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研究成果の概要（和文）：神経因性疼痛の発生原因を調べる目的で，脊髄後根神経節ニューロン

（DRG）を用いて，熱刺激で活性化される新規 K+チャネル（Kheat）の役割を観察した．末梢神経

傷害によって DRGに投射された交感神経終末から放出されるノルアドレナリンは，アドレナリ

ン受容体（α1 およびβ）を介して Kheatを抑制した．この Kheatの抑制によって，DRG の興奮性

が高められ，神経因性疼痛の発生要因となっている可能性が示唆された． 

 
研究成果の概要（英文）：To study the mechanism of generation of neuropathic pain, a role 
of a novel heat-activated K+ channel (Kheat) in dorsal root ganglion neurons was examined. 
Kheat was inhibited by noradrenaline (NA) that is released from injured sympathetic nerve 
terminals through both alpha1 and beta adrenergic receptors. From the result, it is 
suggested that inhibition of Kheat by NA increases the excitability of the neuron, leading 
to generation of neuropathic pain. 
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１．研究開始当初の背景 
TRPV1受容体は，脊髄後根神経節（DRG）の小
型神経細胞に多く発現している受容体で，疼
痛の情報伝達に関与していることが知られて
いる．この受容体は40℃以上の熱によって活
性化され，活性化の程度はパッチクランプ法
を用いた実験で内向き電流として記録出来る．
我々が，この受容体について調べていたとこ
ろ，偶然，熱によって活性化される外向き電
流があることを発見した．詳しく調べた結果，

この電流は熱によって活性化される新規のK+

チャネル（Kheat）により発生しているというこ
とが判明した．  
小型 DRG神経細胞が自発的に活動電位を発生
し，これが神経因性疼痛の発生原因になって
いると仮定した場合，神経細胞の興奮性が疼
痛の発生を決める因子となる．TRPV1 受容体
は細胞の興奮性を高め，Kheat チャネルは逆に
興奮性を抑制することを考えると，この２つ
の分子の発現量や活性化の程度によって細
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胞の興奮性が決定されると言える．即ち，
TRPV1 受容体の増強もしくは Kheatチャネルの
抑制が起きれば，神経細胞の興奮性が高まり，
神経因性疼痛が発生すると考えられる．我々
の研究では，ノルアドレナリン（NA）は Kheat

チャネルを抑制することで DRG神経細胞の興
奮性を増加させるということを明らかにし
ているが，この研究結果は，健常動物の神経
細胞を用いて得られたものであるため，神経
因性疼痛モデルにおける Kheatチャネル及びそ
れに対する NAの作用を明らかにしなければ，
神経因性疼痛の発生機序を解明できない． 
 
２．研究の目的 
神経因性疼痛の発生機序の一つに交感神経の
関与が指摘されている．即ち，「末梢神経傷害
が交感神経節後細胞の発芽を誘起し，その軸
索が DRG 神経細胞に到達している」という報
告がある．そこで本研究では，「交感神経終末
から放出されたノルアドレナリン（NA）がア
ドレナリン受容体を介して DRG 神経細胞の
Kheat チャネルや TRPV1 受容体に作用して神経
因性疼痛が発生し，これが神経因性疼痛モデ
ル動物では特に増強されているのではない
か」と考えた． 
DRG 神経細胞が疼痛シグナル（活動電位）を
発生するためには，DRG 神経細胞の膜電位が
活動電位の発生閾値まで脱分極しなければな
らない．そこで， NA の作用によって脱分極
電位が発生する機序として２つの仮説を立て
た． 
①Kheatチャネルの抑制 
体温付近の温度である程度開いている Kheatチ
ャネルが，アドレナリン受容体を介した蛋白
キナーゼの作用によって抑制され，脱分極が
発生する．（Kheatチャネルが体温付近の温度で
ある程度開いているということは既に判明し
ている．） 
②TRPV1受容体の活性化閾値の低下 
アドレナリン受容体を介した蛋白キナーゼの
作用により，TRPV1 受容体がリン酸化され，
通常 40℃以上でしか活性化されない受容体が
体温付近の温度で活性化されるようになり，
脱分極が発生する．即ち，TRPV1 受容体の温
度に対する活性化閾値が NA によって低下す
る． 
本研究は「我々が発見した新規 K+チャネル
（Kheat）が神経因性疼痛の発生に関与する」，
「神経因性疼痛モデル動物では TRPV1受容体
の温度に対する活性化閾値が低下する」と仮
説を立てた点に特色があり，さらに「神経因
性疼痛の発生源が DRG神経細胞の発生する活
動電位にある」と考えた点が独創的である． 
上記①と②の可能性について，健常動物なら
びに神経因性疼痛モデル動物を用いて比較
検討し，神経因性疼痛モデル動物では，①も
しくは②がより増強されていることを証明

