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研究成果の概要（和文）：GDNFファミリーのArteminが神経障害性疼痛メカニズムとしてTRPV1/A1の重要な制御因子で
あることを以下の結果より証明できた。１．ラット皮膚において炎症惹起後長期間Artemin mRNAが増加。２．末梢神経
障害後の末梢部位でArtemin mRNAの有意な増加。３．繰り返しArtemin注射によりDRGでのTRPV1/A1 mRNA発現増加。４
．DRGにてTRPV1/A1とGFRalpha3と高い共存率。５．Artemin投与による機械的及び熱的痛覚過敏。６．DRGの培養系での
Artemin添加によるTRPV1/A1発現増加とCa2+の増加。７．上記の発現のp38阻害剤による抑制。

研究成果の概要（英文）：We found the following findings. 1. Artemin increases locally in skin over long pe
riods of time, whereas NGF shows transient increases after peripheral inflammation. 2. Artemin increases i
n peripheral sciatic nerve following to the Wallerian degeneration after nerve injury. 3. Repeated artemin
 injections changed the gene expressions of TRPV1 and TRPA1 in DRG neurons. 4. The co-localization between
 TRPV1/A1 and GFRalpha3 was higher than that between TRPV1/A1 and TrkA. 5. Continuous artemin injection in
to the plantar surface caused mechanical and heat hyperalgesia. 6. Artemin increases TRPV1/A1 expression a
nd Ca activity in primary cultured DRG neurons. 7. TRPV1/A1 expression was regulated by artemin through p3
8 phosphorylation in primary afferent.
We conclude that peripheral tissue-derived artemin synthesis is important regulator of TRPV1/A1 expression
 in DRG neurons following peripheral inflammation and nerve injury.
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１．研究開始当初の背景 
 整形外科臨床において、神経障害性疼痛に
対する薬剤が導入された結果、その病態の解
明に対する期待も高まっている。末梢神経の絞
扼性神経障害、外傷や手術に伴う末梢神経障
害、引き抜き損傷、他種々のニューロパチーな
どの神経障害性疼痛において、多くのメカニズ
ムが報告されている。私の教室においては整形
外科臨床における問題認識からスタートした疼
痛基礎研究を推進してきており、２０年以上にわ
たる疼痛研究の結果１４０報以上の英文雑誌に
論文を発表してきた。その中で一次知覚ニュー
ロンの細胞体が存在する後根神経節（DRG）の
遺伝子発現の変化については、世界において
最も詳細に多くの論文を発表してきた教室の一
つである。 
 このDRGの遺伝子発現の制御因子としては、
神経成長因子（NGF）及びグリア由来神経栄養
因子（GDNF）が良く知られており、多くの発表
がある。しかし、最近ペインセンサーとして注目
を特に集めるTRPV1やTRPA1の制御因子とし
ては、この両者では説明出来ない大きな点があ
り、新しい制御因子の発見が待たれている。
我々の教室では分子組織化学的手法を用いて
DRGに存在する疼痛関連因子の詳細な発現を
調べてきた。その中でTRPV1やTRPA1と極めて
高い共存率を示す神経成長因子ファミリー分子
として、GDRa3を発見してそのリガンドである神
経成長因子Arteminの機能を調べてきた。その
結果神経終末のTRPA1に対するArteminの短
期的な効果は、むしろ抑制的であることを発見
し、今年の英文誌Molecular Painに発表し、大き
な反響を得た(highly cited article)。 
 神経障害性疼痛に関わる DRG 遺伝子発現
の新規の制御因子を発見するところに、大きな
斬新性及びチャレンジ性が存在する。30 年以
上前から知られている NGF 及び 10 数年以上
前から知られている GDNF 以外には、疼痛関
連因子の制御因子は知られていない。一方、
1997 年の TRPV1 の発見以来、疼痛刺激の受
容体としてTRPファミリー分子が注目され、その
中で TRPV1 及び TRPA1 が重要なペインセン
サーであることは確立されてきた（特に TRPA1
の生体内での動態、疼痛メカニズムにおける意
義の確立に関しては我々の教室からの10報以
上の英文論文が大きな貢献をしている）。ところ
が、TRPV1及びTRPA1の発現と、NGFの受容
体 TrkA 及び GDNF の受容体 GFRa1 の発現
は最大でも半分以下程度しか共存していない。
これはより重要な制御因子が存在している可能
性を示唆している。 
２．研究の目的 
 この2年間でArteminが神経障害性疼痛のメカ
ニズムにおいて、 
(１) ArteminがDRGのペインセンサー分子の発
現を制御するmajorな因子であることを証明 
(２) Arteminが神経障害時に損傷神経で実際に
増加していることを確認 
（３） Artemin投与で疼痛行動を惹起し、同時に
ペインセンサー分子の発現誘導の証明 

