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研究成果の概要（和文）：　末梢感覚神経レベルでアドレナリン作動系とTRPV1の機能的連関により疼痛抑制が
生じるか検討した。ラット後肢足底に投与したcapsaicinによる疼痛行動量は同箇所に投与したnoradrenaline 
(NA)やclonidineにより減少したが、反対側に投与した場合には無効であった。一次感覚神経にはα2受容体と
TRPV1が共発現していることが免疫組織化学により明らかになった。単離した感覚神経の細胞体で生じる
capsaicin反応はNAやclonidineにより強力に抑制された。
　一次感覚神経繊維の末梢端でのα2受容体によるTRPV1活性抑制が疼痛抑制の基盤機構となっていることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：We examined whether functional associations between adrenergic systems in 
peripheral sensory systems and TRPV1 caused analgesia. Although, nociceptive behaviors induced by 
capsaicin injected into rat hind paws were reduced by noradrenaline (NA) and clonidine, a selective 
α2 agonist, injected into the same site, they were not affected when adrenergic agents were 
injected into contralateral hind paws. Immunohistochemical experiments revealed α2 receptors and 
TRPV1 were co-expressed in the cell body of the primary sensory neurons. Electrophysiological 
capsaicin responses observed in isolated primary sensory neurons recorded by the patch clamp method 
were extensively inhibited by NA and clonidine, and these effects were inhibited by yohimbine, a 
selective α2 antagonist.
 These results suggest that inhibition of TRPV1 activity by α2 adrenoceptors on sensory peripheral 
nerve terminals causes the analgesic effect.

研究分野：神経生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　Clonidineなどのα2作働薬が鎮痛作用を示すことが知られていたが、その作用機序は不明であった。脊髄には
noradrenalineに依る下降性疼痛抑制系という疼痛緩和システムが備わっており、α2作働薬もこれに作用すると
考えられてきた。しかし本研究により、末梢感覚神経のレベルでα2受容体の活性化が、侵害受容神経繊維にお
いて痛み刺激を受容するとされているTRPV1チャネルの活性を抑制することで、末梢性に鎮痛作用を示しうるこ
とが明らかとなった。α2作働薬の主な作用は中枢性の鎮静作用であるが、末梢性の鎮痛作用が明らかになった
ことは、臨床上の薬物の選択や投薬方法の戦略構築の一助となる成果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
生体にとって痛みを感知することは、有害な刺激から生命を守るために非常に重要である。脊
椎動物において、皮膚で感知された痛み信号は一次感覚神経によって脊髄まで伝えられ、脊髄背
角で二次神経に伝達される。そしてこの情報は脊髄内の伝導路を上行して視床を経て大脳皮質
の感覚野に投射し、「痛み（疼痛）」として認識される。また、生体にはこのような疼痛を感知す
る機構に加えて、その痛みを「緩和する機構」も備わっている。中枢神経系にある下降性疼痛抑
制系（descending antinociceptive system, DAS）は痛み緩和機構の代表例であり、5-HTや
noradrenaline (NA）はこの機構を仲介する神経伝達物質である。5-HTやNAは脊髄背角で一次感
覚神経の中枢末端と二次感覚神経の細胞体に作用することが報告されている。NAは脊髄背角に
伸長している一次感覚神経の中枢端に発現しているα2アドレナリン受容体に作用し、一次感覚
神経繊維からの興奮性神経伝達物質の放出を抑制し、鎮痛効果を発揮する。一方、末梢組織では、
α2受容体作働薬であるclonidineの局所投与により熱刺激によって誘発された疼痛関連行動が
抑制されること、α2受容体拮抗薬であるyohimbineがclonidineの鎮痛作用を阻害することが報
告されている。副腎髄質においては血中にNAとadrenalineが分泌されること、皮下にアドレナリ
ン作動性神経繊維が分布していることを踏まえると、アドレナリン作動系が末梢神経組織レベ
ルにおいても鎮痛作用を発揮している可能性が考えられる。しかし、この現象の基盤となる機構
は不明である。 
 
 
２．研究の目的 
 
体表面において痛みの原因となる侵害刺激を受容する分子の代表例として非選択性陽イオンチ
ャネルであるTransient receptor potential subfamily V, member 1 (TRPV1)が挙げられる。
ラット背根神経節ニューロンの細胞体において、TRPV1活性化薬であるcapsaicinにより誘発さ
れる電流応答をα2受容体の活性化が抑制すること、一次感覚神経中枢端からのcapsaicin誘発性
の神経伝達物質の放出がα2受容体の活性化により抑制されること、その細胞内機構がカルモジ
ュリン依存性キナーゼIIに依存していることが報告された。しかしながら、脊椎内にある一次感
覚ニューロンの細胞体で観察されたこのような現象が一次感覚神経末梢端の局所でも生じるか
は不明である。本研究では、末梢感覚神経繊維レベルで局所性にα2受容体を介したTRPV1の抑制
が生じ、その結果として鎮痛作用を発揮するかを行動学的実験によって、そしてその相互作用の
詳細な機構を電気生理学的実験、生化学的実験、免疫組織化学的実験により検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 動物実験 
 