することで難治性疼痛である神経因性疼痛
の病態が解明され，治療法が進歩すると考え
られる． 
 
３．研究の方法 
（１）神経因性疼痛モデル動物の作製とDRG
神経細胞の単離 
麻酔下に，生後４週齢のラットの左坐骨神経
を露出し，これを結紮・切離した神経因性疼
痛モデル動物を作製する．対照動物は麻酔と
坐骨神経の露出のみを行う．１０週後，麻酔
下に左側 L4/5 の脊髄後根神経節（DRG）を
摘出し，コラゲナーゼで処理した後，ピペッ
ティングによりDRG神経細胞を単離する．単
離神経細胞を培養液中で６時間静置してカ
バーグラスに接着させ，実験に用いる． 
（２）神経因性疼痛モデルにおけるKheatチャ
ネル発現量の変化 
Kheatチャネルは新規に発見されたイオンチャ
ネルであるため，mRNAや蛋白質の量を測定す
ることで発現量を調べることが出来ない．そ
こで，Kheatチャネルの活性化によって発生す
る電流（IKheat）の単位膜面積当たりの密度（電
流密度）を測定することにより，Kheatチャネ
ルの機能的発現量を調べて，その経時的変化
を観察する． 
①全膜容量の測定 
パッチクランプ法を用いて，小型DRG神経細
胞にランプ波通電を行い，単一細胞の電気的
膜容量を測定する．（これにより単一神経細
胞の全膜面積を測定することができる） 
②IKheatの測定 
①を測定した後，熱刺激によって誘起される
全膜電流を測定する．実験はTRPV1受容体の
阻害薬存在下に行い，IKheatのみを記録する． 
※熱刺激の方法：熱刺激装置（自作）を取り
付けた灌流チャンバー内に置かれた神経細
胞を，通常は25℃の細胞外液で灌流するが，
熱刺激時は数秒間で45℃まで上昇させる． 
③IKheat密度の測定と比較 
熱刺激によって発生したIKheatを単一細胞の
全膜容量で除することにより，単位膜面積当
たりのIKheatを計算し，Kheatチャネル発現量の
データーとする．神経因性疼痛モデル動物と
対照動物から得られたデーターを統計処理
して比較することにより，Kheatチャネル発現
量の変化を調べる． 
④Kheatチャネル発現量の経時的変化 
上記方法を用いて神経傷害後の Kheatチャネ
ル発現量の経時的変化を観察し，次年度以降
に行う Kheatチャネルに対する NA の作用を
観察するための基礎データーを蓄積する． 
（３）Kheatチャネルに対するノルアドレナリ
ンの作用 
「NAの作用によってDRG神経細胞の興奮性が，
特に神経因性疼痛モデルにおいて増加する」
ということを立証する実験をKheatチャネルを



対象に行う．即ち，「NAによるKheatチャネル
の抑制が神経因性疼痛モデルで顕著である」
ということを証明する． 
①NAによるKheatチャネルの抑制 
NAによってIKheatが抑制されることをパッチ
クランプ法を用いた実験で観察し，健常動物
よりも神経因性疼痛モデルの方が強く抑制
されるということを確認する．さらに，各種
阻害薬を用いて，その抑制がどのアドレナリ
ン受容体サブタイプを介したもので顕著で
あるか，どの蛋白キナーゼに依存しているの
か，を詳細に調べる． 
②Kheatチャネルの温度依存性の変化 
NAの作用が，単にKheatチャネルを抑制したも
のであるのか，温度依存性を変化させたもの
であるのか，について両動物群で調べ，比較
検討する． 
③以上の結果と平成２２年度に得られたKheat

チャネル発現量の変化との相関を検討する． 
（４）TRPV1受容体に対するノルアドレナリ
ンの作用 
「NAの作用によってDRG神経細胞の興奮性が，
特に神経因性疼痛モデルにおいて増加する」
ということを立証する実験をTRPV1受容体を
対象に行う．即ち，「NAによるTRPV1受容体の
増強作用が神経因性疼痛モデルで顕著であ
る」ということを証明する． 
①TRPV1受容体電流の記録 
パッチクランプ法を用いて，熱刺激によって
誘起される全膜電流を測定する．実験はKheat