(４) ArteminがDRGの遺伝子発現を調節する分
子メカニズム（シグナル伝達系）の解明 
（５） 既知の制御因子であるNGFやGDNFとの
相違点、重要性の証明  を行う。 
 
DRGの遺伝子発現の調節因子としては、1950
年代に発見されたNGF、及び1980年代に発見
され90年代に入り機能がわかってきたGDNFの
2つが代表的である。特に痛みを伝達する神経
線維、及び痛みのdetectionに関わるチャネル
の調節に関わるのは、この2つ以外には報告は
ほとんど無い。BDNFも疼痛関連因子として報
告は多いが、調節因子というよりそれ自身が痛
み情報 を伝え る neurotransmitter も し く は
neuromodulatorとして働く可能性が高い。上に
記したようにこの２つの神経栄養因子のみでは
説明しきれない大きな部分があり、本研究の仮
説が証明された際には大きなブレイクスルーと
なるであろう。整形外科においてはこの10年間
痛みの研究が進んでおりこれはほとんどの患者
が痛みを訴える診療科としてごく当然の流れと
考えられる。一次知覚ニューロンでのペインセ
ンサーTRPV1/TRPA1の新しい制御因子が解
明されることは、これを制御する方法を開発する
事で、新規鎮痛剤開発の大きな1ステップとなる
であろう。すでにNGF抗体が整形外科疾患での
治療薬として導入されつつある状況で、本仮説
によりArtemin受容体拮抗薬もしくはArtemin中
和抗体が、より効果的な治療効果を持つ可能
性があり（NGF以上の共存率）、整形外科関係
の疼痛疾患への応用など、大きな発展が期待
される。 

 
３．研究の方法 
 実験は代表者の野口光一の指導のもと、教
室のスタッフ及び大学院生が実験を行い、週
１回のミーティングにて進捗状況を検討しなが
ら研究計画の順調な遂行を図る。データ解析
はスタッフと大学院生が、論文作成の指導は
野口が行う。  
 
平成２４年度 
ラット神経障害性疼痛モデルにおけるArtemin
の動態 
(１) L5脊髄神経選択的結紮モデルを作成し
機械的刺激に対する疼痛行動の確認
（Anesthesiometer） 
(２)熱刺激に対する疼痛閾値測定（Plantar 
test） 
（３）Arteminの発現解析 
 a. L5 脊髄神経を結紮・切断し、それより末
梢の脊髄神経、L4脊髄神経が合流してから
の坐骨神経の一定量を採取。RT-PCRによる
Artemin mRNAの増加を確認する。 
  b. aと同じ組織を取り出し、in situ ハイブリ
ダイゼーション法用に組織を処理、ラベルした
Arteminプローブを用いて、脊髄神経・坐骨神
経上のArtemin mRNA発現を確認する。 
 c. Artemin抗体を用いて、aと同じ組織を採
取しWestern blottingを行い、蛋白質としての



増減を確認する。さらにbandの位置を確認す
ることで抗体としての特異性を押さえる。 
 d. Artemin mRNAのin situ ハイブリダイゼー
ション法と種々の細胞マーカーの免疫組織科
学との二重染色法を用いて、Artemin mRNA
を発現している細胞の種類を確定する。 
 e. cの切片を用いて免疫組織化学で末梢神
経上の蛋白質発現を確認する。種々の細胞
マーカーとの二重染色により cの結果の裏付
けを取る。 
 
