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研究成果の概要（和文）：ET-1は口腔粘膜炎症において増加するが，口内炎疼痛に関連するかは不明である。本
研究ではET-1 の関与を調べるために，酢酸誘発潰瘍性口内炎ラットを用いて検討した。
潰瘍部を介した細菌侵入後の ET-1 産生増加は，ETBを介するプロスタノイド産生による TRPA1 活性化を介した
自発痛と ETA/ETB を介した TRPA1 およびTRPV1 活性化が関与する機械的アロディニアを誘発する一方，ET-1 
非依存性経路を介した機械的アロディニアが生じることが示された。これらの結果から，ボセンタンがエンドセ
リンシグナル伝達遮断薬として潰瘍性口内炎患者に対する有効な鎮痛薬として期待される。

研究成果の概要（英文）：ET-1 is upregulated in oral mucosal inflammation, although it has not been 
shown to induce pain in oral ulcers. In the present study, we investigated the involvement of ET-1 
signaling with oral ulcer-induced pain using our proprietary assay system in conscious rats. 
ET-1 upregulation following oral bacterial invasion via the ulcerative region elicits TRPA1-mediated
 spontaneous pain due to ETB receptor-accelerated prostanoid production, and TRPA1- and 
TRPV1-mediated mechanical allodynia via both ETA and ETB receptors, while ET-1-indepedent pathways 
also induce pain
in the model. The findings highlight the potential of endothelin signaling blockers as effective 
analgesics for oral ulcer patients, together with the significant analgesic effects of the 
clinically available drug bosentan.

研究分野： 歯科麻酔学

キーワード： Orofacial pain　Oral Pathology　Inflammation　Neuropharmacology　Neuroscience　Infectious dis
ease
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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 
 

   再発性アフタ性口内炎患者，義歯や歯
科矯正器具の装着患者および化学放射
線治療中のがん患者では，潰瘍性口内炎
が頻繁に発症し，その痛みが食事中の咀 
嚼や嚥下を妨げ，最終的に患者の QOL 
が低下する。しかし，潰瘍性口内炎の疼
痛発生機序については不明な点が多く，
有効な治療法は少ない。これまで我々は
潰瘍性口内炎の疼痛メカニズムを解明
し，より適切な鎮痛法を探るために，覚
醒下ラットにおける新規口腔内疼痛評
価法を開発した。そして，様々な潰瘍性
口内炎ラットモデルにおいて，TRPV1，
TRPA1，TRPV4 の活性化/感作による COX
依存性自発痛および COX 非依存性機械
的アロディニアの発生機序を明らかに
した。 
 ET-1 は 21 個のアミノ酸ペプチドで
あり，エンドセリン変換酵素，キマーゼ
/ネプリライシンによって big ET-1 か
ら変換され，主に血管内皮細胞および上
皮細胞に由来する。このペプチドは，潰
瘍性口内炎や歯肉炎症により発現が増
加し，プロスタノイド産生を促進するこ
とが報告されている。ET-1 受容体の ETA

および ETBは，上皮細胞や炎症細胞だけ
でなく，末梢感覚神経においても発現す
る．ETA の活性化はプロテインキナーゼ 
C の活性化を介してカプサイシンに対
する応答性を増強させ，ETB の活性化は
三叉神経節ニューロンにおける細胞内
ストアからの Ca2+放出を誘導する。ラッ
トの口唇や顎関節へ ET-1 を投与する
と，疼痛関連行動が誘発され，また眼窩
下神経傷害モデルラットにおいても，ETA

および ETB受容体を介した機械的および
熱アロディニアが生じる。これらのこと
から，ET-1 シグナル伝達は，口内炎部
における COX 依存性または非依存性に
疼痛を誘導する可能性がある。 
 

２． 研究の目的 
 

   侵害受容性 TRP チャネルを軸とした
潰瘍性口内炎誘発疼痛における ET-1 
シグナル伝達の関与について検討した。
実験には，酢酸誘発潰瘍性口内炎モデル
ラットを使用した。 

 
３． 研究の方法 
 

①使用動物 
   雄性 Wistar ラット（8-9 週齢）を用

い、潰瘍性口内炎モデルを作製した。
ラ ッ ト を ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル
（50mg/kg，腹腔内投与）で麻酔した．
9 mm 2 の濾紙を 50％酢酸に浸し，下
顎口腔前庭に 30 秒間留置すること