チャネルの阻害薬存在下に行い，TRPV1受容体
の活性化によって発生した電流（ITRPV1）のみ
を記録する．（KheatチャネルはBa2+によって抑
制されるということが判っている．） 
②NAによるTRPV1受容体の活性化閾値の低下 
ITRPV1の温度依存性を調べ，熱に対するTRPV1
受容体の活性化閾値を求める．NA存在下では
活性化閾値が低下して体温付近の温度（36℃）
でも活性化することを確認し，これが神経因
性疼痛モデルで顕著であることを証明する．
さらに，各種阻害薬を用いて，その活性化閾
値の低下がどのアドレナリン受容体サブタ
イプを介したもので顕著であるか，どの蛋白
キナーゼに依存しているのか，を詳細に調べ
る． 
③以上の結果と Kheatチャネル発現量の変化
との相関を検討する． 
 
４．研究成果 
（１）Kheatチャネル発現量の変化 
単一の DRG 神経細胞における「Kheatチャネル
の発現量」について，パッチクランプ法を用
いて電気生理学的に測定・検証した．「Kheat

チャネルの発現量」は「単位細胞膜面積当た
りにおける Kheatチャネル電流量」で評価した．
その結果，熱刺激に対して反応する DRG神経
細胞は，①TRPV1 受容体チャネルのみを発現

するもの，②Kheat チャネルのみを発現するも
の，③TRPV1 受容体チャネルと Kheatチャネル
の両方を発現するもの，の３種類に分類でき
た．（図１） 
それぞれを発現している細胞の割合を調べ
たところ，①約５％，②約４０％，③約５５％，
であることが判明した．（図２） 
 
 

 

図１ 脊髄後根神経節ニューロンにおける
熱誘起性電流の記録 
 

 

図２ 脊髄後根神経節ニューロンにおける
熱誘起性電流の分類 
 
（２）Kheatチャネルに対するノルアドレナリ
ンの作用 
「Kheat チャネルが活性化して発生する膜電流
（IKheat）」について，ノルアドレナリン（NA）
の作用を調べた．その結果，①NA(10μM)は
IKheat を約 30%抑制することが分かった．（図
３）②NA による IKheat抑制の機序について，
各種 agonists 及び antagonists を用いて薬
理学的に詳しく調べたところ，α1 アドレナ
リン受容体及び β アドレナリン受容体を介
して（図４），それぞれ PKC 及び PKA の活性
化を経由して（図５），NAが IKheatを抑制して
いることが判明した．  



 

図３ 熱誘起性 K+電流に対するノルアドレナ

リンの作用 

 

 

図４ 熱誘起性 K+電流に対するアドレナリン
受容体作動薬の効果 
Con:コントロール，Cira:α1 アドレナリン受
容体作動薬 Cirazorine，UK：α2 アドレナリ
ン受容体作動薬 UK14304，Iso：βアドレナリ
ン受容体作動薬 Isoproterenol 
 

 
図５ 熱誘起性 K+電流に対する蛋白キナーゼ
の関与 
Fors: ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 化 薬
Forskolin，PMA：蛋白キナーゼC活性化薬
12-myristate13-acetate 

（３）TRPV1受容体に対するノルアドレナリ
ンの作用 
Kheatチャネルを発現している DRG 神経細胞を
用いて,TRPV1 受容体の活性化によって発生
した電流(ITRPV1)について NAの作用を調べた.
その結果，①DRG 神経細胞を熱刺激すると,
多くの細胞において，「Kheat チャネルの活性
化による電流(IKheat)」と「 TRPV1 受容体の活
性化による電流(ITRPV1)」が混在した膜電流
が観察された．殆どの場合、IKheat が大きく, 
ITRPV1 はマスクされて いたため, ITRPV1 のみを
記録するためには Kheatチャネルを抑制する必
要があった．また, ITRPV1のみを発生する細胞
は非常に数が少なかった。②ITRPV1に対する NA
の作用を調べようと試みたが，①に記載した
ように, ITRPV1のみを発生する細胞は小数であ
ったこと, ITRPV1は IKheatに マスクされて観察
が困難だったこと,により NAの作用を検証す
るには効率が悪く ,十分な検証を行うことが
出来なかった. 
 
（４）まとめ 
末梢神経傷害後に発生する神経因性疼痛は，
創傷治癒後に持続する難治性疾患である．こ
の疼痛に関与する分子として，DRG ニューロ
ンにおける TRPV1受容体と熱誘起性 K+チャネ
ル（Kheatチャネル）に注目して NAの作用を検
討した．殆どの DRGニューロンは Kheatチャネ
ルを発現しており，NAは PKA 及び PKCの活性
化を経由して Kheat チャネルを抑制していた．
Kheat チャネルの抑制は，細胞の興奮性を高め
る作用があるため，これが神経因性疼痛の発
生原因になっている可能性が示唆された．一
方，TRPV1 受容体を発現している細胞は，予
想に反して非常に少数であり，今回の研究機
関では，この受容体に対する NA の作用を明
らかにするまでには至らなかった．TRPV1 受
容体に対する NA の作用については，今後も
実験を継続する． 
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