平成２４〜２５年度 
末梢組織/神経由来のArteminとDRG遺伝子
発現の因果関係の証明 
(１)末梢組織（ラット足底）もしくは坐骨神経自
身にArteminをinjectionし、逆行性に運ばれた
Arteminが疼痛行動、DRGの遺伝子発現、シ
グナル伝達系を変化させるか否かを検討す
る。 
 a. まず、Arteminの至適用量を検討するた
め、疼痛行動を測定する。まず足底皮下注射
において３−４種類のdoseを設定し、疼痛行動
の変化を観察する。また、坐骨神経自身への
injectionも試みる。疼痛行動を測定し、もし変
化があればそのdoseを後の実験に用いる。準
備的実験においては、Arteminの足底投与に
より mechanical hyperalgesia が観察された。
この結果は、本実験の証明すべき仮説の実
現可能性が高いことを示唆している。 
 b. aで確定した用量のArteminを投与した動
物のDRGを採取し、in situ ハイブリダイゼー
ション法を用いてTRPV1及びTRPA1 mRNA発
現の変化を観察する。効果を見るために5日
間もしくは1週間連続投与後の翌日に組織を
採取する。 
  c. bと同様の実験系で、TRPV1及びTRPA1
の蛋白質の変化を、抗体を用いた免疫組織
化学法で検討する。両者の抗体は私の実験
室で通常より使用しており、特にTRPA1の抗
体は自身で作成し、世界中で現存する
TRPA1抗体の中で最も信頼性が高いと評価さ
れている。 
 d. bと同様の実験系で、DRGニューロンにお
けるリン酸化p38の変化を検討し、さらにp38阻
害剤を用いてTRPV1及びTRPA1の変化を検
討する。 
 
４．研究成果 
 2 年間にわたる研究により以下の成果を得
た。 
(１) 末梢炎症時において NGF に比較して長期
間継続するArteminの皮下組織における発現 
 CFA をラット足底皮下に注射したモデルに
おいて NGFと Artemin の発現変化を比較する
と、NGF は 12 時間までしか増加が観察されな
いが、Artemin は７日間有意な増加が継続し
た。皮膚組織の In situ ハイブリダイゼーシ
ョン法による検索によりArteminを発現して
いるのは皮膚の表皮内で、発現している細胞
はケラチノサイトであると考えられた。 

( ２ )ワーラー変性による末梢神経による
Artemin 発現の増加 
 末梢神経の障害の末梢部位で Artemin と
NGF 発現の変化を検討した。その結果、NGF
に比べて Artemin は非常に大きく 14 日まで
長く継続する増加を示した。以上の結果は、
神経障害及び末梢炎症の両者でArteminは長
期継続する発現増加を示すことが明らかと
なった。 
（３） Arteminの皮下への繰り返し注射による
TRPV1/A1 発現の増加 
 ラット足底皮下にArteminを複数回投与し、
DRG ニューロンにおける TRPV1/A1 mRNA 発現
の変化を RT-PCR 及び in situ ハイブリダイ
ゼーション法にて検討した。その結果、両者
の mRNA が有意に増加し、Artemin の受容体で
ある GFRα3は変化しないことがわかった。 
(4) TRPV1/A1 と GFRα3との高い共存関係 
 in situ ハイブリダイゼーション法を用い
て、TRPV1/A1 と GFRα3 との共存関係と、
TRPV1/A1 と TrkA との共存関係を比較した。
その結果、前者の方が明らかに高い共存関係
を示し、TRPV1/A1 の Artemin による制御の可
能性を示唆した。 
（５） Artemin 投与による疼痛行動 
 ラット足底に１回のみ Artemin を投与す
ると、疼痛行動の変化は観察されなかった。
そこで 5日間 1日１回連続投与すると有意な
熱性疼痛閾値及び機械的疼痛閾値の低下が
観察された。 
（６） 培養 DRG ニューロンにおける Artemin
による TRPV1/A1 発現の増加と Ca２＋活動の増
加 
 培養 DRG ニューロンを用いて TRPV1/A1 発
現を検討すると、Artemin 投与により RT-PCR
によって TRPV1/A mRNA の有意な増加が確認
された。また Ca２＋イメージングを用いた検討
では、Artemin 投与により Capsaicin 反応ニ
ューロン増加、及び AITC 反応ニューロンの
増加が観察された。 
（７） p38 MAPK を介した Artemin の TRPV1/A1
発現調節 
 過去の報告より p38 MAPK が DRG の TRP フ
ァミリーの遺伝子発現に関与していること
が明らかとなっている。まず、リン酸化 p38
ｔTRPV1/A1 が高率で共存することを in situ 
ハイブリダイゼーション法と免疫組織科学
法の二重染色法で証明した。次に p38 MAPK
の阻害剤を用いて、Artemin による調節機構
を検討した。その結果、有意に p38 阻害剤に
より Artemin による TRPV1/A1 の発現増加が
有意に抑制されることがわかった。 
 
以上の結果をまとめて、現在英文雑誌に投稿
中である。 
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