全ての動物実験を鳥取大学のガイドラインに則り実施した。本研究では7—10週齢の雄性ウィス
ター系ラットを用いた。ラットは室温22—24℃、12時間の明暗周期に制御された飼育室で、摂食、
飲水が自由な環境で飼育した。 
 
(2) 疼痛関連行動の計測 
 
 ラットの後肢、足底にcapsaicin (250 pmol)を投与し、投与後10分間に示した疼痛関連行動の
時間を計測した。Capsaicin投与は1日空けて2回行い、2回目の投与は選択的α2受容体アゴニス
ト（clonidine）またはTRPV1抑制薬（capsazepine, JNJ-17203212）を処置した上で行った。
Capsaicinテストの他、Hargreave’sテストにより熱刺激に対する応答性、ホルマリンテストに
よりホルマリンに対する応答性についても検討した。 
 
(3) リアルタイムRT-PCRによるα2受容体ｍRNAの定量 
 
 ラット背根神経節よりmRNAを抽出し、cDNAに逆転写してリアルタイムPCRを行った。内因性対
照としてGAPDHを用いて、α2A、α2B、α2Cアドレナリン受容体のmRNAレベルを∆Ct法により比較定
量した。 
 
(4) 免疫組織化学によるα2受容体とTRPV1の発現解析 
 
 ラット背根神経節組織のパラフィン包埋切片を作製し、抗α2A抗体、抗α2C抗体を用いて免疫
染色を行った。α2受容体を検出した切片の連続切片に対して抗TRPV1抗体を用いた免疫染色を行



い、各α2受容体とTRPV1が共発現しているかを検討した。 
 
(5) 電気生理学的実験によるTRPV1活性の計測 
 
 ラット背根神経節より酵素処理により細胞を単離して3—7日間培養した後に、パッチクランプ
法による全細胞電位固定記録により細胞膜電流を計測した。TRPV1の活性は保持電位-60 mVで
capsaicin (1 µM)により生じる内向き電流の振幅を基準に評価した。Capsaicin反応は反復刺激
により徐々に振幅が減少する脱感作反応を示すため、１回目の反応の振幅に対する2回目の反応
の振幅の相対値を基準に、各種α2アゴニストの作用を評価した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 疼痛関連行動に対するclonidineの局所性作用 
 
 ラットの後肢足底にcapsaicin 
(250 pmol)を投与したところ、およ
そ10分間にわたって疼痛関連行動を
示した。翌日に反対側の後肢に同量
のcapsaicinを投与した場合の行動
量に差は見られなかったので、1日目
の行動量を対照として、2日目の各種
薬物存在下での行動量を評価した。
Clonidine (50 nmol)ならびに、
TRPV1抑制薬であるcapsazepine (5 
nmol)、JNJ-17203212 (5 nmol)を、
capsaicinを投与した側の足底に投
与した後のcapsaicin反応は有意に
小さかった（図 1A,C ）。また、
clonidineとcapsazepineまたはJNJ-
17203210を併用した場合の疼痛関連
行動量はそれぞれを単独で投与した
場合と有意差はなかった（図1D）。Clonidineをcapsaicinとは反対側の足底に投与した場合には、
capsaicin誘発性の行動量に差は見られず、clonidineの鎮痛作用は片側性であった（図1B）。 
 Hargreave’sテストにより熱刺激に対する応答性を検討したところ、clonidineとcapsazepine
は片側性に熱刺激に対する反応を減弱させた。 
 足底に投与したホルマリンは投与直後の15分に第１相、それ以降に第2相の疼痛反応を示す。
ホルマリンを投与した側の反対側にclonidine (25 nmol)またはcapsazepine (30 nmol)を投与
しても、第1相反応の量に差は無かったが、同側に投与したところいずれの場合にも疼痛関連行
動量が有意に減少した。 
 これら一連の成績は、clonidineが片側性に三種類の刺激による疼痛関連行動を抑制すること
を示しており、clonidineにより活性化される一次感覚神経の末梢端のα2アドレナリン受容体の
活性化がTRPV1の活性化に起因した疼痛に対する鎮痛作用に関わっていることを示唆している。 
 
