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研究成果の概要（和文）：acid-sensing ion channel 3 (ASIC3) familyに着目して歯根膜ルフィニ神経終末の再生過
程を検討した。下歯槽神経切断実験における歯根膜ルフィニ神経終末および三叉神経節におけるASIC3の発現パターン
から、ASIC3は三叉神経節における神経再生中の神経活性の調節、すなわちneuron-glia interactionに関与することが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study examined the regeneration process of the periodontal Ruffini ending, an
 essential mecahnoreceptor, based on the changes in the expression pattern of acid-sensing ion channel-3 (
ASIC3) at the periodontal ligament and trigeminal ganglion. The findings obtained from the nerve injury mo
del (resection of the inferior alveoar nerve at one side) indicate that this molecule is not direcly invol
ved in the axonal regeneration of the periodontal Ruffini endings but rather in neuron-glial interactions 
such as control of neuronal activity in the trigeminal ganglion. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 これまで我々の研究グループは神経特異
タンパクを用いた免疫組織化学的手法なら
びに電子顕微鏡法により、歯根膜神経支配に
関する形態学的な研究を行い、動物種および
歯種による差はあるものの、歯根膜機械受容
器として低閾値伸展受容器であるルフィニ
神経終末が重要な知覚受容装置であること
を示してきた。このルフィニ神経終末には皮
膚機械受容器の層板細胞や薄板細胞に相当
する特殊なシュワン細胞（終末シュワン細胞
terminal Schwann cell）が付随し、この細
胞がルフィニ神経終末の発生・再生過程に重
要な役割を果たしていることを示してきた。
また、ルフィニ神経終末の微細構造学的特徴
(図 1c)、化学的消化法を用いた SEM 鏡観察に
より、同神経終末の三次元立体構造を明らか
にしてきた。さらに、科学研究費の補助を受
け、歯根膜ルフィニ神経終末の発生、再生過
程に brain derived neurotrophic factor 
(BDNF)、neurotrophin-4/5 (NT-4/5)、glia 
cell-line derived neurotrophin (GDNF)が
深く関与することを明らかにし、時期特異的
に神経栄養因子・同受容体システムが働くこ
とでルフィニ神経終末の発生・再生過程がコ
ントロールされていることを明らかにした。 
 皮膚機械受容器の研究では、Ca2+の機械受
容器の興奮への関わりが示されているが、
我々は平成 20～22 年度科学研究費の補助を
受け、ラット切歯歯根膜ルフィニ神経終末に
お け る Ca2+-ATPase の 特 異 的 な 局 在 と
caveolaとの関係から、Ca2+の流入がルフィニ
神経終末の興奮に不可欠であることを明ら
かにした。また、上皮性ナトリウムチャネル
(epithelial sodium channel; ENaC) の
isotype である ENaC βが歯根膜ルフィニ神
経終末に存在することも明らかにしている。
しかしながら、これまで我々は Na+-K+-ATPase
および水チャネルである aquaporin-1 が 歯
根膜ルフィニ神経終末に存在することを報
告しているものの、歯根膜機械受容器を含め、
機械受容に関わるイオンチャネルに関する
知見は非常に乏しい。 
 ENaC family は DEG(degenerin)/ENaC 遺伝
子ファミリーに属する非電位依存性陽イオ
ンチャネルで、C. elegansの機械受容に関連
するチャネルと考えられている。近年、
DEG/ENaC 遺伝子ファミリーに属する酸感受
性 イ オ ン チ ャ ネ ル  acid-sensing ion 
channel (ASIC)が酸感受性、機械刺激受容、
侵害受容などに関与するチャネルとして注
目され、機械受容に関与する Ca2+の透過性に
ついて神経生理学的、神経薬理学的興味が惹
かれている。我々は ASIC のサブタイプの一
つ(ASIC3)を用いた予備実験により、三叉神
経の機械受容性中型ニューロンで支配され
る歯根膜ルフィニ神経終末の軸索にこのタ
ンパクが発現していることを確認している。 
本研究計画はこれまでの研究成果を元に、新
たにイオンチャネルの解析という観点から

歯根膜ルフィニ神経終末の再生・発生過程を
追求することを目的として企画・立案された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、歯根膜ルフィニ神経終末の再

生過程における、機械受容に関わると考えら
れる新たなイオンチャネルである ASCI 
familyの局在の変動をタンパク、遺伝子レベ
ルで明らかにすることを目的とした。最終研
究目的達成のために、(1) 歯根膜ルフィニ神
経終末における ASIC family subtypeの存否
と局在の同定、(2)下歯槽神経傷害後の再生
過程における ASIC family subtypeの局在お
よび発現量の変動の追求を具体的研究目標
とした。 
 

３．研究の方法 
 実験を行う前に新潟大学動物実験委員会
に動物実験申請書を提出し、同委員会からの
承認後、動物実験を開始した。 
(1) 歯根膜ルフィニ神経終末における ASIC 
family subtype の存否と局在の同定 

