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研究成果の概要（和文）：冷痛覚過敏はオキサリプラチン等の抗がん薬を使用する患者において高頻度で発現す
るが、未だ有効な治療手段は確立されていない。我々は33℃以上の温度刺激により活性化するTRPV3チャネルの
機能獲得型変異を有するラットにおいて侵害的な冷刺激に対する痛覚行動が亢進していることを見出した。
TRPV3は一次感覚神経において、主に痛みを伝達する神経細胞に発現していることが明らかとなった。また、
TRPV3チャネルは冷感受性に重要なTRPA1チャネルとの相互作用を介して冷痛覚に関与する可能性が示唆された。
TRPV3の機能解析は冷痛覚の分子メカニズムの理解及び新規治療標的の同定に繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Cold hyperalgesia occurs frequently in patients using anticancer drugs such 
as oxaliplatin, but effective therapeutic strategy remains to be established. The response to 
noxious cold stimuli was increased in a gain-of-function mutant rat of TRPV3 gene which is involved 
in the warm sensation. TRPV3 was expressed in the primary sensory neuron that especially transmits 
pain sensation. It was suggested that TRPV3 channel may be involved in cold pain through the 
interaction with TRPA1 channel, which is important for cold sensitivity. Functional analysis of 
TRPV3 may help the understanding of the molecular mechanism and provide a novel target for 
medication of cold pain.

研究分野： 実験動物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 冷痛覚過敏は、オキサリプラチン等の抗
がん薬の使用による末梢神経障害を呈する
患者において非常に高頻度で発現し、患者の
苦痛につながるのみでなく、がん治療薬の変
更や減量を与儀なくする用量規定毒性とし
てがん治療そのものの成績に影響している。
しかしながら、冷刺激を検出して痛みを生じ
させる細胞基盤や分子メカニズム自体に不
明な点が多い。さらに、病的な冷痛覚過敏の
発症メカニズムに至ってはほとんど明らか
になっておらず、冷痛覚過敏に有効な治療手
段は全く確立されていないのが現状である。 
 
(2) 温度感覚において近年、transient 
receptor potential（TRP）チャネルが注目
を浴びており、侵害的な冷刺激の受容におい
て TRPA1 や TRPM8 の関与が現在までに明らか
にされているが、これらの受容体のみでは冷
痛覚全てを説明しきれないことが明らかに
なっている。TRPV3 は 33℃以上の温度刺激や
オレガノ等の様々な天然物によって活性化
され、痛みを伴わない温かい感覚を伝えると
考えられている一方で、TRPV3 のノックアウ
トマウスは侵害的な高温刺激への反応に欠
陥を示すことが報告されている。また、ヒト
では乳房痛患者において皮膚角質細胞での
発現増加が報告されており、痛覚過敏への関
与が示唆されている。しかしながら、TRPV3
に特異的に作用する薬物はアゴニスト及び
アンタゴニスト共に利用できないため、
TRPV3 の詳細な生理学的機能の解析はあまり
進んでいない。さらに、TRPV3 は皮膚角質細
胞において一貫して高い発現が認められて
いるが、感覚刺激を検出し、中枢へと伝達す
る一次感覚神経における発現の有無につい
ては報告により異なっている。すなわち、
TRPV3 は痛覚過敏に関与する可能性が示唆さ
れているが、その分子・細胞基盤の理解に必
須となるTRPV3の発現や機能に関する基本情
報が不足している。 
 
(3) 我々は TRPV3チャネルのカルシウム透過
性が亢進する遺伝子変異を有するラット
（WBN/Kob-Ht）において、侵害性の冷刺激に
よる痛みが亢進していることを見出した。
TRPV3 の代表的なアゴニストであるカンフル
は冷感を誘発することが知られている。一方、
TRPV3 のノックアウト研究では痛みを伴わな
い涼しい温度（15℃以上）の感受性は野生型
マウスと同様であったが、それより低い温度
への感受性は調べられていない。TRPV3 チャ
ネルの温度感受性を電気生理学的に検討し
た一連の研究においても 15℃より低い温度
では全く調べられていない。すなわち、TRPV3
チャネルの冷痛覚における関与は全く検討
されていない。TRPV3 に特異的なアゴニスト
及びアンタゴニストが利用できないことが
TRPV3 の機能解析を困難にしていることから、
我々はTRPV3の遺伝子変異を有するラットを

