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研究成果の概要（和文）： 痛みの発生に重要なタンパク質であるバニロイド受容体チャネルは、

カプサイシンに加えてマスタードオイルやメチルサリチル酸などにも反応すること、さらに外

液 Na+イオンがチャネル開口を制御していることを明らかにした。また、炎症により放出され

るヒスタミンや 5-ヒドロキシトリプタミンは、それぞれの受容体に作用して痛みを増悪させる

こと、高炭酸暴露による鎮痛作用にはアデノシンが関与していることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： We found that vanilloid receptor (TRPV1) channels, being key 
proteins for pain generation, were activated by mustard oil or methylsalicylate in addition 
to a vanilloid compound such as capsaicin and that the opening of the channels was 
controlled by extracellular Na+ ions. It was demonstrated that histamine and 5-hydroxy- 
tryptamine, which were released at inflammation sites, augmented pain due to TRPV1 
channel activation through respective receptors for these amines, and that adenosine 
release was associated with the analgesic action in response to hypercapnia. 
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１．研究開始当初の背景 

痛覚刺激は背根神経節細胞の一次知覚神

経線維に活動電位を発生させ、脊髄シナプス

において痛みの伝達物質であるサブスタン

スＰ放出などを介して2次知覚神経に伝達さ

れる。近年、ラット一次知覚神経において唐

辛子の辛味成分であるカプサイシンにより

活性化されるバニロイド受容体遺伝子がク
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ローニングされ、これが炎症性疼痛と熱性疼

痛に関与することが示された。我々は、ブタ

のバニロイド受容体（TRPV1: Transient 

Receptor Potential V1）遺伝子をクローニ

ングし、これを発現させ、TRPV1チャネルの

機能を解析した（Biochem Pharmacol, 2005）。

さらに新生仔ラット摘出脊髄標本を用いて、

鎮痛薬や発痛物質のin vitro評価が可能で

あることを示した（Dev Brain Res,2005; 

Neurosci, 2006）。また、実験動物の安楽死

に多用される炭酸ガス暴露は、摘出脊髄では

アデノシンを放出し、このアデノシンが麻酔

作用を示すことを世界で始めて明らかにし

た(J Physiol, 2006)。動物の疼痛管理は、

獣医療のみならず動物愛護の観点からも非

常に重要であるが、動物の痛みを客観的に評

価できる方法は少なく、動物の疼痛管理に関

する科学的基盤は極めて脆弱である。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、電気生理学的手法、Ca 画

像解析法と受容体蛋白遺伝子のクローニン

グ技術を組み合わせ、脊髄における痛覚発生

機序と痛覚過敏と抑制機構の分子基盤を明

らかにし、次いで、知覚神経培養細胞のバニ

ロイド受容体反応と TRPV1発現細胞の反応を

比較することにより、疼痛を客観的かつ簡便

に評価できる実験系を開発することである。 

 

３．研究の方法 

(1) マウスと新生仔ラットを安楽死後、背

根神経節細胞（DGR）をコラーゲナーゼ処理

して分離後、培養して実験に供した。また、

ブタ、ラットもしくはヒトTRPV1遺伝子をヒ

ト胎児腎臓培養細胞（HEK293）に導入、発

現させて実験に供した。発現ベクターには 

GFP遺伝子を組み込み、GFP蛍光をもつ細胞

をバニロイド受容体発現細胞とした。 

(2) 新生仔ラットを安楽死処分して脊髄を

摘出後半裁し、27-29℃に保温した装置に静

置した。摘出脊髄は常時混合ガス（5％CO2

+95%O2）で飽和した人工脳脊髄液（pH7.3）

で灌流した。高炭酸溶液は人工脳脊髄液を 

20%CO2+80%O2でガス化することで調整した

（pH6.7）。背根に刺激電極を、腹根に記録

電極を接続し、2分毎に脊根を電気的に刺激

し、腹根から反射電位を記録した。刺激後 

10msecの潜時で生ずる単シナプス反射電位

（MSR:運動の指標）と約20秒の潜時で最大

となる遅発性前根電位(sVRP:痛覚反応の指

標)を記録し、これらに対する様々な薬物の

反応を調べた。MSRは振幅の大きさを、   

sVRPはマックラボを介してコンピューター

に取り込み、その反応の曲線下面積（積分

値）を解析した。 

(3) HEK293培養細胞とDRG培養細胞の細胞

内Ca濃度はfura 2を用いた画像解析法によ

り、これらの細胞の細胞膜電流と細胞膜電

位は、アクソパッチ増幅器を用いたホール

セルパッチクランプ法により測定した。 

 

