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研究成果の概要（和文）：私達はこれまでに、歯髄炎によってラットの視床におけるニューロンとグリア細胞間に相互
作用がみられることを報告したが、その詳細はあまり解析されていない。
本研究では、分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼであるp38MAPKがラットの視床におけるニューロンとグリア細胞
間の相互作用に関与していることを示唆した。具体的には、露髄後の72時間までニューロン等に発現するp38MAPKとア
ストロサイトに発現するGFAPの免疫応答発現が上昇し、また、MAPK 13とMAPK 14のmRNA発現も上昇することを解析した
。

研究成果の概要（英文）：We have recently reported that the signal of pulp injury induces both neuronal 
and glial cell activation in the contralateral thalamus in rats, although the
mechanisms of the glial cell/neuronal interaction remain unclear. This study was undertaken to test our 
hypothesis that p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling pathways are involved in the pulp 
injury-induced glial cell/neuronal interaction in the thalamus.The area immunopositive to phospho-p38 
MAPK increased until 72 hours after pulp exposure in both local anesthetic-pretreated and 
saline-pretreated animals. The density of glial fibrillary acidic protein-expressing astrocytes showed a 
significant increase only in the saline-pretreated animals. Expression levels of MAPK 13 and MAPK 14 
mRNAs increased at 24 hours and still higher at 72 hours in the saline-pretreated animals.

研究分野：歯内療法学
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１．研究開始当初の背景 
歯の硬組織の切削に伴い歯髄細胞や歯髄神
経にさまざまな組織学的、免疫組織化学的、
機能学的変化が生じていることが報告され
ている（Westenbroek et al. J Neurosci Res 
75(3):371-383,2004）。また、正常なヒトの三
叉神経領域の痛みに関する最近の研究では、
侵害性熱刺激に対する中枢神経の活動につ
いて fMRI を使用した投射経路の解析報告
がなされ（DaSilva et al., JNeurosci 22(18): 
8183- 92, 2002.）、痛み情報処理の中枢機構
に関する“痛みの弁別的様相”の研究と、“痛
みの情動的様相”の解析が行われてきた
（Treede et al., Pain 79:105-111 1999）。 
特に米国においては「痛み研究 10 年」計画
により、多数の新知見が発表された。 
しかし、歯髄炎の病態と関係させた痛みの中
枢機構を主題とした研究は少ない。実験的歯
髄炎に伴う中枢神経系内の歯髄駆動ニュー
ロン及びミクログリアやアストロサイトの
相互作用を遺伝子発現解析で行ったものは、
最近の申請者のグループの報告以外に無く
（Kaneko M et al., Brain Res； 2011, 
Kawamura et al., J Dent Res, 2010; 
Chokechanachaisakul et al., J Endod, 
2010; Kaneko et al., J Endod, 2010; 
Sunakawa M et al., J Dent Res, 2008 等）、
歯髄疾患に伴う痛みの中枢細胞間の相互作
用については十分に解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、臨床において通常の歯科的治療
法では完治しない歯髄疾患に伴うこれらの
「難治性の痛み」に着目して、病態神経科学
的機構を解明する「実験的歯髄炎に伴う末梢
組織内および中枢神経系内の動態に対する
生理学的・免疫組織学的・遺伝子発現解析に
よる歯科基礎医学的研究」と「歯髄疾患に伴
う難治性疼痛の臨床歯科医学的研究」を有機
的に融合させて、双方を包括的に実施するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 基礎歯科医学的研究：「実験的歯髄炎に
伴う末梢組織内および中枢神経系内の動態
に対する生理学的・免疫組織学的・遺伝子発
現解析による基礎的研究」について。 
実験動物として pentobarbital sodium にて
麻酔した SD 系ラット等を用いて、マスター
ドオイル（MO）を歯髄に適用させ実験的歯髄
炎を誘発し、以下について検索する。 
①  歯髄神経の興奮に伴い中枢性感作が生 
ずる可能性を詳細に検索するため、興奮性ア
ミノ酸 Glutamate の受容体 NMDAR サブユニ
ットの生理学的解析と mRNA 発現動態を解析
する。 
②  同時に、アストロサイトに特異的に発現 
する GFAP の mRNA 発現、ミクログリアの活
性化については中枢性疼痛処理機構と特に
関係があるとされている p38MAPK、P2X4 受容

体、IBA-1 等の mRNA 発現を検索し、グリア
細胞の活性化を解析する。さらに各種修飾因
子の影響や細胞機能の活性化状態を解析す
るために免疫組織化学的手法を用いる。 
 