で口内炎を惹起した。 
 
  ②口腔粘膜表面の pH 測定 

酢酸処理後の酸性度を確認するため
に，2％イソフルラン麻酔下にて下顎
口腔前庭粘膜表面の pH を，小電極を
用いて，ポータブル pH メーターにて
測定した。 

 
③組織学，免疫組織化学、免疫蛍光染色 
酢酸処理後の口内炎重症度を評価す
るために，HE 切片にて口腔粘膜表面
から筋肉層までの垂直的距離を計測
した。 

 口内炎部組織のパラフィン切片につ
いてトルイジンブルー染色を行い，肥
満細胞の脱顆粒を評価した。 

 ET-1 産生を調べるため，免疫組織化
学的手法を用いて ET-1 の免疫染色
を行った。 

 潰瘍部を支配する一次感覚神経を標
識するために，酢酸処理 2 日前に 50 
μL のハミルトンシリンジと 30G の
注射針を用いて下顎口腔前庭部に逆
行性神経トレーサーFluoroGold（FG，
in saline 4％）10 μL を投与した．
FG 投与 4 日目に TG を採取した。ラ
ット一匹あたり TG5 枚の切片におけ
る FG 標識細胞および FG 標識 
TRPV1 /TRPA1 陽性（IR）細胞の総数
を算出した。 

 
④細菌数カウントおよび酵素結合免疫
吸着法 

 潰瘍性口内炎ラット（酢酸処理 1, 2 
日目）下顎口腔前庭組織を採取し、細
菌培養プレートのコロニー形成数
（CFUS）をカウントした．CFUS の数
は，組織重量ごとに算出した。 

 次に、BCA タンパク質アッセイキット
を用いて全タンパク質濃度を測定し
た．上清中の IL-1β，IL-10，ET-1，
PGE2、15d-PGJ2 および好中球エラスタ
ーゼの濃度を ELISA キットでそれぞ
れ測定した。 

 
⑤定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 
 粘膜組織および TG の第 3 枝を採取
し，直ちに RNAlater に浸け，マイナ
ス 80℃で凍結させた．解凍後，ホモ
ジナイズを行い，RNeasy Mini Kit を
用いて全 RNA を抽出し，ランダムヘ
キサマーを用いて逆転写した。
THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix を用いて 
7300 リアルタイム PCR システムに
て cDNA を増幅させた。TRPV1 ， 
TRPA1 ， TRPV4 およびβ - a ctin の
プライマーセットに加えて，それぞれ
のプライマーセットを使用した。 

 



  ⑥薬物投与 
   抗菌薬として，スルファメトキサゾー

ル（800 μg/mL ）とトリメトプリム
（400 μg/mL ）を飲料水に溶解し，
酢酸処理の 2 日前から飲水を開始し，
4 日間（酢酸処理 2 日目まで）継続
した．抗炎症薬として，非選択的 COX 
阻害薬インドメタシン（ 5 mg/5 
mL/kg，）を腹腔内投与した。薬物投与
は酢酸処理 2 日目（行動実験の 4-6 
時間前）に一回行った。潰瘍性口内炎
誘発疼痛における ET-1 シグナル伝
達の関与を評価するために，ET-1 非
選択的受容体拮抗薬であるボセンタ
ン（10 mg/mL/kg，10％DMSO in saline）
を，酢酸処理 2 日目（行動実験の 1 時
間前）に尾静脈投与した。 

   潰瘍性口内炎ラットの局所疼痛メカ
ニズムを調べるために，2％イソフル
ラン麻酔下（組織採取および行動試験
の 1 時間前）にて以下の薬液（20 μ
L）を浸した綿球を潰瘍部に 5 分間留
置した。 
口腔粘膜における ET-1 誘発痛のメ
カニズムを調べるために，100 μM の 
ET1 または ETB 受容体選択的作動薬 
ET-3（10 μL in saline）を，50 μL 
ハミルトンシリンジと 30G の注射針
を用いて，2％イソフルラン麻酔下に
て下顎口腔前庭部に粘膜下投与した。 
局 所 塗 布 と 同 濃 度 の  SB-366791
（TRPV1 ），HC-030031（TRPA1 拮抗薬）
および RN-1734（TRPV4 拮抗薬，）を，
各 TRP チャネル活性化をブロックす
るために ET-1 または ET-3 と共投
与し潰瘍性口内炎ラットにおける 
TRPV1 感受性について調べるために，
口腔内滴下法を用いて覚醒下ラット
の口腔粘膜に TRPV1 活性化薬 CPS
（100 μM in 0.1％DMSO 含有水;）を
滴下した．術者の左手にラットを保持
し，人差し指を用いてラットの下顎口
腔粘膜を露出した。そして露出粘膜に
向けてプラスチックスポイトを用い
て CPS 溶液を滴下した。 

