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研究成果の概要 :ラット食道への酸刺激により、脊髄後根神経節 (DRG)お よび食道粘膜内で、

胸焼けなどの知党に関与する受容体 (TRPVl)お よび神経伝達物質 (substance P、NGF)の

産生が元進することが明らかとなつた。胃食道逆流症患者における知覚過敏のメカニズム解明

につながる研究成果であ り、酸分泌抑制剤でコン トロール不良な患者では、将来、TRPVl,

substance■NGFな どを標的とした創薬が期待 される。
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l.研 究開始当初の背景

(1)上部消化管内視鏡検査にて異常を認めな

いが、胸焼け、胃痛等の消化器症状を呈する

機能性上部消化管障害 (nOnerosive reflux

disease(NERD), functional dyspepsia (FD))

は、 日常臨床にて最も道遇する機会の多い疾

患であるが、発症機序、病態、治療に関して

は不明な点も多い。NER D患者では軽度の食道

内圧増加や酸負荷に対 して容易に痛みや胸焼

けを自党する知覚過敏が存在することが指摘

6月

されているが詳細は不明である。われわれは、

これまでにヒ ト内視鏡下生検食道粘膜組織

を用いて粘膜内の炎症マーカーを評価 し、胃

食道逆流症 (GERD)のみならずNERDにおいて

も粘膜内での微小な炎症が存在す ることを

報告 してきた。

(2)さらに、最近、胸焼けを主症状とするNER

D患者の食道粘膜において、種々の神経伝達関

連物質すなわち、酸を感知する侵害受容器で

あるバニロイ ド受容体 (TRPV l)、TRPVlの活性



化により放出される神経ペプチ ドのサブスタ

ンスP(S P ) , S Pの 受容体であるニューロキニ

ン 1受 容体 (NK l R )が増加 していること、SP量

と胸焼け症状の強さが相関することを報告 し

た。従来より、胃ではTRP V l陽性神経の活性化

により、神経終末よりSPやCGR Pなどが放出さ

れることが知 られていたが、ヒト食道におけ

る詳細な検討はなされておらず、われわれの

知見はNER D患者における知覚過敏の原因に、

粘膜内での侵害受容器および神経ペプチ ド産

生の発現元進が関与することを示唆 している。

しか しながら、どのような因子が粘膜内でのT

RP V lや神経ペプチ ドの発現制御に関与 してい

るかの詳細は不明である。

(3)最近、種々の炎症に伴い、TRP V lなどの侵

害受容器が脊髄後根神経節 (DR C )の神経細胞

体で作 られた後、軸索上を末梢まで輸送され

リボゾー‐ム上でTRP V l蛋白が合成されること

が報告されている (J N e u r o c h e m , 2 0 0 1 )。一

方、食道 と同じ重層扁平上皮からなる皮膚に

おいては、TRP V lなどの侵害受容器や神経ペブ

チ ドの産生に、神経成長因子 (ne r v e  g r O w t h

f a c t o r i  N G F )が重要な働 きをしていることが

十旨摘さオ化ている。NGFは角質ネ田月包、線維芽孫田胞、

肥満細胞、マクロファージ、Tリンパ球などの

多くの細胞より産生され、侵害受容線維の軸

索仲長、侵害受容器 (TR P V l )の産生と軸索輸送、

SPやCGR Pの産生を誘導する(Ne u l‐on , 2 0 0 2 ) .

