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研究成果の概要（和文）：一次知覚神経のCav3.2 T型カルシウムチャネル（Tチャネル）は、体性痛、内臓痛、
神経障害性疼痛などの痛みの発症に寄与することが知られている。本研究では始めに、種々の疼痛モデルを用い
て、新規Tチャネル阻害薬RQ-00311651の鎮痛効果を検討し、この化合物が中枢抑制作用の少ない経口投与可能な
鎮痛薬となりうることを報告した。また、我々が以前に報告している第5腰神経切断誘起神経障害性疼痛ラット
における一次知覚神経のCav3.2発現増加に、転写因子Egr-1および脱ユビキチン化酵素USP5の発現増加を介した
Cav3.2の転写促進およびプロテアソーム分解抑制が関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cav3.2 T-type calcium channels (T-channels) expressed in primary sensory 
neurons have been known to contribute to development of various intractable pain, including somatic,
 visceral and neuropathic pain. In the present study, we first examined analgesic effects of 
RQ-00311651, a novel T-channel blocker, in various pain model animals, and have reported that the 
compound may serve as an orally available analgesic for treatment of neuropathic and visceral pain 
with minimum central side effects. We also examined the mechanism of Cav3.2 upregulation in primary 
sensory neurons in a neuropathic pain model induced by L5 spinal nerve cutting, which we have 
reported previously, and have shown that increase in expression of Egr-1, a transcription factor, 
and USP5, a deubiquitinating enzyme, enhances transcription of Cav3.2 and suppresses proteasomal 
degradation of Cav3.2, respectively, leading to upregulation and maintenance of Cav3.2 expression in
 primary sensory neurons after nerve injury.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 静止膜電位付近で活性化されるT型電位依
存性 Ca2+チャネル（Tチャネル）の 3つのサ
ブタイプのうち、Cav3.2は鈍い痛みを伝える
知覚神経 C線維に豊富に発現し、疼痛の発症
に中心的な役割を担っていることから、新た
な疼痛治療薬開発のターゲット分子として
注目されている。我々は神経損傷による神経
障害性疼痛モデルでは知覚神経のCav3.2発現
が増加しており、これが疼痛の発症・維持に
寄与することを報告している 1)。また他のグ
ループにより、Cav3.2の転写は転写調節因子
の Egr-1 および REST によりそれぞれ促進的
および抑制的に調節されていることが報告
されている 2)。さらに我々は Cav3.2のチャネ
ル機能が cyclic AMP（cAMP）/protein kinase A
（PKA）系によりリン酸化され、促進的調節
を受けることを報告している 3)。カルシニュ
ーリン（CaN）は Ca2+/カルモジュリンにより
活性化される Ser/Thr 脱リン酸化酵素で、転
写因子の活性化 T 細胞核内因子（NFAT）の
活性化を介して様々なタンパクの転写調節
に関与する他、数種のイオンチャネルを直接
脱リン酸化することでその機能を調節して
いる。CaN/NFAT 系の活性化が Egr-1 発現誘
導に関与するとの報告もあることから  4)、
CaNはCav3.2の発現増加および脱リン酸化に
よるチャネル機能制御に関与する可能性が
考えられる。また、Cav3.2から流入した Ca2+

が CaN 活性化に関与する可能性も考えられ、
疼痛の発症・維持における Cav3.2 と CaN の
クロストークの関与は興味深い。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、神経障害性疼痛発症に伴
うCav3.2のチャネル機能および発現レベル変
化の分子メカニズムを解明するため、CaNに
よるチャネルの脱リン酸化あるいは NFAT系
を介した転写レベルでのチャネル調節、
Cav3.2によるCaN活性化などが実際に疼痛発
症に関与する可能性を、細胞・組織・動物レ
ベルにおいて、電気生理学的、生化学的、形
態学的、薬理学的および動物行動学的手法を
駆使して明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) Cav3.2リン酸化レベルの検討 
 Cav3.2 を自然に発現している神経前駆様
NG108-15 細胞を用いて、Cav3.2 を免疫沈降
法により回収し、そのリン酸化レベルを
Western blot（WB）法により検討した。CaN
による脱リン酸化の有無は、Cav3.2リン酸化
レベルを増加させる膜透過性 cAMP アナロ
グの dibutyryl cAMP（db-cAMP）刺激 3)に対
する CaN 阻害薬 FK506 の影響を観察するこ
とで検討した。 
 