実験動物として生後 8週齢雄性 ICRマウス
を用いた。 
① RT-PCR法による三叉神経節における ASIC 
mRNAの同定：深麻酔下で断頭し (n=4)、脳お
よび三叉神経節から total RNA を抽出し、
RT-PCR 法により三叉神経節に存在する ASIC
のサブタイプ（ASCI1～4）の発現を検索した。
用いたプライマーの配列は以下の Table1 の
通りである。 

② 免疫組織学的解析：灌流固定したマウス
上顎切歯歯根膜および三叉神経節 (n=5) の
凍結切片およびパラフィン切片を作製し、
ABC 法を用いて ASIC3 の免疫染色を行った。
また、神経線維のマーカーとして PGP9.5、シ
ュワン細胞のマーカーとして S-100タンパク
を用い、これらタンパクと ASIC3 との蛍光二
重染色を行い、レーザー顕微鏡で観察した。
さらに、三叉神経節ニューロンにおける細胞
体の大きさと ASIC3 の関係を検討するため、
NF-200と ASIC3 の蛍光二重染色を行った。 
③ In situ hybridization法による三叉神経
節ニューロンにおける ASIC3 mRNA の同定：
三叉神経節のパラフィン切片に対し、自作し
た cRNA プ ロ ー ブ を 用 い て 、 in situ 
hybridization法を行った。 
 
(2)下歯槽神経傷害後の再生過程における
ASIC family subtype の局在および発現量の
変動の追求 
 実験動物として、雄性ウィスター系成熟ラ
ットを用い、Atsumi らや Harada らの方法に
従い、下歯槽神経切断実験を行った。４％抱

Table 1. Sequence of primers for RT-PCR 

 
Gene Primer sequence Size Accession no. 

ASIC1 
forward: 5’-GCCTATGAGATCGCAGGG-3’ 
reverse: 5’-AAAGTCCTCAAACGTGCCTC-3’ 

305 bp XM_128133 

ASIC2 
forward: 5’-GAAGAGGAAGGGAGCCATGAT-3’ 
reverse: 5’-GGCAGAAGTTCGCAATGTGT-3’ 

275 bp NM_007384 

ASIC3 
forward: 5’-CCCAGCTCTGGACGCTATG-3’ 
reverse: 5’-TCTTCCTGGAGCAGAGTGTTG-3’ 

414bp NM_173135 

ASIC4 
forward: 5’-GAATGTGCCGACCACACACT-3’ 
reverse: 5’-GCAAGCAAAGTCTTCAAAGAGG-3’ 

563 bp BC046481 

 



水クロラールの腹腔内麻酔下で、咬筋を反転
し下顎骨頬側面を露出させ、下顎管を覆う骨
を歯科用エンジンに取り付けたラウンドバ
ーで削除した。下歯槽神経を顕微鏡下で確認
した後、外科用小はさみで切断した。片側の
み切断を行ったものを切断群とし、その反対
側は切断を行わない sham 群、両側とも切断
しないものを対照群とした。切断後 3 日、7
日、14 日、21日、28 日に灌流固定（各 n＝5）
し、切歯を含む下顎骨および三叉神経節を採
取した。下顎骨は EDTA 脱灰後、凍結切片を
作製し、以下に示す免疫組織化学的検討を行
った。 
① 対照群および再生過程の歯根膜ルフィニ
神経終末における ASIC3の発現を検討するた
めに、抗 ASIC3抗体と神経のマーカーとして
抗 protein gene product (PGP) 9.5 抗体、
またグリア細胞のマーカーとして抗 S-100 
protein 抗体を用いて免疫蛍光二重染色およ
び免疫染色を施した。 
② 対照群および下歯槽神経再生過程の三叉
神経節における ASIC3 の発現、局在変化を明
らかにするために、抗 ASIC3 および PGP9.5
抗体、無髄神経線維マーカーとして抗
calcitonin gene-related peptide (CGRP) 抗
体を用いた免疫蛍光二重染色を施した。 
 
４．研究成果 
(1) 歯根膜ルフィニ神経終末における ASIC 
family subtype の存否と局在の同定 
 RT-PCR法で ASIC familyの遺伝子発現を検
討したところ、下記の図１で示すように、脳
では ASIC1、2、 3および 4 の mRNA が確認さ
れたが、三叉神経節では ASIC1 (305bp)、 2 
(275bp)、 3 (414bp)の明瞭なバンドが検出
されたが、ASIC 4のバンドは検出されなかっ
た。 

【図１ RT-PCR 法による脳(1, 4, 7, 10）、
三叉神経節(2, 5, 8, 11)における ASIC1, 2, 
3, 4mRNA の発現。(3, 6, 9, 12 はネガティ
ブコントロール)) 
 
マウス上顎切歯歯根膜における ASIC3の免

疫染色では、ASIC3 陽性の太い神経束は歯根
膜に入るとすぐに、激しく分枝していた。こ
の ASIC3 陽性神経は、歯根膜の歯槽骨側領域
に限局し、太い軸索が複雑に分枝した樹枝状
の形態を示しており、過去に我々が報告した
歯根膜ルフィニ神経終末と同様の分布と特
徴的形態を示した。しかしながら、侵害受容
性の細い自由神経終末および、細胞成分には
ASIC3 陽性反応は認められなかった。 
ASIC3と PGP9.5 の蛍光二重染色では、樹枝

