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研究成果の概要（和文）： 
ラット褐色細胞腫株 PC12 細胞とヒト神経芽細胞腫 SK-N-SH 細胞，およびラット組織におけ

るニコチンのヒトノルアドレナリントランスポーター(NET)発現に対する影響を検討した。そ

の結果，ヒト NET 遺伝子をどちらの細胞に一過性に導入しても，ニコチンは転写活性に影響

しなかったが， SK-N-SH 細胞において短期で NET mRNA 発現および蛋白質量を抑制する一

方，PC12 細胞では短期で NET mRNA 発現および蛋白質量を増加させた。また，ラットに対

するニコチン単回投与では，副腎および脳幹において NET mRNA 発現は増加したが，2 週間

にわたる慢性投与では，NET mRNA 発現は逆に減少した。以上の結果から，ニコチンは転写

後の機構を介して NET 発現を増加させたり減少させたりする可能性が示唆された。なお，この

ニコチン慢性投与による NET 発現の減少は，ニコチンの薬理学的作用との関連から臨床的に重

要であると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We investigated the effects of nicotine on noradrenaline transporter(NET) expression 

in PC12 cells derived from rat pheochromocytoma, human neuroblastoma SK-N-SH 
cells, and rat tissues. Nicotine had no influence on the transcriptional activity of 
human NET gene constructs transiently transfected in SK-N-SH and PC12 cells. 
However, nicotine decreased NET mRNA levels within several hours in SK-N-SH cells. 
In contrast, nicotine up-regulated the mRNA and protein of NET in PC12 cells. A 
single administration of nicotine increased NET mRNA levels in the adrenal medulla 
and brain stem of the rat, whereas chronic nicotine treatment for 2 weeks decreased 
NET mRNA levels. These results suggest that nicotine up- and down-regulates the 
expression of NET through a posttranscriptional mechanism. The decrease in NET 
expression induced by nicotine may be of particular clinical relevance to the 
pharmacological action of nicotine. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2010 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

2011 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

2012 年度 900,000 270,000 1,170,000 

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 



研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・機能系基礎歯科学 
キーワード：歯科薬理学・ニコチン 
 
 
１． 研究開始当初の背景 

煙草主成分のニコチンは多彩な薬理作用を持

ち，歯科臨床においても喫煙に係わる歯周病

増悪因子として考えられているが，一方で鎮

痛効果を持つことから，その鎮痛機序が新し

い疼痛制御の開発に繫がるものと期待されて

いた。 

 喫煙が疼痛緩和に働くことは臨床の現場に

おいてもよく経験されることであり，基礎的

研究においても種々の疼痛モデルにおいてニ

コチンが鎮痛作用を有することが示されてい

たが，その機序については不明な点が多かっ

た。ニコチン様アセチルコリン受容体(nAChR)