(2) Cav3.2の Tチャネル電流（T電流）測定 
 Whole cell patch-clamp法により Ca2+チャネ
ル電流を測定した。T チャネル電流は保持電

位-80 mVから刺激電位-20 mVを 200 ms与え
たときの最大電流から刺激開始から 150 ms
後の電流を差し引いた値として算出した。 
 
(3) 疼痛モデル動物の作製 
 神経障害性疼痛モデルは、麻酔条件下、ラ
ットの第 5 腰神経の切断（L5 spinal nerve 
cutting、L5SNC）処置により作製した。 
 
(4) 痛覚閾値の測定 
 ラットの処置側足底において、von Freyフ
ィラメントを用いた up-down 法および paw 
pressure 法により機械的痛覚閾値を測定した。 
 
(5) 一次知覚神経のタンパク発現量 
 後肢へ入力する一次知覚神経の細胞体が
存在する L4～L6レベルの後根神経節（DRG）
を摘出し、その組織溶解液中のタンパク発現
量をWB法により検討した。 
 
(6) DRGの Egr-1および USP5発現抑制 
 麻酔条件下でラット髄腔内に挿入したカ
ニューレから Egr-1 あるいは USP5 を標的と
したアンチセンスオリゴデオキシヌクレオ
チド（AS-ODN）を髄腔内投与することで標
的タンパクの発現を減少させた。 
 
４．研究成果 
(1) NG108-15細胞におけるCav3.2の Tチャネ
ル電流およびリン酸化レベルにおよぼす
CaN阻害薬 FK506の影響 
 NG108-15 細胞における T チャネル電流は
db-cAMP 刺激により明らかに増強されたが、
CaN 阻害薬 FK506 は増強効果を示さなかっ
た。また、この細胞の Cav3.2リン酸化レベル
も FK506 で増加せず、さらに、db-cAMP に
より増加したリン酸化レベルに対しても
FK506 は無効であった。これらの結果から、
Cav3.2のチャネル機能調節にはCaNによる脱
リン酸化の関与はないことが示唆された。 
 
(2) 第 5 腰神経切断（L5SNC）誘起神経障害
性疼痛モデルラットの DRG における Cav3.2
発現誘導への CaNの関与 
 先の結果から、Cav3.2のチャネル機能調節
に CaN の脱リン酸化の関与はないことがわ
かったことから、次に DRG における Cav3.2
発現増加が疼痛の発症・維持に関与している
ことを報告している L5SNC 誘起神経障害性
疼痛モデルラットを用いてCav3.2発現誘導に
おける CaN の関与を検討した。始めに、
L5SNC 処置ラットの痛覚過敏/アロディニア
の発症にTチャネルが関与していることを再
確認するために、痛覚閾値低下が最大に達し
て持続する L5SNC処置 14日後において（図
1A）、新規 T チャネル阻害薬 RQ-00311651
（RQ）の効果を検討したところ、RQは 5お
よび 10 mg/kg の腹腔内投与（i.p.）で paw 
pressure法、von Frey法いずれの測定方法で検
討した場合も有意な鎮痛効果を示した（図 1B, 



C）（発表論文①参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 第 5 腰神経切断（L5SNC）誘起神経障害性疼痛
モデルラットの痛覚閾値の経時的変化（A）および
L5SNC処置 14日後の痛覚過敏/アロディニアに対する
新規 Tチャネル阻害薬 RQ-00311651（RQ）の鎮痛効果
（B、C）．データは 4-8例の平均値  標準誤差で示し
ている。* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 vs. Sham, † 
P<0.05, †† P<0.01 vs. Vehicle in L5SNC. 
 