４．研究成果 

(1)バニロイド受容体チャネルの機能解析： 

ブタ、ラット及びヒトのバニロイド受容

体（TRPV1）の全長遺伝子をHEK293細胞に発

現させた。カプサイシン（CAP）を投与する

と細胞内Ca濃度が増加した。ブタTRPV1チャ

ネルは、ラット及びヒトのTRPV1と同様、

42℃以上の温度とpH低下で活性化した。ラ

ットとは異なり、ブタではCAP反応を抑制す

るTRPV1遮断薬カプサゼピンは、熱刺激及び

pH低下による反応も抑制した。カプサゼピ

ンによるこれらの抑制反応はヒトTRPV1で

も見られることから、ブタとヒトTRPV1は機

能的に類似していることが明らかとなった。 

 わさびなどから抽出されるマスタードオ



 

 

イル(MO)は、ブタTRPV1発現HEK293細胞にお

いて、細胞内Ca増加反応を引き起こし、こ

の反応はTRPV1チャネル遮断薬であるカプ

サゼピン、ルテニウムレッド、イオドレジ

ネフェラトキシンで抑制された。MOに反応

したDRG細胞の85%が、CAPに反応することか

ら、MOはTRPV1の新しいアゴニストであるこ

とが示された。 

 ヒトTRPV1遺伝子を発現させたHEK293細

胞において、メチルサリチル酸（MS）は細

胞内Ca増加反応と電流反応を引き起こした。

この反応は、カプサゼピン、ルテニウムレ

ッド、イオドレジネフェラトキシンで抑制

された。MSは持続投与してもCa増加反応は

持続せず、強い脱感作を引き起こした。脱

感作時にはCAP、pH低下及び50℃による細胞

内Ca増加反応は抑制された。CAP反応を抑制

するTRPV1受容体のアミノ酸置換では、MS

による反応をわずかしか低下しなかったこ

とから、MSはCAPとは異なる部位でTRPV1に

作用してチャネルを活性化させた後、不活

化させることが示された。また、ラットで

はMSは侵害反応を抑制することから、TRPV1

の脱感作反応が一部鎮痛作用に関与してい

ると思われた。 

 ブタTRPV1をHEK293細胞に発現させ、こ

の細胞のCa濃度とチャネル電流を測定し

た。TRPV1はNa+イオンを除去すると活性化

され、TRPV１のH+センサー部分のアミノ酸

を置換すると、Na+による抑制反応は低下し

た。細胞外のNa+イオンはチャネルを形成す

る細胞外ドメインのH+結合部位に何らかの

影響を与え、TRPV1チャネルの活性化を抑

制していることが示された。 

(2) 一次知覚神経においてカプサイシン

（CAP）反応を修飾する生理活性物質： 

新生仔ラットDRG培養細胞をCAP、熱及びpH

低下により刺激すると細胞内Ca増加を起こ

し、5-ヒドロキシトリプタミン（5-HT）はこ

れらの反応を大きく増強した。DRG細胞の

RT-PCRでは5-HT2Aと5-HT7受容体mRNAが検出さ

れた。両受容体アゴニストは5-HTと類似した

増強反応を引き起こした。5-HTによるTRPV1

を介する反応の増強には、5-HT2Aと5-HT7受容

体の活性化が関与し、それぞれプロテインキ

ナーゼC（PKC）とプロテインキナーゼA（PKA）

を介する細胞内情報伝達が亢進しているこ

とが示された。炎症部位での疼痛過敏の一部

には、血小板などから放出される5-HTが関与

していることが示唆された。 

TRPV1 発現 DRG 細胞〔DRG(+/+)〕をもつマ

ウスと TRPV1 遺伝子欠損マウス〔DRG(-/-)〕

を用いてヒスタミン（HIS）の TRPV1 に対す

る作用を調べた。DRG(+/+)では、HIS は pH 低

下と CAP による細胞内 Ca 増加反応と脱分極

反応をともに大きく増強したが、DRG(-/-)