すなわち、侵害受容線維の末梢 自由終末のTr

K A ( N G Fの受容体)と結合 したNG Fは、逆行性にD

R Gにある侵害受容神経細胞体に運ばれ、TR P V

l , S P , C G R Pの産生を促進する。その後、TR P V

l m R N Aおよび蛋 白が順行性軸索流に乗つて末

梢 自由終末に運ばれ、そ この細胞膜に取 り込

まれて、刺激に対する感受性を高めることが

明 らかにされている。すなわち、TR P V l、S P、

CG R PのD R Cでの産生増加お よびDR Cから末梢神

経終末への移動の最大の刺激がNG Fと考 え ら

れる。 し か し、これまで消化管知覚特に食道

知党異常におけるNGFの役害|、消化管粘膜内の

侵害受容器や神経ペプチ ド発現へのNGFの影

響などは全く検討されていない。種々の細胞

がNGFを産生することより、NERD患者でのTRP

VlやSPの発現増加、知党過敏にNGFが関与 して

いることが想定される。

2.研 究の目的

本研究では、ラット食道炎モデルを用いて、

食道知党過敏に関連する酸感受性侵害受容

器 TRPVlお よび神経ペプチ ド発現制御におけ

る NGFの 役割について解明 し、将来の創栗に

発展させることを目標 とする。NERD患 者にお

ける食道粘膜内での TRPVlmRNAお よび蛋白の

増加、SPの 増加の原因は明らかではない。こ

の重要な現象の原因が NGFによつて誘導され

ているか否かを明らかに したい。すなわち、
1)酸 などの逆流物の直接刺激および酸逆流

により惹起 される微小な粘膜内の炎症に伴
い重層扁平上皮や問質系細胞、炎症細胞から

産生される NGFの動態、 2)胸 焼けなどの逆

流症状、食道粘膜内での TRP V lおよび SP発

現への N6Fの意義、 3) D R G内 神経細胞体で

の TRP V  l、SPの 発現への NGFの 意義、 4)

DRG内ネ申経ネ田月包体からTRPV l、SPの末梢ネ申経

終末への移動 (軸索輸送)お よび末梢神経終

末の粘膜表層への侵入 (軸索伸長)に おける
NGFの 役害1について明らかにしたい。われわ

れはラッ ト食道粘膜に直接的に酸暴露する
ことにより、粘膜内で SPが 増カロすることを

確認 しているが、本動物モデルを用いて、酸

負荷による直接的な NGFの動態と粘膜内およ

び DRG内での TRPVl,SP,CGRP発 現を検討す

る。 と 卜 NERD患 者の食道粘膜内において

TRPVlや SPが増加 している原因として、種々

の炎症性刺激 (特に NOFの刺激)による DRCニ

ューロンでの TRPVlお よび SP産 生元進が想

定されるため、ラットの DRCを用いてこれ ら

の侵害受容器/神 経ベプチ ドの発現花進を

遺伝子およびタン/くクレベルで評価 したい。

3.研 究の方法
Wistar系 雄性 ラッ トに先端バルーン付きカ

テーテルを経口的に挿入しpHlの塩酸 (塩酸

暴露群)ま たは生理食塩水 (コン トロール群)

をカテーテルの側子しより食道内に注入し、胃

噴門直下でバルーンを拡張させ ることによ

り注入液を食道内に留まらせるようにする。
10分 後に注入 した薬剤を回収 し,1-3時 間

後に食道粘膜および DR6(Th7 9)を採取する。

ラットDRGの採取および取 り扱いは、既に論

文 (Kuramoto H. et ali J Auton Nerv Syst

54:126-136, 1995)として報告 している。 こ

れまでの検討により食道下部の
一
次知党神

経終末は Th7  9のDR Gニューロンと連絡 して

いると考えられる。今回、食道下部への酸暴

露後 Th7  9のDR Gを採取 し、

1 .免 疫組織学的検討 (N G F , T R P V l , S P、C G R P

の タンパ クおよび mR N Aの局在を評価)

2 . E L I S Aお よび ウエスタンブロッ ト法によ

るタンパク定量 (N G F , T R P V l , S P , C G R P )

3  R e a l  t i m e  P C R法 による mR N A定量 (N G F ,

TRPVl, SP, CGRP)

