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研究成果の概要（和文）：マウスのwhisker padに10 mMカプサイシンを30分間作用させてTRPV1刺激を6日間行っ
た。刺激と同側の三叉神経節の切片を作成して電子顕微鏡でミトコンドリアの観察を行った。なお、三叉神経節
採取のタイミングは2, 4, 6日間投与完了の24時間後とした。2日投与では特に形態異常は認めなかったが、4日
投与では主として小型の三叉神経ニューロンで内部構造の破壊を呈したミトコンドリアが確認された。しかし、
6日間投与後にはニューロン内のミトコンドリア形態はほぼ正常であった。以上のことから、何らかの修復機構
が作動するものと考えられた。細胞実験からミトファジーの機能が重要であることがわかった。

研究成果の概要（英文）：TRPV1 is activated by capsaicin. We applied 10 mM capsaicin-immersed cotton 
to the whisker pad for up to 6 days. Electron microscopic analysis revealed that there was extensive
 destruction of mitochondrial internal structure in small-sized trigeminal ganglion (TG) neurons at 
Day 4. Nevertheless, no discernible structural alterations were not observed in the small-sized TG 
neurons at Day 6, implying that there was a restorative process that normalized mitochondrial status
 in TG neurons exposed to repetitive TRPV1 stimulation. We established a PC12 clone stably 
expressing TRPV1. When exposed to capsaicin, these cells exhibited mitochondrial structural 
derangements in a dose-dependent manner.  There were significantly increased mitophagy-affected 
mitochondria in capsaicin-treated cells. Our-cell-based assays imply that mitophagy plays an 
important role in the reparative process of mitochondrial health in capsaicin-treated cells.

研究分野：神経内科
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１．研究開始当初の背景 
感覚神経機能の発現に、神経終末とシナプス