(2) 臨床歯科医学的研究：「歯髄疾患に伴う
難治性疼痛の臨床的研究」について。 
東京医科歯科大学歯学部付属病院・むし歯外
来を受診した患者で、広義の歯髄疾患を有す
る者を研究対象とする。本研究の主旨を理解
してインフォームドコンセントの得られた
患者に対して、以下の方法を用いて原因疾患
の臨床検査医学的並びに疼痛について定量
的解析を行う。 
①歯髄疾患の治療前に Visual Analog 
Scale(VAS)により疼痛程度を調査し、その疼
痛について Short Form McGill 疼痛質問表
(SF-MPQ)の回答を求め、患者が訴えている痛
みの性状をその言語による表現形として捕
らえる。同時にその疼痛に対する患者自身の
心理学的な苦悩の程度を臨床心理学的に捕
らえる。 
③  保存が不可能な歯については、歯周組織 
局所での疼痛関連遺伝子発現について解析
を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 薬物投与による歯髄駆動ニューロン
（TPDNs）のスパイク応答性の変化 
歯髄電気刺激に対してスパイク応答を示し
た歯髄駆動ニューロンの局在部位を、 
Paxinos and Watson の”The rat brain in 
stereotaxic coordinates”を参照しつつ組
織学的に同定した結果、いずれも内側視床核
群の内側背側(MD)核内に記録部位が存在し
ていた。ミネラルオイル(MI)歯髄適用による
TPDNs の応答性は, MI 適用前 15 分間 5 分毎
の TPDNsのスパイク応答(コントロール)と比
較し、統計学的に有意な変化がみられなかっ
た(Ｗilcoxon test)。 そこで、 MI 群の TPDNs
のスパイク応答を基線応答とした。 MO によ
る歯髄化学的条件刺激により(MO 群 , 
MO-MK801 群)、TPDNs のスパイク応答性は基
線応答と比較し、有意に増大した(P<0.05, 
Mann-Whitney U-test)。  また、MO 群、 
MO-MK801群について各測定時点毎のTPDNsス
パイク応答を基線応答と比較したところ、 
MO-MK801 群では, MD 核への MK-801 微小投与
により、スパイク応答が有意に減弱した
(P<0.05, Mann-Whitney U-test)。 
 
(2)  RT-PCR 分析による NMDARmRNA 発現様式
の解析 
MO 群では、MO 適用 10 分後において、MO 非適
用群と比較してNMDAR-2AおよびNMDAR-2D の
mRNA の発現増強が認められた。MO-MK801 群
では、MD 核内 MK-801 微小投与 2 分後(MO 適
用 12 分後)において、MO 群の MO 適用 10分後
と比較して、NMDAR-2A および NMDAR-2D mRNA
の発現の減少が認められた。 



(3) Real-time PCR による遺伝子学的解析Ⅰ 
ミクログリアの活性化関連遺伝子である
Allograft inflammatory factor 1 (Aif1)、
interferon regulatory factor 5(IRF5)と、
アストロサイトの活性化関連遺伝子である
Signal Tranducer and Activator of 
Transcription 3(STAT3) 、 glucose 
transporter 1(GLUT1)の定量的 mRNA 発現解
析を行った。 
MO 適応 10 分後では、Aif1、IRF5 mRNA の発
現量は、正常群に比べて有意に増加した
（P<0.05）。また、MO適応30分後では、STAT3、
GLUT1 mRNA の発現量が、正常群に比べて有意
な増加を示した（P<0.05）。 
 
(4) 免疫組織学的解析Ⅰと Real-time PCR
による遺伝子学的解析Ⅱ 
活性化ミクログリアのマーカーの一つであ
る OX6(抗クラスⅡMHC)を用いた免疫組織化
学的解析を行うとともに、グリア細胞活性化
関連遺伝子である Itgam (CD11b)、抗原提示
細胞関連遺伝子である CD86 の定量的 mRNA 発
現解析を行った。 
免疫組織学的解析Ⅰ：72 時間後まで、実験群、
コントロール群ともに、正常群に比べて OX6
陽性ミクログリアの密度は増加した
（P<0.05）。各観察期間とも、実験群の方が
コントロール群に比べてOX6陽性ミクログリ
アの密度は有意に大きかった（P<0.05）。 
遺伝子学的解析Ⅱ：72 時間後まで、Itgam、
CD86 mRNA の発現量は、実験群、コントロー
ル群ともに、正常群に比べて増加した
（P<0.05）。各観察期間とも、実験群の方が
コントロール群に比べて Itgam、CD86 mRNA
の発現量は有意に大きかった（P<0.05）。 
 
(5) 免疫組織学的解析Ⅱと Real-time PCR
による遺伝子学的解析Ⅲ 
ラットの視床におけるニューロンとグリア
細胞間の相互作用を、分裂促進因子活性化タ
ンパク質キナーゼである p38MAPK に注目し、
解析を行った。その結果、露髄後の 72 時間
までニューロン等に発現するp38MAPKとアス
トロサイトに発現する GFAP の免疫応答発現
が上昇し、また、MAPK 13 と MAPK 14 の mRNA
発現も上昇することを解析した。 
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