を評価す る。

4.研 究成果

(1)結果

塩酸負荷群および生食負荷群 (コン トロール

群)と もに肉眼的に食道粘膜にはび らん性変



化は認めなかった。コン トロール群に比し、
塩酸暴露群の食道粘膜および DRC(図 1)に

お い て TRP V lの mR N Aお よび タ ンパ クは有 意

に増加していた。

図 l DRGに おける TRPVl発現

免疫染色では、DRG神経細胞内での TRPV l(図

2)お よび substance P(図 3)の 産生が確

認された。

図 2 DRCに おける TRPVl免 疫染色

食道粘膜および DRCで の substance P、NGF

のタンパク発現は有意に増加 していたが、
CGRPの 発現には有意差は認めなかった。
TRPV l若 抗 栗 caps a z e p i n eの投 与 は 、
substance Pの増加を抑制したが NGFの 増加
には有意な影響を及ぼさなかつた。

(2)考察

ラット食道粘膜への酸刺激のみで食道粘

膜および DRGでの NGF/TRPV1/substance Pの

増加を認めた。TRPVl措抗斉J capSazepineの

抑制効果より、substance Pの増加の一部は

TRPVl活性化を介していると考えられた。
一

れ受白旬に、 TRPVl環 やsubstance Pは DRG σ)和中准登

細胞体で産生され、軸索輸送にて末梢神経に

分布することが知られている。TRPV lはタン

パクだけでなくmRNAも軸索を通 り、神経線

維終末まで輸送される。今回の検討で、TRPV

lお よび substance Pの発現元進が DRG内 と

食道粘膜内で連動 していることより、酸の食

道粘膜への暴露が、DRG神経細胞体での TRPVl

および substance Pの産生誘導の重要な刺激

因子と考えられた。酸暴露とTRPV lおよび

substance Pの発現元進を結びつけるものと

して、われわれは NGFに 注目した。NGFは 炎

症細胞、肥満細胞、角化細胞などで産生され、

神経終末の NGF受容体 (TrkA)と結合 し、軸

索流にの りDRGま で運ばれ、神経細胞体での

TRPV l、substance P,CGRPなどの産生を末U

激するとされる。今回、酸刺激後 3時 間で食

道粘膜内での NGFの 産生が元進 していたが、

時間的経過、産生細胞などは不明である。今

後、NGFの 阻害が、TRPVl、substance Pなど

の発現に及ぼす影響を検討する必要がある。

本研究の結果 とこれまでわれわれが検討

してきた NERD患者の研究結果から、NERD患

者の知党過敏における侵害受容器、神経ペプ

チ ドの意義は以下のように考察される。酸暴

露により食道粘膜内に増加 した NGFが軸索輸

送され DRGの神経細胞を刺激 し、TRPVlお よ

び substance Pが産生されること、増加 した

D R G内 の TRP V lお よび sub s t a n c e  Pが 食 道 粘

膜内の神経末端まで軸索輸送されること、酸

暴露による食道粘膜内 TRPVlの 活性化は、軸

索反射により食道粘膜内に substance Pを増

加させ血管透過性元進、浮腫などの神経炎症

を惹起するだけでなく、DRGか ら脊髄後角、

中枢へと伝達され、胸焼けや胸痛などの知覚

に関与することなどが想定される。NERD患者

ではTRPVlの発現が元進している結果、少量

の酸刺激でもこれらの刺激伝達路が増強さ

れ知覚過敏をきたすのではないかと考えて
いる。酸分泌抑制剤で症状コントロール不良

図 3 DRGに おけるsubstance P免 疫染色



な NERD患 者では、将来、TRPVl,substanco P,

NG『な どを標的 とした自党症状改善薬が有効

であるか もしれないc今 回の結果により、食

道への酸暴露によりNG「,1 R` PVl,substance P

が DRG,食 道粘膜内で増加がすることが確認

された。 これ らの侵害受容器、神経ペプチ ド

の増加が NERDの 知覚過敏に関与するとい う

われわれの仮説についてはさらに検討する

必要がある。
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