次に、L5SNCにより有意に痛覚閾値が低下し
始める処置 6日後（Day 6、神経障害性疼痛発
症初期）と安定して痛覚閾値が低下する処置
14日後（Day 14、神経障害性疼痛維持期）の
ラットから処置側の L4、L5、L6レベル DRG
を摘出し、Cav3.2、CaN、Egr-1、REST、およ
びCav3.2のプロテアソーム分解を阻害してチ
ャネルの細胞膜発現量を増加させることが
報告されている脱ユビキチン化酵素 USP5 5)

のタンパク発現量を検討したところ、Day 6
の DRGでは切断した L5ではなく L4レベル
において Cav3.2および Egr-1の有意な増加が
見られたが（図 2A）、CaN、REST、USP5 の
発現量はShamとL5SNC処置ラット間で差は
認められなかった。また、Day 14の L4-DRG
では Cav3.2 と Egr-1 に加え、USP5 の発現レ
ベルも L5SNC群で有意に増加していたが（図
2B）、REST と CaN の発現レベルは Sham 群
と同程度であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 L5SNC 処置 6 日後（神経障害性疼痛発症初期）
（A）および 14日後（神経障害性疼痛維持期）（B）の
ラットから摘出した L4～L6 レベル DRG における
Cav3.2、Egr-1および USP5発現量．データは 4-5例の
平均値  標準誤差で示している。* P<0.05, ** P<0.01 
vs. Sham. 
 

(3) L5SNC処置による L4-DRGの Cav3.2発現
誘導への Egr-1および USP5の関与 
 ラットの L5SNC 処置により L4-DRG で見
られる Cav3.2 発現増加に Egr-1 および USP5
が関与する可能性を検討するため、Egr-1 あ
るいはUSP5に対するAS-ODNを髄腔内投与
（i.t.）し、DRGにおけるこれらタンパクの発
現抑制の効果を検討した。神経障害性疼痛発
症初期に当たる Day 6-9では、Egr-1-AS-ODN
投与により L5SNC で低下した痛覚閾値が
Sham 群と同レベルまで上昇し明らかな鎮痛
効果がみられたが、USP5-AS-ODN の投与で
はこのような鎮痛効果は見られなかった。ま
た、DRGの Cav3.2発現量も Egr-1-AS-ODN投
与で有意に減少したが、USP5-AS-ODN では
減少しなかった。一方、神経障害性疼痛維持
期の Day 11-14に AS-ODNを投与した場合は、
Egr-1、USP5 いずれの発現抑制によっても明
らかな鎮痛効果がみられ、また、L4-DRG の
Cav3.2 発現量も Egr-1、USP5 いずれの
AS-OND投与によっても有意な減少が認めら
れた。 
 
(4) まとめ 
 以上の結果より、本研究課題において予想
していたCav3.2 T型Ca2+チャネルとCaNのク
ロストークはほとんどないことが示唆され
た。一方、神経損傷により誘起される神経障
害性疼痛の発症・維持に大きな寄与が示され
ている一次知覚神経の Cav3.2 発現誘導には、
転写促進因子 Egr-1 および脱ユビキチン酵素
USP5 の発現増加による転写促進およびプロ
テアソーム分解抑制がそれぞれ関与するこ
とが示唆された。また、Egr-1 は神経障害性
疼痛発症および維持どちらにも寄与するの
に対して、USP5 は疼痛の発症ではなく維持
に寄与する可能性が示唆された（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 L5SNC 誘起神経障害性疼痛モデルラットの
L4-DRGにおける Cav3.2発現誘導メカニズム． 
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