利用することで、TRPV3 の冷痛覚への役割を
検討することが可能になるのではないかと
考えに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では冷痛覚受容におけるTRPV3チャ

ネルの役割及びTRPV3発現細胞の性質を網羅
的に解析することで、冷痛覚過敏に対する新
規の治療標的の同定を目指した。以下の項目
を中心に解析を進めた。 
 

1) TRPV3 チャネルの発現解析 
一次感覚神経には主に痛みを伝達する神

経細胞と、触覚を伝達する神経細胞が混在し
ているが、TRPV3 チャネルがどの種の神経細
胞に発現しているかは明らかになっていな
い。TRPV3 陽性神経の性質を明らかにするこ
とは、チャネルと冷痛覚との関連性を解析す
る上で必要不可欠である。従って、TRPV3 を
発現する一次感覚神経の分布ならびに特性
を明らかにする。 
 
2) 冷痛覚における TRPV3 チャネルの行動学
的評価 
 冷感覚受容におけるTRPV3チャネルの役割
を多角的に検討する。TRPV3 の機能を特異的
に促進または阻害する薬物が無いため、
TRPV3 遺伝子の機能獲得型変異を持つ
WBN/Kob-Ht ラットを利用して、冷痛覚におけ
る TRPV3 の関与を行動学的に評価する。 
 
3) TRPV3 チャネルと冷感受性 TRPチャネルと
の相互作用の検討 
 TRP チャネルは四量体で機能的なチャネル
を形成する。実際に、TRPV3 チャネルは TRPV1
チャネルとヘテロチャネルを形成し、元のチ
ャネルとは異なる温度感受性をもつように
なることが報告されている。TRPV3 は同様に
冷刺激を受容するTRPA1チャネルとヘテロ四
量体を形成することで、冷刺激の受容に寄与
する可能性も考えられる。TRPA1 チャネル機
能に対するTRPV3チャネルの影響を行動学的
に評価する。 
 

３．研究の方法 
(1) 実験動物 
 動物実験は日本医科大学の動物実験委員
会の承認を得て実施した（承認番号；26-029、 
27-037）。全ての実験に雄性ラットを使用し
た。発現解析には Wistar ラットを、行動解
析及び薬物投与にはTRPV3遺伝子の変異をホ
モ型に持つ WBN/Kob-Ht ラットと対照群とし
て変異を持たない野生型のWBN/Kobラットを
用いた。神経障害性疼痛モデルの作製には
Sprague–Dawley ラットを用いた。全ての処置
はイソフルランの吸入による麻酔下で実施
した。 
 
(2) RT-PCR 
ラットの後根神経節、脊髄、脳、皮膚、結



腸、膵臓、筋肉等の組織から RNAiso plus を
用いて total RNA を抽出した。Oligo dT プ
ライマーを用いて逆転写し、TRPV3 遺伝子に
特異的なプライマーを用いて PCR を行った。
PCR 産物は 1％アガロースゲルを用いて電気
泳動により分離した。 
 
(3) ウェスタンブロッティング 
 後根神経節及び皮膚のタンパクを SDS-ポ
リアクリルアミドゲルを用いて電気泳動に
より分離し、PVDF メンブレンに転写した。メ
ンブレンは TRPV3 に対する抗体と反応させ、
HRP 標識の 2次抗体により検出した。 
 
(4) 免疫染色 
 ラットを深麻酔下で 4％パラホルムアルデ
ヒドの心臓灌流により組織を固定し、後根神
経節の凍結切片（10μm）を作製した。切片
は TRPV3 に対する抗体と反応させ、蛍光標識
の 2次抗体により可視化した。 
 
(5) 行動解析 
機械刺激に対する痛覚行動は von Frey テ

ストを用いて測定した。温度刺激に対する疼
痛行動は、後肢足底に対してプランターテス
ト、ホットプレートテスト（42-48℃）、コー
ルドプレートテスト（0℃）を用いて、尾に
対してはテイルフリックテスト（プランター
テスト）、テイルイマージョンテスト
（42-48℃の湯または冷却したアセトン）を
用いて測定した。 
 
(6) 神経障害性疼痛モデルの作製 
 脊髄神経結紮モデルは、左側の第 5腰髄神
経を 1 mm の間隔で 2 箇所完全結紮して作製
した。絞扼性神経損傷モデルは、左側の坐骨
神経を 1 mm の間隔で 4 箇所を緩く結紮して
作製した。いずれも右側を無処置の対照とし
た。処置の 0、3、7、14 日後の機械的刺激ま
たは熱刺激及び冷刺激に対する痛覚行動の
発現を確認した。 
 
