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研究成果の概要（和文）：T型カルシムチャネルの３つのサブタイプのうち、Cav3.2は侵害受容ニューロンの末梢終末
に豊富に発現し、痛みの情報伝達に重要な役割を果たしている。今回は、Cav3.2のリン酸化および脱リン酸化による機
能調節とそれによる疼痛制御の分子メカニズムを解析した。その結果、プロスタグランジンEP4受容体刺激により活性
化されるPKAが、足場タンパクAKAP150依存的にCav3.2をリン酸化し、チャネル機能を増強することで痛覚過敏を誘起す
ること、また、脱リン酸化酵素であるカルシニューリンはCav3.2の機能を抑制していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Among three isoforms of T-type calcium channels, Cav3.2 expressed abundantly in th
e peripheral ending of nociceptors plays a critical role in nociceptive processing. We thus examined molec
ular mechanisms for functional regulation of Cav3.2 by phosphorylation and dephosphorylation, and its impa
ct on pain signals. Our data show that PKA, activated by stimulation of prostaglandin EP4 receptors in an 
AKAP150-dependent manner, phosphorylates and functionally upregulates Cav3.2, leading to hyperalgesia, and
 that calcineurin, a phosphatase, negatively regulates Cav3.2 functions. 
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１．研究開始当初の背景 
電位依存性カルシウムチャネルは、高電位
活性化型（HVA）と低電位活性化型（T型カ
ルシウムチャネル）に分類されるが、鎮痛薬
開発のための標的分子としてはこれまで
HVA チャネルに関する研究が重点的に行わ
れてきた。一方、2001年、Todorovicらは T
型カルシウムチャネルが痛みの情報伝達に
関与するとの知見を初めて報告した。その後、
私達のグループを含む複数の研究者により、
T型カルシウムチャネルの 3つのサブタイプ
Cav3.1～3.3 のうち、知覚神経に最も豊富に
発現する Cav3.2 が痛みの情報伝達に重要な
役割を果たすこと、また神経障害性疼痛の病
態に関与することが明らかにされていた。一
方、私達は、Cav3.2 T型カルシウムチャネル
が内因性ガス状情報伝達物質である硫化水
素（H2S）の標的分子として痛みの情報伝達
に重要な役割を果たすことを報告しており、
H2S 以外の経路を介した Cav3.2 の機能調節
の分子メカニズムを明らかにするため、
Cav3.2 のリン酸化および脱リン酸化による
機能制御に着目した。 
 
２．研究の目的 
 上述のように、Cav3.2のリン酸化および脱
リン酸化による機能制御に関与する分子と
して、今回は、protein kinase A (PKA)とカ
ルシニューリンに着目し、これらの酵素によ
る Cav3.2 のリン酸化および脱リン酸化の分
子メカニズムを解析し、これらが痛みの情報
伝達に及ぼす影響を明らかにすることを目
的として研究に着手した。 
 
３．研究の方法 
（1）T 型カルシウムチャネル依存電流の測
定：Cav3.2 T型かるシムチャネルを発現する
ことが知られている未分化 NG108-15 細胞
あるいはラット脊髄後根神経節（DRG）細胞
を用いてホールセルパッチクランプ法によ
りバリウム電流を測定した。 
（2）Cav3.2、AKAP150、リン酸化 Cav3.2
の検出：Cav3.2および AKAP150はウエスタ
ンブロット法で検出した。また、Cav3.2 と
AKAP150 の分子間結合は、免疫沈降後にウ
エスタンブロットを行うことで検討した。リ
ン酸化 Cav3.2は Cav3.2を免疫沈降させた後、
抗リン酸化抗体で検出した。 
（3）痛覚過敏の検出：ラットの機械的痛覚
閾値を後肢足圧法により測定した。 
 
４．研究成果 
（１）NG108-15 細胞において dibutyryl 
cAMP (db-cAMP) あるいは PGE2は T 型カ
ルシウム電流を促進する。 
 NG108-15細胞において、T型カルシウム
チャネルを介する膜連流が検出され、これは
T 型カルシウムチャネル阻害薬である
NNC55-0396(NNC)により抑制されること
を確認した（図 1A, B）。この T型チャネル 

図１ NG108-15細胞における T型カルシウ
ム電流に及ぼす dibutyryl cAMP あるいは
PGE2の促進効果 
 

 
図 2 NG108-15 細胞における Cav3.2 と
AKAP150の共沈殿 
 
 
電流は、db-cAMpあるいは PGE2によって増
強された（図 1C, D）が、チャネルの電気生
理学的性質は影響されなかった（図 1E, F）。 
 
（２）db-cAMP および PGE2による T 型チ
ャネル機能増強はAKAPに依存した PKAの
作用によって生じる。 
 NG108-15細胞において、db-cAMPあるい



はPGE2によるTチャネル電流の増強効果は、
PKAとその足場タンパク AKAPとの結合を
阻害する AKAPI、PKA阻害薬 KT5750、あ
るいはプロスタグランジン EP4 受容体拮抗
薬 RQ-00015986 (RQ) により抑制された。 
 
（３）db-cAMP による T チャネル電流増強
への AKAPの関与 
 ラットの DRG 細胞においても db-cAMP
による T チャネル電流促進効果が認められ、
これは AKAPIによって抑制された。 
 
（４）NG108-15 細胞における Cav3.2 と
AKAP150の分子間結合について 
 NG108-15 細胞ホモジネートでは、抗
Cav3.2 抗体で免疫沈降を行った場合には
AKAP150が共沈殿され、抗 AKAP150抗体
で免疫沈降を行った場合には Cav3.2 が共沈
殿された。また、これらの共沈殿の程度は、
db-cAMP刺激による影響を受けなかった（図
2）。 
 
