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研究成果の概要（和文）：三叉神経節ニューロンに直接機械刺激を与えると一過性の速い内向き電流と続く緩徐
な内向き電流を示す二相性電流が記録された. この電流は連続刺激に対し脱感作現象を示さなかった. 三叉神経
節ニューロンの電位依存性内向き電流は, 電流持続時間が長く, 内向き電流にバンプを有するものと, 電流持続
時間が短くバンプを有さないものに分類された. 機械感受性イオンチャネルのブロッカーであるGd3+存在下でそ
れぞれのニューロンに直接機械刺激を行ったところ, Gd3+感受性, 非感受性の内向き電流が記録された. 歯髄分
布三叉神経節ニューロンの機械感受性イオンチャネルに多様性が示された.

研究成果の概要（英文）：TG neurons were classified based on the shape and current duration of the 
voltage-dependent ionic currents; neurons showing long current duration with bump (bump(+)-TG 
neuron) or short current duration without it (bump(-)-TG neuron). The mechanical stimulation 
evoked-currents in these neurons were composed by two phases; a transient current (first component) 
with fast activation and inactivation kinetics and lasting currents (second component) with slow 
activation and inactivation. Repetitive stimuli showed no desensitizing effects on the mechanical 
stimulation-induced currents. Gd3+ (1 μM) significantly inhibited the mechanical stimulation 
induced-current amplitudes in a part of the bump(-)-TG neurons, and a part of bump(+)-TG neurons. 
This inhibition was not seen in some neurons, however.

研究分野： 口腔科学およびその関連分野/口腔生理

キーワード： 歯髄炎 　歯髄内圧上昇　機械刺激受容器

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
三叉神経節ニューロンの機械感受性イオンチャネルを電気生理学的・分子生物学的に解析した報告はない. 本研
究は, 機械受容の点から歯髄痛覚発生メカニズムを解明するという点で学術的独自性がある. 直接機械刺激を加
え機械感受性イオンチャネル特性を解析する報告も極めて限られ技術的難易度も高い. 歯髄の痛みの発生メカニ
ズムを解明することで, 将来的な疼痛制御薬剤の開発につながると考えられその学術的意義は非常に高い.

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

歯髄の炎症性反応は, 血流の増加,血管透過性の亢進により組織圧を増加させる. 炎症発
生時における歯髄内圧の上昇は歯髄に分布する C ニューロンを圧迫し, 機械受容器を活性
化することで, 歯髄炎による二次痛を誘発する. しかし歯髄内圧増加を受容する分子機構, 
受容体分布や活性化機構の詳細はいまだ解明されていない. 

２．研究の目的 
本研究では歯髄に分布する小型三叉神経節ニューロン（Cニューロン）を逆行性トレーサ
ーで同定し, Isolectin B4（IB4）結合の有無によって非ペプチド性・ペプチド性 Cニュー
ロンを特定, これらに直接機械刺激を加えた時の細胞膜電流を計測することで, ニューロ
ンの機械受容特性について検討し, 歯髄炎の疼痛発生メカニズムの解明と, その疼痛制御
方策の検討を行う. 

３．研究の方法 
(1) 三叉神経節ニューロンの初代培養： 

ペントバルビタール麻酔下の新生仔 Wistar ラット（6-8 日齢）より三叉神経節を左右両側
脳底部より摘出し, パパイン（20 U/ml）で酵素処理後トライチュレーションを行うことで
三叉神経節ニューロンを化学的, 機械的に急性単離する．Poly-L-lysine でコートされた
直径 35 mm の culture dishes を使用し 10 % fetal bovine serum，1 % penicillin-
streptomycin，1% fungizone，24 mM NaHCO3，30 mM glucose（pH 7.4）含有 Leibovitz’s 
L-15 培地でインキュベーター内（37 ℃ 95 % Air，5 % CO2）48 時間培養を行った． 

(2) Whole-cell patch clamp 法： 
細胞内液の入った先端 2-3 μmの微小ガラス管電極の先端を細胞に密着させ，電極内に陰
圧をかけることで高い抵抗（ギガオームシール）を形成する. さらにそこから陰圧を加え
細胞に穴をあけることで細胞内とガラス電極内部を導通させ細胞膜上の電流の総和を記録
する. 

(3) ニューロンの同定： 
Whole-cell patch-clamp 法を用いて, -80 mV から-100 mV まで 10 mV ごとの電圧刺激を加
えたとき, 内向き電流が発生した細胞をニューロン，発生しなかった細胞をグリア細胞と
して同定し, ニューロンにおける電気生理学的特性を計測した. 