(7) 定量的 PCR 
 神経障害性疼痛モデルの後根神経節より
total RNA を抽出し、ランダムプライマーを
用いて逆転写を行った。TRPV3 遺伝子に特異
的なプライマーを用いて TRPV3 の mRNA 発現
を SYBR Green 法により定量した。 
 
(8) TRPA1 アゴニストの投与 
 TRPA1 アゴニストであるマスタードオイル
をラットの後肢足底に投与し、自発痛として
投与直後に足を持ち上げる回数を5分間測定
し、投与の 30 分後に von Frey テストを、45
分後にプランターテストを行った。 
 
４．研究成果 
(1) TRPV3 チャネルの発現解析 
RT-PCR 法により、TRPV3 mRNA は後根神経

節、脊髄後角及び脳の各部位において検出さ

れた。また、過去の論文と一致して結腸や皮
膚組織において高い発現が認められた。ウェ
スタンブロッティングにより、後根神経節に
おけるTRPV3の発現をタンパクレベルで確認
した。また、免疫染色の結果から TRPV3 は後
根神経節において主に小型から中型の細胞
に発現していることが明らかになった。 
 

(2) TRPV3 遺伝子変異による痛覚への影響 
WBN/Kob-Ht ラットは機械刺激に対する痛

覚閾値は野生型ラットと同等であった。侵害
的な熱刺激に対しては、ホットプレートテス
ト及びテイルイマージョンテストにおいて
WBN/Kob-Ht ラットの痛覚閾値が有意に減少
した。プランターテストを用いた熱刺激では
足底と尾の両方で野生型ラットと同等の閾
値を示した。コールドプレートテスト及びテ
イルイマージョンテストを用いた侵害的な
冷刺激に対しては、WBN/Kob-Ht ラットにおい
て痛覚行動が亢進した。 
 
(3) 神経傷害下における TRPV3 発現の変化 
脊髄神経結紮モデルにおいて、神経傷害の

14日後の後根神経節におけるTRPV3発現は増
加傾向にあったが顕著な変化では無かった。
絞扼性神経損傷モデルでは、冷痛覚過敏を発
症したが、傷害後のいずれの時期にも有意な
発現変化は認められなかった。 
 
(4) 温度感受性TRPチャネルとの相互作用の
解析 
TRPA1 チャネルのアゴニストであるマスタ

ードオイルの投与直後に自発痛は観察され
なかったが、投与 30 分後の機械的刺激に対
する痛覚閾値が WBN/Kob-Ht ラットにおいて
有意に減少した。一方、熱刺激に対する痛覚
閾値は野生型と同等であった。 
 
(5) 今後の展望 
 TRPV3 チャネルが一次感覚神経において
mRNA 及びタンパクレベルで発現し、主に小型
から中型の痛みを伝達する神経細胞に発現
していることが明らかとなった。このことは、
TRPV3 チャネルは末梢の皮膚において温かい
温度刺激を受容するだけなく、一次感覚神経
において痛みの伝達にも関与する可能性も
示唆している。 
 TRPV3 チャネルの機能獲得型の遺伝子変異
を有するラットにおいて、熱刺激に対してだ
けでなく冷刺激に対する痛覚行動が亢進し
ていたことからTRPV3チャネルの冷痛覚過敏
への関与が示唆された。冷痛覚を引き起こす
神経障害性疼痛モデルにおいてTRPV3の顕著
な発現変化は認められなかったが、mRNA やタ
ンパクの合成や分解には影響せずに、チャネ
ルの細胞内分布や活性が変化している可能
性が考えられるため、今後さらに詳細な解析
が必要である。 
 また、TRPV3 チャネルの遺伝子変異ラット
を用いた実験により、TRPV3 チャネルの機能



亢進はTRPA1チャネルの機能に影響を与える
ことが示され、TRPV3 は冷感受性に重要な
TRPA1 チャネルとの相互作用を介して冷痛覚
過敏に関与する可能性が示唆された。このよ
うな遺伝子変異を有するラットを用いるこ
とで、TRPV3 チャネルに特異的な薬物が利用
できない研究手法上の欠点を補うことが可
能であると考える。冷痛覚における TRPV3 チ
ャネルの役割を包括的に検討することは、新
たな視点からの冷痛覚過敏の分子メカニズ
ムの理解に役立つと期待される。 
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