の役割は非常に重要である。両者の構造は細

胞体に比較して体積は小さいものの細胞膜

の嵌入によって表面積が広くなっており、多

くの受容体やイオンチャネルが存在する。特

に痛覚系一次ニューロンの神経終末は多く

の種類の侵害刺激に対する受容体が存在し、

生体にとって危険な侵害性刺激の有無を絶

え間なくモニターしている。神経終末やシナ

プスにおいては、神経伝達物質の放出とイオ

ンチャネルや受容体の細胞膜への輸送に関

与するエクソサイトーシス、神経伝達物質の

再取り込み、イオントランスポーターによる

膜電位維持、細胞体との軸索輸送による分子

やオルガネラの運搬が活発に行われている

が、いずれの機能の発現にも ATP の形による

エネルギー供給が要求される。細胞内で酸化

的リン酸化によってATPを産生しているのは

ミトコンドリアであるため、感覚神経が正常

に機能するにはミトコンドリアの働きが極

めて重要であることは想像に難くない。ATP

産生以外のミトコンドリアの主な生理学的

作用としては、活性酸素種 (reactive oxygen 

species: ROS)の処理とカルシウム緩衝作用

があげられる。筆者らは、三叉神経節内の ROS

処理に関与する酵素の局在を明らかにした

が、glutathione peroxidase-1 (GPx-1)と

superoxide dismutase (SOD)2 がニューロン

のミトコンドリアに局在することを報告し

ている (Sato H, et al. Neuroscience 

2013;248:345-358.) 。一次感覚ニューロン

の神経終末では炎症性疼痛の原因になるよ

うな疾患において ROS に曝露されるため、ミ

トコンドリアが担うROS防御機構は一次感覚

ニューロン機能の維持に非常に重要と思わ

れる。また、神経終末やシナプスではカルシ

ウムチャネルが活発に機能しているため、適

切なカルシウム濃度の維持にミトコンドリ

アによるカルシウム緩衝作用が重要な役割

を果たしている。ミトコンドリアは分裂と融

合によって自律的に増減することが知られ

ている。分裂には DRP1、融合には MFN1/MFN2

と Opa1 とよばれる蛋白質がそれぞれ作用す

ることが明らかとなっており、それらの蛋白

質の機能はミトコンドリア膜電位の変化な

どによって活性化される。また、ミトコンド

リアはオートファジー (自食作用)によって

分解を受けることも知られている。ミトコン

ドリアがオートファゴソームという二重膜

で取り囲まれ、これにリソソームが融合する

ことで、ミトコンドリア構成成分がリソソー

ムの加水分解酵素によって分解を受ける機

構で、ミトファジー (mitophagy)とも呼ばれ

る。このような動的な機構によって、ミトコ

ンドリアの品質管理が行われていると考え

られている。しかし、疼痛モデル/頭痛モデ

ルにおけるミトコンドリアの異常や

mitophagy 誘導に着目した研究は非常に少な

いのが現状である。 
 
２．研究の目的 
代表的な疼痛疾患動物モデルを作成し、一次

感覚ニューロンのミトコンドリアにどのよ

うな異常が引き起こされているかを検討す

る。今回は三叉神経節ニューロンの細胞体を

関心領域に設定する。 

 
３．研究の方法 

 (1) 侵害受容性疼痛モデル 

TRPV1 は侵害性刺激の受容に関与するカチオ

ンチャネルであり、カプサイシンによって活

性化されることが知られている。侵害受容疼

痛モデルとして、カプサイシン (10 mM)を浸

透させた脱脂綿をマウスの顔面 (whisker 

pad)に 30 分間貼付して局所投与した。これ

を連日 6 日まで繰り返し、3, 5, 7 日目に三

叉神経節を摘出した。3, 5, 7 日において von 

Frey hair を用いて whisker pad で機械的刺

激に対する感覚過敏/アロディニアが誘発さ

れていることを確認した。 



 

(2) 電子顕微鏡観察 

ミトコンドリアの数や形態の変化を検討す

るため、三叉神経節・神経終末・脳幹および

脊髄内のシナプス部で組織切片を作成して、

電子顕微鏡観察を行った。 

(3) TRPV1 発現 PC12細胞に対するカプサイシ

ン刺激 

ラット TRPV1 を安定発現させる PC12 細胞を

樹立し、カプサイシン刺激を行い、電子顕微

鏡観察、mitophagy/オートファジー誘導解析

を行った。後者に関しては、mitophagy を受

けたミトコンドリアを認識する蛍光色素や

LC3 に対するウエスタンブロットを用いて検

討した。 

 
４．研究成果 

熱疼痛刺激やカプサイシン刺激で活性化さ

れるTRPV1を刺激した際にミトコンドリアに

いかなる影響を与えるかを検討した。TRPV1

を発現する PC12 細胞にカプサイシン刺激を

行うと、ミトコンドリア障害が生じることを

確認するためにミトコンドリア蛍光染色と

電子顕微鏡観察を行った。カプサイシン投与

量依存性に染色されるミトコンドリアは減

少しており、さらに電子顕微鏡像では低用量

カプサイシン刺激ではミトコンドリア膨化

を、高容量カプサイシン刺激ではミトコンド

リア破壊像が確認された (図 1)。同時にオー

トファジー発生のマーカーである微小管関

連 蛋 白 質  (microtubule-associated 

protein)LC3 のウエスタンブロットではカプ

サイシン用量依存性にオートファジー誘導

が生じていることが明らかとなった。

Mitophagy が生じているミトコンドリアを染

色する蛍光色素で染色したところカプサイ

シン刺激によってmitophagy発生が亢進して

いることも明らかとなったため、カプサイシ

ン刺激によって生じた損傷ミトコンドリア

をmitophagy誘導によって除去しようという

機序が働いているものと推察された。一方、

マウスの whisker pad に 10 mM カプサイシン

を含むパッチを 30 分間作用させて TRPV1 刺

激を 6日間行った。刺激と同側の三叉神経節

の切片を作成して電子顕微鏡でミトコンド

リアの観察を行った。なお、三叉神経節採取

のタイミングは 2, 4, 6 日間投与完了の 24

時間後とした。2 日投与では特に形態異常は

認めなかったが、4 日投与では主として小型

の三叉神経ニューロンで内部構造の破壊を

呈したミトコンドリアが確認された。しかし、

6 日間投与後にはニューロン内のミトコンド

リア形態はほぼ正常であった。以上のことか

ら、何らかの修復機構が作動するものと考え

られた。現在 in vivo におけるミトファジー

誘導の解析を行っているところであり、2018

年の American Headache Society の年次総会

で成果の一部を発表予定である。 
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