
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２７１０２

若手研究(B)

2014～2012

ガン性疼痛に対する多剤的薬物療法の検討

Examination of the medical therapy of the multiple drug for the cancer pain

５０４２３９７６研究者番号：

原野　望（Nozomu, Harano）

九州歯科大学・歯学部・助教

研究期間：

２４７９２２４７

平成 年 月 日現在２７   ６ １７

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：我々はラットの三叉神経節ニューロンにおいて、ET受容体のETAやETB受容体の発現やその誘
導性の反応を調査した。これらの結果は、PTC経由のETA介在性TRPV1の過剰活性化とETB介在性のカルシウムイオン流動
が、三叉神経節の異なったサブセットによって起こっていることを示唆した。これらは口腔顔面痛の発生に関与してい
るのかもしれない。三叉神経節ニューロンにおけるETB介在性は、脊髄神経節には発現していないため、三叉神経にお
ける特殊機構であると言える。

研究成果の概要（英文）：We investigated the expression of the endothelin receptors ETA and ETB and 
endothelin induced responses in rat TRG neurons. These results suggest that ETA-mediated TRPV1 
hyperactivation via PKC activation and ETB-mediated Ca2+ mobilization occurs in different subsets of TRG 
neurons.
These endothelin-induced responses may contribute to the induction of orofacial pain.The ETB-mediated 
function in TRG neurons is a special feature in the trigeminal system because of no ETB expression in 
dorsal root ganglion neurons.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
   最近の報告では、ET-1、ET-2、ET-3        
  が、炎症性や神経因性やガン性疼痛の末
梢神経系での病因に含まれているとさ
れている。哺乳類において、2 つの ET
受容体である、ETAと ETBが確認されて
いる。ET-1と ET-2は両方のレセプター
サブタイプを活性化させ、ET-3は単独で
ETB を活性化させる。脊髄神経節では、
ETAはニューロンで発現することが報告
されているが、ETBはサテライトグリア
細胞と非ミエリン化シュワン細胞にて
発現していた。しかしながら、いくつか
のラットと人間の研究では、三叉神経節
ニューロンにおいて、ETBの発現が報告
された。ET-3の上唇また顎関節への注入
は、ラットにおいて自発痛を引き起こし、
ETBの選択的アンタゴニストは、ラット
モデルにおいて、三叉神経神経障害性疼
痛を抑制した。このように、三叉神経系
での ETBの発現は、侵害受容に関連があ
るようである。 
   脊髄神経節ニューロンにおける、ETA

の発現は、原形質膜にプロテインキナー
ゼ Cの転流をもたらし、結果的にはカプ
サイシン受容体の TRPV1の活動亢進を
もたらす。ETBの発現は、三叉神経節や
脊髄神経節のサテライトグリア細胞に
おいて細胞内カルシウムイオンの動員
を引き起こす。しかし、ETsの三叉神経
節ニューロンに対する効果を記載して
いる報告はない。 

 
２．研究の目的 
 
   本研究では、最初に二重蛍光免疫染色
を用いたラットの三叉神経節で、ETAと
ETB の発現パターンを調査した。次に
ETsの侵害受容のメカニズムを調べるた
め、オールセルパッチ・クランプ記録と
カルシウムイオンイメージングを用い
て、分離した三叉神経節ニューロンで、
ETsのカプサイシンに誘発された電流と
細胞内カルシウム濃度における影響を
調査した。 

 
３．研究の方法 
 
 ①使用動物 
   4週齢Wistarラットにペントバルビタ
ール麻酔後(60 ㎎/㎏)、三叉神経節を摘
出した。 
 
 ②蛍光免疫染色 
   三叉神経節をクライオスタットにて

10µmにカットし、各種試薬で処理した。 
  その後、三叉神経節領域の ETA受容体と
ETB受容体の発現を調査した。またニュー
ロンの識別を行うため、IB4 による免疫

染色を行った。 
 
③カプサイシン誘発性電流に対する ETs の 
効果を計測するため、オールセルパッチク
ランプを行った。ET-1 による反応を調査し
た後、ETA 受容体のアンタゴニストである
BQ-123、ETB 受容体アンタゴニストの
BQ-788、プロテインキナーゼ抑制剤のチェ
レルスリンを、またプロテインキナーゼ活
性剤の PMC を投与して反応を調査した。 
 