 
(2) 背根神経節組織に発現するα2受容体サブタイプ 
 
 3つのα2アドレナリン受容体(α2A、α2B、α2C)のうち、どのサブタイプの受容体が背根神経節
に優勢に発現しているのかをリアルタイムRT-PCRにより相対的に検討した。GAPDHを内部標準と
して計算した∆Ct値はα2Cが最も小さく、以降α2A、α2Bの順で小さかった。α2C受容体と比較した
場合のα2Aとα2Bの∆Ct値はそれぞれ3.21±0.31 (n = 8)、6.24±0.26 (n = 8)であった（平均値
±標準誤差）。この成績は背根神経節に最も優勢に発現しているmRNAはα2C受容体であり、α2A受
容体がそれに続くものであることを示している。 
 
 
(3) 一次感覚ニューロンにおけるα2アドレナリン受容体とTRPV1の共発現 
 

図１ Capsaicinに対する疼痛関連行動に対するclonidineとJNJ-
17203212の作用 
(A) Clonidineはcapsaicin反応を有意に減弱させた。(B) Capsaicinとは
反対側に注射したclonidineは影響なしだった。(C) JNJ-017203212 
(JNJ)はcapsaicin反応を有意に減弱させた。(D) ClonidineとJNJを併用し
ても抑制作用に差は見られなかった。 



 ラット背根神経節組織から連続パラフィ
ン切片を作製し、抗α2A抗体、抗α2C抗体、抗
TRPV1抗体を用いた免疫染色を行った。背根
神経節ニューロンはその細胞体のサイズに
応じて、小型、中型、大型に分類される。明
瞭なTRPV1様の免疫原性は小型と中型のニ
ューロン細胞体で確認された（図2A左,B
左）。α2Aとα2Cアドレナリン受容体様免疫原
性も小型と中型と細胞体に見られた（図2B
右,A右）。また、TRPV1とα2A受容体、TPRV1と
α2C受容体の免疫原性像はそれぞれ同一の
ニューロン細胞体で検出された。抗α2B抗体
を用いた染色も行ったが、十分な免疫陽性
像は確認出来ず、発現密度が他のサブタイ
プと比較して非常に低いと考えられた。こ
れらの成績は、一次感覚神経において、
TPRV1とα2Cあるいはα2Aアドレナリン受容
体が共発現していることを示しており、末
梢神経繊維末端においても同様にTRPV1と2
種のα2受容体が同じ神経繊維に発現してい
る可能性を示唆している。 
 
 
(4) 細胞レベルでのTRPV1とα2アドレナリン受容体の機能的連関 
 
ラット背根神経節より単離し培養したニ
ューロンからパッチクランプ法による全細
胞電位固定記録により電流応答を記録し
た。ニューロンを-60 mVに電位固定し、
capsaicin (1 µM)によりTRPV1を活性化し
たところ、一部の細胞では陽イオンの細胞
内への流入を反映する内向き電流が誘発さ
れた。NAの前適用によりcapsaicin電流の振
幅は減少した。この作用はNA濃度依存性で
あり、0.1 pM以上の濃度で有意な抑制作用
が確認され、最大抑制率は87.3 ±16.2% (n 
= 6)であった（平均値±標準誤差）。 
NAによるcapsaicin電流抑制作用は、α2受
容体の特異的拮抗薬であるyohimbineによ
り有意に阻害された。また、clonidine (1 
pM)とdexmedetomidine (1 pM)によっても
capsaicin電流は強力に抑制され（図3A,C）、
このclonidineの作用もyohimbineによって
阻害された（図3B,C）。 
また、NAによるcapsaicin電流抑制作用
は、GTP結合タンパク質の作用を抑制する
GDPβSと百日咳毒素、プロテインキナーゼ
Aの触媒サブユニット、脱リン酸化酵素抑制薬であるオカダ酸によって減弱した。これらの成績
は、背根神経節ニューロンにおいて、TRPV1の活性をα2アドレナリン受容体が抑制性に制御して
いることを示しており、単一細胞レベル、単一神経繊維レベルでα2受容体の活性化がTRPV1の活
性を抑制している可能性が示唆された。 
 
 
 一連の成績により、一次感覚神経繊維の末梢端で生じるα2アドレナリン受容体によるTRPV1活
性の抑制が、末梢組織でのアドレナリン作動系で生じる疼痛抑制の基盤機構となっている可能
性が示唆された。 

図2 一次感覚神経節（背根神経節）におけるTRPV1、α2A、
α2C受容体の免疫染色像 
TRPV1（A左, B左）、α2A（B右）、α2C（A右）の免疫応答性を
DABで可視化した。矢印:陽性の小型ニューロン。矢頭：陽性の
中型ニューロン。 

図3 Capsaicin電流に対するclonidineとdexmedetomidineの作用 
(A) Clonidine存在下ではcapsaicin電流の振幅は大きく減少し
た。(B) Yohimbineはclonidineのcapsaicin電流減弱作用を抑制し
た。(C) Dexmedetomidineもclonidineと同様にcapsaicin電流を減
弱させた。 
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