（5）NG108-15細胞における Cav3.2リン酸
化状態に及ぼす db-cAMP および PGE2の影
響とその性質 
 NG108-15細胞において、db-cAMP刺激に
よって Cav3.2 のリン酸化が増強され、これ
は AKAPIにより抑制された（図 3A）。また、
PGE2刺激によってもCav3.2のリン酸化が促
進され、これは EP4拮抗薬である RQにより
抑制された（図 3B）。 
 

図 3 db-cAMP は NG108-15 細胞における
Cav3.2のリン酸化を促進する 
 
（6）ラットにおける db-cAMP あるいは
PGE2 足底内投与により誘起される機械的痛
覚過敏への AKAPおよび EP4受容体の関与 
 ラットにおいて、db-cAMPあるいは PGE2

の足底内投与によって機械的痛覚過敏が誘
起され、これは AKAPIあるいは EP4受容体
拮抗薬 RQにより抑制された。 
 
（7）ラットにおける db-cAMP誘起痛覚過敏
への Cav3.2 T型カルシウムチャネルの関与 
 ラットの足底内へ db-cAMP を投与するこ
とにより誘起される機械的痛覚過敏は、T型
カルシウムチャネル阻害薬である NNCおよ
びエトスクシミド (Etho)、T チャネルの 3
つの isoform のうち Cav3.2 のみを選択的に

阻害する Zinc、あるいは N 型カルシウムチ
ャネル阻害薬であるω-コノトキシン GVIA
によって抑制されたが、L型カルシウムチャ
ネル阻害薬であるベラパミル (Vera) によっ
ては影響されなかった（図 4A, B, C, D, E）。
一方、同用量の Vera は皮膚血流を増加させ
た（図 4F）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 ラットにおける db-cAMP 誘起痛覚過
敏への Cav3.2 T型カルシムチャネルの関与 
 
（8）ラットにおける PGE2 誘起痛覚過敏へ
の Cav3.2 T型カルシウムチャネルの関与 
 ラットにおいて PGE2の足底内投与により
誘起される痛覚過敏は、NNC あるいは Zinc
により有意に抑制された。 
 
（9）db-cAMPあるいは PGE2により誘起さ
れる機械的痛覚過敏には TRPV1 は関与しな
い 
 ラットにおいて db-cAMP あるいは PGE2

により誘起された機械的痛覚過敏は、TRPV1
チャネル阻害薬であるSB366791により抑制
されなかった。 
 
（10）PGE2 誘起機械的痛覚過敏はカルシニ
ューリン阻害薬 FK506によって増強される 
 ラットにおいて、単独では作用を示さない
低用量の PGE2の足底内投与による痛覚過敏
効果はカルシニューリン阻害薬 FK506 の前
投与により有意に増強された（図 5）。 
 
 



 

図 5 ラットにおける低用量 PGE2による機
械的痛覚過敏に対するカルシニューリン阻
害薬 FK506 (FK) の増強効果 
 
(11) マウスにおける PGE2誘起痛覚過敏の
メカニズム 
 マウスの足底内へ PGE2や db-cAMPを投
与することによって誘起される痛覚過敏に
も Cav3.2が関与するとの知見が得られた。 
 
(12) マウスにおけるカプサイシン結腸内投
与により誘起される内臓痛におけるカルシ
ニューリンの役割 
 マウスの結腸内へ TRPV1 アゴニストであ
るカプサイシンを投与することで誘起され
る内臓痛が、脱リン酸化酵素であるカルシニ
ューリンの阻害薬であるタクロリムスの前
処置によって増強されること証明した。一方、
T型カルシウムチャネルを活性化する硫化水
素供与体の結腸内投与による内臓痛は、タク
ロリムスによる影響を受けないことが判明
した。 
 
(13)  NG108-15 細胞およびマウス脊髄後
根神経節（DRG）細胞における検討 
 NG108-15 細胞およびマウス DRG 細胞に
おいて、cAMP/PKA 系を介する神経突起伸
長には、内因性硫化水素と Cav3.2 が関与す
ることを明らかにした。 
 
(14) 結論 
 上記結果より、PGE2は EP4受容体を介し
て cAMP/PKA系を活性化し、この PKAによ
り AKAP依存的にリン酸化された Cav3.2は
より活性化しやすくなると考えられる（図 6）。
また、侵害受容ニューロンの末梢終末におい
て、PGE2/EP4/cAMP/PKA/ Cav3.2系は炎症
性痛覚過敏の発現に重要な役割を果たして
いることが本研究により明らかとなった（図
7）。さらに脱リン酸化酵素であるカルシニュ
ーリンの阻害薬が PGE2誘起痛覚過敏を増強
したことより、Cav3.2のリン酸化と脱リン酸
化のバランスが侵害受容ニューロンの興奮
性制御に重要な役割を演じているものと推
察される。一方、マウスにおいても Cav3.2
が体性痛や内臓痛の発現に関与しているこ
と、また、カルシニューリンが疼痛抑制的に
機能していることを示唆する知見も得られ
たほか、神経突起伸長における内因性硫化水

素、PGE2、PKA、Cav3.2の役割も示唆され
た。 
 
 

 
図 6 Cav3.2 T型カルシウムチャネルの分子
機能修飾 
 

 
図 7 侵害受容ニューロン終末における
PGE2/EP4/cAMP/PKA/ Cav3.2系の活性化と
炎症性痛覚過敏 
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