, Tokyo, Japan)により PPT-A 
mRNA 量を定量した。 

 
(6) ウエスタンブロット解析: 薬物を処置

したDRG細胞を溶解しプロテインサンプ
ルを作製した。サンプルは SDS-PAGE に
より分離し、PVDF 膜に転写後、COX-2、
NK-1R または β-actin に対する特異的
な一次抗体と反応させた。その後、
horseradish peroxidase-conjugated 
anti-rabbit あるいは anti-mouse IgG
抗体を反応させ、ECL を用いた化学発光
法により可視化した。バンドは Scion 
image 4.0.3 software を用いて定量した。
内部標準としてβ-actin を用いた。 

 
 
４． 研究成果 
 
(1) カプサイシン（TRPV1 アゴニスト）によ

る培養 DRG 神経からの SP 遊離は、NK-1R
アゴニストによるNK-1Rの活性化により
増強された。さらに、この増強作用は、
NK-1R 活性化による protein kinase C 
(PKC)を介したTRPV1の Ser800サイトの
リン酸化が関与していることが明らか
になった。 

 
(2) Nav1.8 の欠損により侵害刺激による培

養 DRG ニューロンからの SP 遊離が抑制
された。また、Nav1.8 ノックアウトマウ
スにおける L6 DRG の SP 合成量は野生型
マウスと比較して減少していることが
明らかとなった。(Fig. 1Fig. 1Fig. 1Fig. 1).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig. 1Fig. 1Fig. 1Fig. 1. L6 DRG における SP 遊離・合成系と
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Nav1.8 発現との関連を示す概念図。 1: DRG

神経の細胞内 SP プールからの SP 遊離。 2: 

遊離された SP は NK-1R に結合し、SP-NK-1R

複合体の内在化を引き起こす。 3: SP-NK-1R

複合体の内在化によりさらなる SP 遊離を誘

導する。 4: SP 遊離による細胞内 SP プール

の SP 量の減少により、SP 合成系が賦活され

る。 5: 細胞内 SP プールの SP 量の減少によ

る SP 合成系の賦活は、PPT-A mRNA レベルの

減少によって誘導される可能性が考えられ

る。 6: Nav1.8 は SP 遊離の増強に関わる可

能性が考えられる。 7: Nav1.8 は、さらなる

SP 遊離に関わるシグナルの増強に関与する

可能性が考えられる。 坐骨神経の CCI によ

り 1、2、3、5、6、および 7 のうちいくつか

の応答を増強させる。矢印の太さは相対的な

活動強度を表す。 

 

(3) 培養 DRG 神経からの SP 遊離は神経と非
神経細胞(図 2)の共存を必要とする。 
(Fig. Fig. Fig. Fig. 2222). 

 
 
 
 
 
 
 
 
    
    
    
    
    
Fig.Fig.Fig.Fig.    2222 カプサイシンおよび KCl 処置(37℃、
10 分間)による non-purified DRG 神経、
partially purified DRG 神経あるいは非神経
細胞からの SP 遊離 
 
(4) カプサイシンによるTRPV1を介した培養

DRG 神経からの SP 遊離は、2 つの異なっ
たメカニズムを介して引き起こされ
た：①細胞外 Ca2+依存的な経路で、PI3K
活性および IP3感受性細胞内 Ca2+ストア
からの Ca2+遊離が関与する;②細胞外
Ca2+非依存的な経路で、MEK 活性が関与す
る。 

 
(5) NK-1R アゴニストによる NK-1R 活性化に

より培養 DRG 神経から SP 遊離が誘導さ
れ、この遊離には MAP キナーゼ、PKC お
よび COX-2 が関与する。 
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