 
  ⑦疼痛関連行動の測定 

自発痛および CPS 誘発痛の指標であ
るラビング行動（口舐め行動）を測定
した。16：00-18：00 の間に自発痛お
よび CPS 誘発痛の評価としてそれぞ
れ 10 分間または 3 分間，ラビング
時間を測定した。 
口腔粘膜への機械的刺激に対する逃
避閾値は，フォンフライフィラメント
（0.1, 0.12, 0.2 および 0.3 g の自
作フィラメントを含むフィラメント 
0.02—0.4g）を用いて測定した．Naive 
および潰瘍性口内炎ラットの口腔粘
膜に機械的刺激を加え，機械逃避閾値

は，アップダウン法に従い逃避行動を 
示す最低値として定義した．各測定は 
3-4 分間隔で 5 回繰り返し，測定値は
最大値と最小値を除いた 3 回分の平
均値を算出した。 
 

４． 研究成果 
 

  ①口腔粘膜への酢酸処理後の病態 

 酢酸処理 3 分後の粘膜表面は強酸性（≈ pH 
3）であったが，30 分後では弱酸性（≈ pH 6）
を示した。酢酸処理 1 日目には正常レベルに
回復したが，酢酸処理 2 日目には pH がわ
ずかに低下した（A）。酢酸処理 1 日目の組
織学的観察により，粘膜層の肥厚および所々
での基底層の消失が認められた。酢酸処理 2 
日目には基底層が剥離し，潰瘍形成が認めら
れた（B）。筋肉層と粘膜表面間の距離は，酢
酸処理 1, 2 日目に有意に拡大した（C）。潰
瘍部の炎症性サイトカイン IL-1β と抗炎
症性サイトカイン IL-10 の濃度は酢酸処理 
1 日目に有意に増加し，2 日目では徐々にベ
ースラインに戻った（D，E）。IL-10 の濃度
は，IL-1β の濃度よりも低かった．さらに
潰瘍部とは異なり，酢酸処理 1 日目の血漿
中 IL-1β と IL-10 の濃度は変化しなかっ
た（F）。よってサイトカインレベルは全身性
には変化しないことが示唆された。 
 

②潰瘍部における ET-1 の発現 

 酢酸処理 2 日目において潰瘍部全体で 
ET-1 陽性像が認められた（A）。また，潰



瘍部組織中の ET-1 量も有意に増加した
（B）。潰瘍部における CFUS 数も有意に増
加した（C）。この ET-1 濃度と CFUS の増
加は抗菌薬前処置によって抑制されたこ
とから，ET-1 産生は酢酸処理 2 日目の潰
瘍部における細菌侵入によって引き起こ
されることが示唆された。 
 血 小 板 活 性 化 因 子 受 容 体 拮 抗 薬 
Web2086 とキマーゼ阻害薬キモスタチン
の潰瘍部への局所塗布により，潰瘍部 
ET-1 量は有意に抑制されたが，ECE/ネプ
リライシン阻害薬のホスホラミドン塗布
では変化しなかった（D）。口腔粘膜におけ
る 2 つの ECE サブタイプである ECE-1 
と ECE-2 の mRNA 量は，N潰瘍性口内炎ラ 
ットにおいて有意に減少したが，一方で 
ET- 1 前駆体遺伝子 EDN1 に変化はなかっ
た（E）。肥満細胞はキマーゼを小胞内に持
っているため，肥満細胞の細胞内顆粒を識
別するトルイジンブルー染色を行った．潰
瘍部のほぼすべてのトルイジンブルー陽
性細胞は小さくなっており，肥満細胞が脱
顆粒したことが示唆された．一方，Naive 
ラットにおいては，脱顆粒像はほとんど見
られなかった（F）。 
 
 ③自発痛の発症メカニズム 

潰瘍性口内炎ラットにおける自発ラビング
時間の延長は，Web 2086 とキモスタチンの
局所塗布によって有意に抑制されたが，ホス
ホラミドン塗布では変化しなかった（A）。
ET-1 非選択的受容体拮抗薬であるボセンタ
ンの尾静脈投与と ETB 受容体拮抗薬 BQ-788 
の局所塗布により，自発ラビング時間は有意
に抑制したが（B）、ETA 受容体拮抗薬 BQ-123 
の局所塗布では変化しなかった（C）。潰瘍性
口内炎ラットにおける潰瘍部の PGE2 と 
15d-PGJ2 量は Naive ラットと比較して有意
に増加していた（D，E）が PGI2 は変化しな
かった（F）。PGE2の増加は，BQ-788 の局所塗
布によって Vehicle 群と比較して有意に減
少した（D）が，15d-PGJ2 と PGI2 は変化しな
かった（E、F）。PGE2 受容体 EP1 拮抗薬 
ONO-8711 と TRPA1 拮抗薬 HC-030031 の局
所塗布により、延長した自発ラビング時間が
有意に抑制された（G、H）。しかし，TRPV1 拮

