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研究成果の概要： 
「末梢感作」に同期したMAPKのリン酸化と、自発痛ではなく動作に伴う疼痛を特徴とする顎関節
の疼痛の関連に着目した研究であり、目的としては顎関節痛モデル動物において１）痛みを起こ
す刺激がMAPKを活性化するのか。２）MAPK は末梢で何を標的としているのか、さらに３）MAPK
を末梢で阻害することで顎関節痛を改善し得るのか、を解明するのが目的である。顎関節痛モ
デル動物におけるMAPKの活性化の検討するために、起炎剤(complete Freund's adjuvant :CFA)
を用いて、顎関節局所の炎症モデルを作成し、滑膜や軟骨での末梢神経終末でMAPK(ERK, p38, 
JNK)のリン酸化を検討した。リン酸化ERKの染色は、三叉神経節内のサテライト細胞及び小型を
中心とした神経細胞に見られた。顎関節炎モデルの炎症側三叉神経節での小型細胞の染色が、
反対側に比べて増加しており現在定量化を進めている。 
また、炎症痛のメカニズム解明のため、末梢神経の感作機構を探る研究として、PAR2（proteinase 
activated receptor）による痛みチャネルである TRPA1 の感作機構の実験を施行した。その結
果、PAR2 の活性化の下流に存在する PKA と PKC のシグナル伝達系の両方が TRPA1 の感作メカニ
ズムに重要であることを発見した。この結果は一流国際誌に発表できるよう論文準備中である。 
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１．研究開始当初の背景 
 MAPK ファミリーであるextracellular 
signal-regulated kinase (ERK), p38, 
c-Jun-N-terminal kinase(JNK)は後根神経節

(DRG)や脊髄後角において疼痛伝達に関与す
るシグナル伝達リン酸化酵素である。これら
のMAPKは神経損傷や炎症によってリン酸化
することが知られ、疼痛関連遺伝子の発現の
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調節を行っている(Ji. et al. Neuron. 2002 
22:57-68, Obata. et al. J. Neurosci. 2004 
24: 211-22)。 
 慢性的な病態における定常的なMAPKの活性
化は疼痛研究の一つの潮流であり、この下流
の遺伝子発現が注目されている。一方、我々
はこれまでに遺伝子発現に関係しない末梢
の終末において痛みを生じる刺激を行うと、
p38とERKのリン酸化が一過性に上昇し、これ
らの抑制が機械的刺激に対する閾値の低減
に関与することを報告した(Dai. et al. Pain. 
2004 108:258-66, Mizushima. et al. Pain. 
2005 113:51-60.)。末梢の受容体チャンネル
分 子 の 活 性 化 に は Protein kinase A や 
Protein kinase C等の膜直下での働きが主流
であったが、これらの活性化に比べて、MAPK
の活性化は明瞭に可視化できる。従って、
MAPKを対象とする本研究は、より組織学的な
アプローチが容易であることが予想される。
今回の研究は「末梢感作」に同期したMAPKの
リン酸化と、自発痛ではなく動作に伴う疼痛
を特徴とする顎関節の疼痛の関連に着目し
た点において独創的であり、遺伝子発現では
ない神経機能に対するMAPKの新たな役割を
検討しうる点で疼痛研究の一つのターゲッ
トとして新規性に富んでいる。すなわち、顎
関節痛モデル動物において１）痛みを起こす
刺激がMAPKを活性化するのか。２）MAPK は
末梢で何を標的としているのか、さらに３）
MAPKを末梢で阻害することで顎関節痛を改
善し得るのか、という３点が本研究の具体的
な目標である。 
 
２．研究の目的 
(１）顎関節痛モデル動物におけるMAPKの活
性化の検討 
各種起炎剤(complete Freund's adjuvant :
CFA, フォルマリン, カプサイシン)を用い
て顎関節局所の炎症モデルを作成し、滑膜や
軟骨での末梢神経終末でMAPK(ERK, p38, JN
K)のリン酸化を検討する。また、麻酔下で炎
症モデル動物で顎関節運動を行い、それによ
って誘発されるMAPKのリン酸化を比較する。 
(２）MAPKの活性化の上流因子の検討 
 組織化学的にMAPKのリン酸化がどのよう
なタイプの神経線維で起きているのかを明
らかにする。ターゲットとしては 
 1, Nerve growth factor (NGF)     
→ 受容体として痛覚受容ニューロンに発
現しているTyrosine kinase A (TrkA)陽性
ニューロン終末でのMAPKリン酸化 
 2, ATP及びその代謝物  
→ 各種のP2受容体陽性ニューロンでのMAP
Kリン酸化 
(３）疼痛とMAPKカスケードとの検討 
 実際に活性化されているMAPKが同定でき
た後に、そのタイムコースに合わせて、すで