では増強反応を示さなかった。DRG(+/+)にお

ける Ca 増加反応は、H1 受容体拮抗薬及びホ

スホリパーゼ C(PLC)阻害薬と PKC 阻害薬で

抑制され、H2、H3 及び H4 受容体拮抗薬及び

リポキシゲナーゼ阻害薬と PKA 阻害薬では

影響受けなかった。炎症時の痛覚閾値の低下

は、炎症細胞から放出される HIS が一部関与

していることが示された。 

 (3) 新生仔ラット摘出脊髄におけるアデ

ノシンの作用： 

高炭酸ガスを通気した人工脳脊髄液で新

生仔ラット摘出脊髄を灌流（高炭酸アシドー

シス、pH 6.7）すると、MSR と sVRP は抑制

され、この抑制はアデノシン（ADO）A1 受容

体遮断薬で部分的に回復した。脳脊髄液の

pH を燐酸緩衝液もしくはヘペス緩衝液で調

整して、pH を低下させても抑制反応は生じ

なかった。このことより高炭酸による細胞内

pH 低下が ADO 放出を起こし、シナプス伝達

を抑制すると思われた。ATP を ADO に変換す



 

 

るエクトヌクレオチダーゼの阻害薬は高炭

酸による抑制反応には影響与えなかった。

ADOの分解を促進するアデノシンデアミナー

ゼの阻害薬は MSR を抑制せず、sVRP のみを

抑制した。ADO のリン酸化を促進するアデノ

シンキナーゼの阻害薬は高炭酸と同様、MSR 

と sVRP を抑制した。また、高炭酸はアデノ

シンキナーゼ活性を抑制した。高炭酸による

ADO放出の増加にはアデノシンキナーゼの抑

制が関与していることが示唆された。 

高炭酸による脊髄からのADO放出は、細

胞内からプリンを放出できる細胞膜のプ

リン輸送体やチャネルの阻害薬及び細胞

外ADOを減少させるATP分解酵素阻害薬で

は影響受けなかった。細胞内ADOをトラッ

プするホモシステインでアデノシン放出

が有意に抑制されたことから、高炭酸では

細胞内ADOが増加し、細胞外に漏出するこ

とが示唆された。 

また、低酸素ガスを通気した人工脳脊髄液

で新生仔ラット摘出脊髄を灌流すると、MSR

と sVRP が抑制され、前者はアデノシン A1 受

容体遮断薬で回復するが、後者はほとんど影

響を受けなかった。低酸素刺激は摘出脊髄か

ら ADO 放出を引き起こした。グリア細胞の代

謝抑制薬は、この ADO 放出を抑制したが、高

炭酸刺激による ADO 放出を抑制しなかった。

低酸素刺激による ADO 放出にはグリア細胞

が関与するが、高炭酸と低酸素では異なる機

序で ADO が放出されることが示された。 

(4) ラット腸管神経叢培養細胞における炎

症による変化： 

新生仔ラット摘出腸管神経叢細胞を培養

して、ブラジキニン（BK）による細胞内 Ca

増加反応と細胞膜電流を調べた。BK による反

応は B2 受容体拮抗薬で消失し、B1 受容体拮

抗薬では影響受けなかった。B2 受容体は神経

細胞とグリア細胞に発現していた。神経細胞

の BK による Ca増加反応はシクロオキシゲナ

ーゼ（COX）阻害薬で抑制され、PGE2 で増強

した。BK は PGE2 放出を起こした。BK による

Ca 増加反応の大きさは細胞培養の密度に依

存し、グリア細胞の密度が低いと反応は低下

した。BK は直接神経細胞の B2 受容体に作用

し、脱分極と Ca 反応を起こすと同時に、グ

リア細胞から PGE2 を放出させ、神経細胞の

Ca 増加反応を増強することが示唆された。 

新生仔ラット摘出腸管神経叢培養細胞を

各種炎症誘起物質で処置した結果、インター

ロイキン１β(IL-1β)は神経細胞とグリア

細胞の BK による Ca 反応を増強した。この BK

による Ca反応の増強は B1受容体拮抗薬で抑

制された。IL-1β処置により B1 受容体がグ

リア細胞で発現した。B１受容体アゴニスト

はグリア細胞で Ca 増加反応を起こし、PGE2

放出を増加させた。COX 阻害薬と EP1 受容体

拮抗薬は IL-1β処置した神経細胞の BK によ

る Ca 反応の増強を消失させた。以上の結果

より、IL-1β処置によりグリア細胞において

B1 受容体が発現し、グリア細胞から PGE2 放

出が高まり、BK による神経細胞の Ca 反応が

増強されたことが明らかとなった。    

新生仔ラット摘出腸管神経叢の培養細胞

をリポポリサッカライド（LPS）で処置する

と B1 受容体を介する BK による Ca 反応が増

強した。この増強反応にはグリア細胞から放

出される IL-1βが関与すること、すなわち、

炎症時には腸管のグリア細胞と腸管神経細

胞のクロストークが変化することが示唆さ

れた。   
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