抗薬 SB-366791 と TRPV4 拮抗薬 RN-1734 
の塗布では，変化しなかった。 
 
④機械的アロディニアの発症メカニズム 

ボセンタンの尾静脈投与と BQ-123 および
BQ-788 の局所塗布により，OUM ラットで機械
逃避閾値の低下が抑制した（A，B）。HC030031，
SB-366791 および RN-1734 の局所塗布もま
た，機械逃避閾値の低下を抑制した。本研究
において，P2X3 拮抗薬 A-317491 の局所塗
布では，機械逃避閾値に変化は認められなか
った。ポリミキシン B（リポ多糖拮抗薬）と 
FSLLRY-NH2（PAR2 拮抗薬）の局所塗布は，潰
瘍性口内炎ラットにおける機械逃避閾値の
低下を有意に改善した（C）。ET-1 および ETB
の特異的作動薬である ET-3 を Naive ラッ
トの下顎口腔前庭に粘膜下投与した。その結
果，ET-1 と ET-3 ともに機械逃避閾値を有
意に低下させ（D），口腔粘膜における 
ETA/ETB 活性化による機械的アロディニア
の発生を示した。ET-1 誘発性機械的アロデ
ィニアは，RN-1734 では阻害されず（D），
SB-366791 と HC-030031 によって阻害され
たことから，TRPV1/TRPA1 が関与することが
示唆された。また，ET-3 誘発機械的アロデ
ィニアは，HC030031 でのみ抑制されたことか
ら（D），TRPA1 が関与することが示唆された。 
CPS 溶 液 滴 下 後 の ラ ビ ン グ 行 動 は ，
SB-366791 の局所塗布と抗菌薬による前処
理で有意に抑制された．しかし，インドメタ
シン前処理（E）では抑制されなかった．BQ123 
は CPS 誘発ラビング行動を有意に抑制した
が，BQ-788 では抑制しなかった（F）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 ⑤口腔粘膜と TG における ET 受容体お
よび TRP チャネルの発現レベル 

 
 ETA 遺伝子 EDNRA および TRPV1 と TRPA1 
は，健常口腔粘膜に比べて潰瘍部で有意に低
かったが，ETB 遺伝子 EDNRB および TRPV4 
に差は認められなかった（A）。TG ニューロ
ンの第 3 枝領域においては，これらの遺伝
子の発現量に差は認められなかった（B）。口
腔粘膜部を支配する FG 標識 TG ニューロ
ンの約 40％が TRPV1 および TRPA1 陽性で
あった（C，D）。健常粘膜と潰瘍部をそれぞ
れ支配している FG 標識 TG ニューロンの
うち TRPV1 発現細胞の数に差はなかったが，
TRPA1 発現細胞数は，潰瘍性口内炎部支配 
TG ニューロンにおいて有意に高く，TRPA1 
発現細胞数の増加を示した（C，D）。 
 
 ⑥潰瘍性口内炎誘発性疼痛発症メカニズ
ムの概略図 

酢酸処理 2 日目の潰瘍部における細菌侵
入後，血小板活性化因子（PAF）やシクロオ
キシゲナーゼ（COX）を介したプロスタノイ
ド産生により誘発される肥満細胞から放出
されるキマーゼによって ET-1 が合成され
る．潰瘍部の ETB受容体は，PGE2合成に関連
し，その結果，EP1 受容体活性化を介して末
梢感覚神経線維上の TRPA1 活性化が起こる．
PGD2 から変換された 15d-PGJ2は，末梢感覚
神経線維上の TRPA1 を直接活性化する。こ
れらの COX 依存性の経路は，TRPA1 活性化の
自発痛誘発（紫色）に寄与する．COX 非依存
性経路として，ET-1 は末梢感覚神経線維上
の ETA および ETB 受容体を直接刺激する。 

TG 上のこれらの ET-1 受容体活性化は，CPS 
誘発痛および TRPV1 または TRPA1 活性化
機械的アロディニアに寄与する．機械的アロ
ディニア誘発（白）のための ET-1 非依存性
経路として，LPS による直接的 TRPA1 活性化
経路と好中球エラスターゼによる TRPV4 の
間接的な活性化経路が考えられる。TRPA1 お
よび TRPV4 は，機械的刺激（MS）によって
活性化される。 
 
【結論】 
 
・潰瘍部を介した細菌侵入後の ET-1 産生増

加は，ETBを介するプロスタノイド産生によ
る  TRPA1 活 性 化 を 介 し た 自 発 痛 と 
ETA/ETB を介した TRPA1 および TRPV1 活
性化が関与する機械的アロディニアを誘
発する一方，ET-1 非依存性経路を介した
機械的アロディニアが生じる。 

 
・現在臨床で使用されているボセンタンがエ

ンドセリンシグナル伝達遮断薬として潰
瘍性口内炎患者に対する有効な鎮痛薬と
して使用されることが期待される。 
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