(4) IB4 免疫染色 
Isolectin B4（IB4: 1:200 dilution）を負荷し三叉神経節ニューロンを蛍光顕微鏡下にそ
の結合の有無によって非ペプチド性・ペプチド性 Cニューロンに分類した. IB4 陽性細胞
は非ペプチド性 Cニューロン, IB4 陰性細胞はペプチド性 Cニューロンと考えられた. 

(5) 単一細胞に対する直接機械刺激： 
細胞膜イオン電流記録に用いるガラス管微小電極（パッチピペッ
ト）を用い電動マニュピレーターにて 1 μm/ｓの速さで細胞の直
上から垂直方向に圧下することで, 標的とする単一細胞に直接機
械刺激を加えた. 

(6) 実験環境温度コントロール 
実験時の室温は, 常時 30 ± 1 ℃に設定している. またチャンバー自体を保温するヒート
チャンバー (TC-324B) を用いて常に実験中のチャンバーの温度を一定に (33 ℃) 保っ
た. 

(7) パッチクランプ法による単一細胞直接機械刺激の電流計測： 
全細胞パッチクランプ記録を, 標的とする単一細胞から行う. 標的細胞にパッチクランプ
法を確立すると全細胞膜電流が記録できる. 微小ガラス電極にてパッチクランプを行って
いる単一細胞に直接機械刺激を加え, 刺激を受けた標的細胞から細胞膜電流を計測した. 

(8) 細胞外液の灌流による薬剤刺激 
 細胞外灌流装置を用いてホールセルパッチ
クランプを行っている単一細胞に対して細
胞外から, 機械感受性イオンチャネルのブ
ロッカーである 1 μM Gd3+と通常細胞外液
を灌流し, コントロール群と Gd3+の投与下
でそれぞれ直接機械刺激を加えた. 

 
４．研究成果 
(1) 三叉神経節由来ニューロンにおける機械刺激受容 



三叉神経節細胞からホールセルパッチクランプ法で記録を行うと, 内向き電流を生じるニ
ューロンと生じないグリア細胞に分類することができた. さらに, ニューロンは内向き電
流の波形からバンプを有する電流持続時間の長いものと有さない電流持続時間の短いもの
二種類に分類できた. 

(2) 単一細胞に対する連続直接機械刺激は, 脱感作現象を生じなかった.  

(3) 内向き電流波形と誘発される機械刺激誘発性内向き電流の関連 
バンプを有する内向き電流を示す三叉神経節ニューロンの一部, バンプを有さない電流を
示す三叉神経節ニューロンの一部から記録された機械刺激感受性チャネル電流は機械刺激
感受性イオンチャネルブロッカーである Gd3+で有意に抑制されたが, 他は Gd3+による抑制
が生じなかった. 
 

 
 

(4) 三叉神経節由来 非ペプチド性 Cニューロンにおける機械刺激
受容 
IB4 染色陽性の三叉神経節由
来非ペプチド性 Cニューロ
ンは, 機械感受性イオンチ
ャネルブロッカーである Gd3+

で直接機械刺激誘発性電流
の抑制が見られなかった. 
しかし、検討数が少ないた
め,今後のさらなる検討が必
要である. 
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セメント芽細胞におけるCa2+活性化Kチャネル発現

Intracellular cAMP increase evokes Ca2+ influx in odontoblasts
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P2X7 receptor-pannexin-1 channel interaction in rat trigeminal ganglion neuron
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Expression of mechanosensitive ion channel in osteoblasts
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 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題



2018年

2018年

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第 60 回歯科基礎医学会学術大会（国際学会）

第 60 回歯科基礎医学会学術大会（国際学会）

Kamata S，Higashikawa A，Kimura M，Inoue H，Oyama S，Ofusa W，Shibukawa Y，Yamashita S

Inoue H，Kuroda H，Ohyama S，Ofusa W，Nagai S，Kamata S，Higashikawa A，Kimura M，Shibukawa Y，Ichinohe T

Ohyama S，Hitomi S，Higashikawa A，Ofusa W，Mochiduki H，Kuroda H，Kimura M，Ono K，Sibukawa Y

Kimura M，Higashikawa A，Oyama S，Ofusa W，Shimada M，Kuroda H，Kouno K，Mochizuki H，Ando M，Shibukawa Y

第 60 回歯科基礎医学会学術大会（国際学会）

第 60 回歯科基礎医学会学術大会（国際学会）

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Voltage-dependent ionic channels in human cementoblast
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Odontoblasts express plasma membrane Ca2+-ATP ase 1 and 4.

象牙質形成の神経性制御： 象牙芽細胞におけるstore-operated Ca2+ entry (SOCE)
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