に確立された阻害剤を投与して実際に痛み
が抑制されているかどうかを確認する。 
 
３．研究の方法 
(１）顎関節痛モデルの作成 
 起炎剤であるCFAやカプサイシンを使い、
炎症のみで誘発される末梢のMAPKを検討す
る。特異的なリン酸化抗体を用いた免疫組織
化学を用いて顎関節滑膜周辺の神経線維・終
末構造でのMAPKのリン酸化を確認する。検討
するMAPKはERK1/2, p38 JNKを予定している。 
(２)顎関節痛モデル動物での運動痛の最適
化 
 上記モデルを用いて咬筋の電気刺激、また
は開創器等による顎の開口刺激で得られる
反射性の顎二腹筋の筋電図を疼痛感覚の指
標にして顎関節炎症時では顎関節運動によ
って痛みが増強している事を確認し、痛みを
生じさせるために有効な刺激系を確立する。 
(３）顎関節痛モデルにおける関節運動によ
るMAPKリン酸化の確認 
 ２）で確認した刺激を用いて顎関節の運動
によりリン酸化されるMAPKを免疫組織化学
により確認し、炎症状態での発現と比較する。
MAPKのリン酸化は、短いタイムコースで推移
することが予想されるので、モデル作成から
刺激によって誘発されるリン酸化のタイム
コースを詳細に検討し、定量する。 
(４）リン酸化MAPKの局在する線維タイプを
同定する 
 免疫組織化学による二重標識を用いて
MAPKが局在する線維のタイプを同定する。検
討する神経の タイプとしては、１）有髄線
維と無髄線維 ２）NGFに感受性をもつか
（TrkA陽性線維）３）ATP受容体を持つか、
の３つを詳細に検討する。 
(５）三叉神経の投射路における MAPK リン酸
化の検討 
末梢の線維における MAPK のリン酸化と対比
させるため、三叉神経節においても MAPK の
リン酸化を検討し、末梢線維とどの程度相関
するかを確認する。三叉神経節においてはニ
ューロンのタイプがより詳細に分類しやす
いので、TrkA, ATP 受容体の他、TRPV ファ
ミリーとの共存やペプチドとの共存も確認
し、顎関節痛モデル動物の顎開閉運動でどの
ようなニューロンで MAPK が活性化している
かを詳細に検討する。 
 同時に、脳幹の三叉神経の終末部での二次
ニューロンやグリアでの MAPK のリン酸化を
検討して、末梢線維の MAPK リン酸化の程度
と比較する。 
(６)MAPK の阻害と疼痛との関連を検討 
顎関節痛モデル動物を作成し、MAPK の阻害剤
を顎関節に投与して開口反射を指標に顎関
節運動で誘発される疼痛との関連を検討す
る。また、上記(１）で確認した発痛増悪因



 

 

子となる NGF や ATP を投与したモデル動物に
対しても末梢投与した MAPK 阻害剤の効果を
検討する。また、MAPK の活性化に対して、も
っとも作用が大きいと思われる受容体の阻
害を行い、顎運動によって誘発される疼痛反
射への影響を検討する。 
 
４．研究成果 
 顎関節炎は、CFA と生理食塩水を 1:1 で混
合したものを顎関節腔に注入することによ
って励起した。また、三叉神経節内の神経細
胞のうち、顎関節を支配する神経細胞をラベ
ルするために顎関節腔内へ FluoroGold(FG)
を注入した。三叉神経節摘出は CFA 注入後 3
日後とし、摘出直前に運動時痛を与えた。運
動時痛は、ペントバルビタール麻酔下におい
て顎関節を人為的に動かすことで与えた。最
大開口位まで開口と閉口を 2 秒に 1 回、2 分
間、60 回繰り返した。生理食塩水のみを注入
したラットに比べて CFAを注入したラットは
顎運動時に逃避と抵抗の行動がみられ、炎症
による運動時痛が起こっているものと考え
られた。顎運動を与えた直後にラットを PBS
と 1％PFA/PBS で灌流固定し、三叉神経節を
摘出した。4％PFA で後固定、30%Sucrose で
置換した後包埋し、7µm 厚の切片にして抗リ
ン酸化 ERK 抗体で免疫染色した。 
 当初は、ペントバルビタールで麻酔したラ
ットの頭頂部を剃毛、皮膚と左側頭筋を切開
し、左顎関節を露出させて顎関節腔に CFA を
50µl 注入したが、この方法では FG と CFA を
ほぼ同時に注入することになるため、CFA、
FG 共に漏出し、一定量の注入が出来ない。そ
こで FG は CFA 注入の 2 日前に、切開するこ
となく皮膚の上から手探りで顎関節腔まで
針を刺して注入することとした。 
 リン酸化 ERK の染色は、三叉神経節内のサ
テライト細胞及び小型を中心とした神経細
胞に見られた。顎関節炎モデルの炎症側三叉
神経節での小型細胞の染色が、反対側に比べ
て多いような心象は受けるものの、これにつ
いては陽性細胞数を計測する必要がある。ま
たリン酸化 ERK陽性神経細胞が顎関節支配神
経細胞であるかどうか、これについても FG
との二重染色像において数を計測する必要
がある。しかし得られた FG 陽性細胞像から
は、三叉神経節内における顎関節支配神経細
胞の存在比率はそれほど高くはないことが
うかがえるため、正確に陽性細胞比率を測定
するためにはさらに実験数を増やす必要が
ある。 
 末梢神経の感作機構の解明の研究として、
PAR2（proteinase activated receptor）に
よる痛みチャネルである TRPA1の感作機構の
実験を施行した。その結果、PAR2 の活性化の
下流に存在する PKA と PKC のシグナル伝達系
の両方が TRPA1の感作メカニズムに重要であ

ることを発見した。この結果は一流国際誌に
発表できるよう論文準備中である。 
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