④ETsが三叉神経節内において細胞内Caイオ
ンの流動を引き起こしているかどうかを
調査するため、カルシウムイメージングを
使用した。 
 
４．研究成果 
 ①ETAと ETBの発現 
 ETAと ETBの免疫反応性は、ニューロン内で

認められた（A）。ETBの免疫反応性はニューロ
ンの周囲にも認められた。これらの結果は三
叉神経節に関する以前の報告と一致した。ETA
と ETBの共同免疫反応性であったニューロン
は、ETAまたは ETB免疫反応性を示したニュー
ロンの総数のわずか 26％であった。 

 
②分離した三叉神経節細胞におけるニュー
ロンの識別 
 NeuN 免疫反応性は、特に細胞核において、
明確に細胞の周りに観察された。対照的に不
規則な細胞では、免疫反応を示さなかった。
それゆえ、本研究では明確に丸い細胞はニュ
ーロンであると考えられ、他の不規則な細胞
を解析から除去した（A）。すべての IB4 陽性
細胞は明らかに丸い細胞であり、これは丸い
細胞がニューロンであることを支持した（B）。 
 
 
 



③カプサイシン誘発電流に対するETsの効果 

 カルシウムフリーの溶液において、30nM カ
プサイシンは、良い再現性で、カプサイシン
過敏性ニューロンで内向き電流を誘発した
（A）。最大の比率は 1.15 で、2回目の薬物投
与で 1.20 を超えると、カプサイシン誘発性
電流はその薬物によって拡大されたと判断
した。50nM の ET-1 は、カプサイシン誘導性
電流を拡大したが、ET-3 では認められなかっ
た。ETAアンタゴニストの BQ-123 や PKC 阻害
剤のチェレルスリンを ET-1 と投与すると、
ET-1 はカプサイシンによって誘発された電
流を増大させることはできなくなった。しか
し、ET-1 を ETBアンタゴニストである BQ-788
と投与すると、ET-1 はカプサイシン誘発性電
流を増大した。さらには PKC の活性剤である
PMA はカプサイシン誘発性電流を増大させた。 
 
④ET-1 誘導性 Ca 流動 

 ETsが三叉神経節内において細胞内Caイオ
ンの流動を引き起こしているかどうかを調
査するため、カルシウムイメージングを使用
した。50nM の ET-1 と ET-3 は三叉神経節ニュ
ーロンにおいて Ca イオンを 25％以上も上昇
させ（A）、ET-1 と ET-3 によって誘発される
Ca イオンのピークの反応は、同程度の平均値

を示した。BQ-788 の存在下にて、ET-1 はカ
ルシウム反応を引き起こすことができなか
ったが、BQ-123 の存在下ではカルシウム反応
を引き起こすことができた。ET-1 誘発性 Ca
イオン反応は、用量依存性であった（B）。IB4
陽性反応と陰性反応のニューロン間やカプ
サイシン過敏性か非過敏性なニューロン間
において、Caイオン反応の用量依存性には違
いがなかった。ET-1 に対する Ca イオンの反
応は 10nM 以上、ET-3 では 50nM 以上で、反応
した細胞分布はIB4陰性細胞やカプサイシン
非過敏性細胞の方がそうでない細胞と比べ
高かった。カプサイシン過敏性と非過敏性ニ
ューロン間の ET-1 誘発性 Caイオン反応の違
いは顕著であったが、IB4 陽性と陰性ニュー
ロンではそうではなかった。ET-1 による Ca
イオンの上昇は Ca フリーの溶液中でも観察
された。 
 
【結論】 
 
①ETA活性化は、PKC 起動を通して TRPV1 の過
敏化に繋がり、ETBの活性化は Ca イオンの
流動に繋がり、これらの反応は三叉神経節
ニューロンの異なるサブセットで生じる。 
 
②これらの ET-1 誘発性ニューロン反応は、
おそらくは、口腔顔面領域の炎症性、神経
因性、ガン性疼痛に関与する。 
 
③三叉神経節ニューロンにおける ETB介在性
機能は三叉神経系における特徴である。 
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