を介したその作用は，脊髄・中枢レベルで研

究されており，当時，侵害受容伝達の制御機

構への関与が報告されていた。我々は，脊髄

レベルにおいてニコチンがグリア細胞に存在

するα7 nAChR を介して神経因性疼痛の症状

の一つであるアロディニアの発生を抑制する

ことを報告した(Abdin MJ et al., Life Sci., 

80; 9-16, 2006)が，この脊髄レベルでの疼痛

制御機構としてはノルアドレナリン(NA)神経

系が司る下降性抑制路の存在がよく知られて

おり，抗炎症薬が効かない慢性疼痛治療の第

一選択薬である抗うつ薬はその神経伝達物質

NA の再取り込みを担うノルアドレナリントラ

ンスポーター(NET)を阻害することによりシ

ナプス間隙での NA 濃度の上昇をもたらし，侵

害受容伝達の抑制を強めると考えられている。 

 一方，末梢神経系においてニコチンは神経

節 nAChR を介して初期の交感神経系の興奮と

持続的な刺激による抑制効果をもたらすこと

から，その痛みの制御に交感神経系の活動修

飾が関与する可能性も示唆されていた。ニコ

チンによる交感神経系の修飾作用として，NA

遊離と受容体応答に関わる種々の蛋白とそれ

をコードする遺伝子（例えば，NA 合成を司る

チロシン脱水素酵素(TH)並びにドパミン水酸

化酵素(DBH)やα/βアドレナリン受容体等）

についてはよく研究がなされていたが，遊離

されたNAの再取り込みにより神経伝達を終結

させる役割を担う NET についてはほとんど報

告がなく不明のままであった。この再取り込

み機構の理解なくしては神経伝達の調節を完

全に解明したことにはならないのは当然であ

り，それゆえ，ニコチンによる NET 発現調節

とその機序を明らかにすることは，交感神経

系に対するニコチンの作用を理解する上で欠

かせない課題であった。 
 
２．研究の目的 

本研究は，ニコチンによる NET 遺伝子の転写・

転写後修飾のメカニズムを明らかにし，その

NET 発現調節による交感神経系への影響が持

つ病態生理学的意義を確立することである。

そのため，ニコチンによる(1)NET 遺伝子転写

活性の促進，(2)NET transcript からの翻訳促

進，のサブテーマに基づき，in vitro モデル

系として既に確立した上記細胞系と，in vivo

個体レベルでのモデル動物系において，NET

発現に対するニコチンの作用を探求すること

を目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) in vivo 実験 

 実験動物として SD 系ラット（♂； 6-7 週

齢）を用い，ニコチン(0.8mg/kg)を腹腔内に

投与した。ニコチンの NET mRNA 発現に対する

急性効果を検討するための単回投与において

は，ニコチン投与 30 分，2 時間，6 時間およ

び 24 時間後に麻酔下にて交感神経節，脳幹お

よび副腎髄質を採取した。さらに，ニコチン

の慢性効果を検討するための連続投与におい

ては，1 日 2 回（8：00-9：00，17：00-18：

00），1週間および 2週間連続してニコチンを

腹腔内に投与し，ニコチン最終投与 24 時間後

に上記組織を採取した。採取した組織から

Acid guanidinium-Phenol- Chloroform 法で

総 RNA を抽出し，逆転写反応後，PCR 法およ

びリアルタイムPCR法にてNET mRNAの発現解

析を行った。 

 

(2) in vitro 実験 

①NET mRNA 発現 

 検討には，ラット褐色細胞腫由来 PC12 細胞

およびヒト神経細胞由来 SK-N-SH を用いた。

実験では，細胞を播種し，24 時間後にニコチ



ン(10μM)を添加して経時的に細胞総 RNA を

回収した。なお，NET mRNA の発現変動は回収

した細胞をin vivo組織と同じ方法で処理し，

リアルタイム PCR 法を用いて検討した。 

②NET 蛋白質発現 

 検討には，ヒト神経細胞由来 SK-N-SH を用

いた。実験では，細胞を播種し，24 時間後に

ニコチン(10μM)を添加して経時的に細胞を

回収し，抗ヒト NET モノクローナル抗体を用

いて，Western blotting 法にて検討した。 

③NET 遺伝子の転写・転写後調節におけるニ

コチンの影響の検討 

 ヒト NET遺伝子プロモーター領域を含む約

9kb の NET 遺伝子 5’領域を挿入したレポー

ターコンストラクトを SK-N-SH および PC12

細胞に一過性に導入し，レポーターアッセイ

をおこなった。 
 
４．研究成果 

(1) in vivo 実験 

 ニコチン投与によるラット副腎と脳幹の

rNET mRNA 発現量は，ニコチン単回投与の急

性モデルでは，ニコチン投与 30 分後に増加

し，6 時間で通常レベルにまで減少した。一

方，慢性投与モデルでは，逆に rNET mRNA 量

は減少した。 

(2) in vitro 実験 

①ヒト神経細胞由来 SK-N-SH 細胞 

 ニコチン添加後 30 分から 6 時間まで hNET 

mRNA レベルは減少したが，24 時間ではコン

トロールレベルにまで回復した。また hNET

蛋白質量を測定したところ，ニコチン添加後

6 時間ではコントロールと比較して減少した

が，24 時間以降では両者に変化は認められな

かった。 

 

②ラット褐色細胞腫由来 PC12 細胞 

 SK-N-SH 細胞とは対照的に，ニコチン処理

により短時間では rNET mRNA 発現が増加した。

ニコチン添加 30 分後に増加が認められ，2時

間でピークに達し，6 時間後にコントロール

レベルに戻ったが，数日単位での長期では逆

に減少した。rNET 蛋白質量，はニコチン添加

6時間後に増加したが，24 時間後ではコント

ロールとの差は認められなかった。 

③NET 遺伝子の転写・転写後調節におけるニ

コチンの影響の検討 

 SK-N-SH細胞およびPC12細胞のいずれにお

いても，ニコチンは hNET 遺伝子転写活性に

影響しなかった。 

 

 以上の結果から，ニコチンは短期では NET

発現を上昇させるが，慢性投与では NET 発現

を減少させること，また転写活性には影響し

ないことから転写後修飾に関与する可能性

が示唆された。 

 これまで報告されてきた喫煙におけるニ

コチンの作用並びに脳でのノルアドレナリ

ンレベルの上昇を考慮すると，ニコチン慢性

投与による NET 発現の減少は，臨床的に重要

であると考えられる。 

 一方，本検討ではニコチンによる NET mRNA

発現に対する抑制機序は明確になっていな

い。したがって，今後はニコチンによる NET 

mRNA 発現に対する抑制機序を明確にしてい

く必要がある。 
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