状に分岐し膨隆した軸索終末に ASIC3 と
PGP9.5の陽性反応が共存した。しかしながら、
PGP9.5 に対する免疫染色で染め出された軸
索終末周囲の軸索の微小突起は ASIC３陰性
であった。また、S-100 タンパクの免疫染色
で染め出される終末シュワン細胞には ASIC3
陽性反応は認められなかった（図２）。 

【図２ 歯根膜ルフィニ神経終末における
ASIC3 の発現。左：PGP9.5抗体との免疫二重
染色像、右：S-100 タンパク抗体との免疫二
重染色像】 
 
 三叉神経節では、さまざまな大きさのニュ
ーロンが ASIC３陽性を示した。免疫強度は一
様でなく、小型から中型のニューロンが大型
のニューロンより強陽性であった。NF-200陽
性ニューロンはすべて ASIC3 陽性であった。
特異的な cRNA プローベを用いた in situ 
hybridization 法においても三叉神経節ニュ
ーロンが ASIC3 mRNA のシグナルを有してい
た（図３）。 

【図３ 三叉神経節における ASIC3タンパク
(A, C, D)と mRNA(B)の発現。Dは NF200 十の
二重免疫染色像】 
 
 以上の結果から、三叉神経節由来の歯根膜
ルフィニ神経終末は ASIC3を発現し、このタ
ンパクが歯根膜機械受容に関与するイオン
チャネルの一つであることが示された。 
 
(2)下歯槽神経傷害後の再生過程における
ASIC family subtype の局在および発現量の
変動の追求 
 対照群の切歯歯根膜において、ASIC3 は
PGP9.5 免疫陽性の樹枝状に分岐した歯根膜
ルフィニ神経終末の軸索およびルフィニ神
経終末に付随する S100 免疫陽性の終末シュ
ワン細胞に共発現を呈した。 
下歯槽神経切断 3日後、切歯歯根膜の PGP9.5
免疫陽性神経は完全に消失した。7 日後には
歯根膜神経の再生が始まり、数珠状の PGP9.5
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陽性の神経線維がわずかに認められた。14日
後には PGP9.5 陽性神経は樹枝状の分岐を開
始し、21日後には典型的なルフィニ神経終末
の構造を呈するようになった。切断後 28 日
目には歯根膜ルフィニ神経終末は形態学的
に再生を完了した。一方、歯根膜ルフィニ神
経終末における ASIC3 の免疫反応は、神経切
断からルフィニ神経終末の再生の完了する
28 日後まで、全く認められなかった（図 4）。 

【図４ 下歯槽神経切断後の歯根膜ルフィ
ニ神経終末の再生過程。PGP9.5(protein gene 
product 9.5)または ASIC3免疫染色】  
 
 対照群の三叉神経節において、ASIC3 は
PGP9.5免疫陽性の神経細胞に発現し、さらに
衛星細胞の細胞質にも弱い ASIC3免疫陽性反
応が認められた。また、ASIC3 陽性神経細胞
には、侵害受容神経のマーカーである CGRP
に免疫陰性であるものもあったが、わずかな
がら CGRP陽性神経細胞も存在していた。 

下歯槽神経切断後の再生期間を通して、非
切断側の三叉神経節における衛星細胞に
ASIC3 発現様式の変化は生じなかった。歯根
膜神経が消失した神経切断 3 日後、切断側三
叉神経節の神経細胞体と衛星細胞に ASIC3免
疫陽性反応が認められ、非切断側と顕著な差
異はなかった。神経線維が再生を開始した 7
日後、切断側の衛星細胞に明瞭な輪状の
ASIC3 の発現を認め、14日後になると、衛星
細胞の ASIC3陽性反応はさらに増強した。切
断後 21 日から ASIC3 陽性反応は次第に弱く
なり、切断後 28 日には対照群と同程度とな
った。切断側と非切断側の神経細胞における
ASIC3 の発現様式の相違は、認められなかっ
た。 

【図５ 下歯槽神経切断群の三叉神経節に
おける ASIC3（緑）と PGP9.5（赤）の免疫二
重蛍光染色像】 
 

この切断実験では歯根膜神経における
ASIC3 の発現は消失し、歯根膜ルフィニ神経
終末の再生過程を通して ASIC3免疫反応が認
められなかったことから、ASIC3 はルフィニ
神経終末の再生過程において、軸索終末の形
態回復には直接的な関与をしない可能性が
示唆された。一方、三叉神経節において、歯
根膜ルフィニ神経終末が活発に再生する時
期に、神経細胞体を取り囲む衛星細胞に一過
性の ASIC3強陽性反応が観察された。 

 
以上のことから、ASIC3 は歯根膜ルフィニ

神経終末の軸索の直接的な再生過程に関わ
ると考えるより、三叉神経節において
neuron-glia interaction として、再生中
の歯根膜ルフィニ神経終末の活性の調節に
関わると考えるべきである。 
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