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研究成果の概要（和文）： 

一次知覚神経の transient receptor potential ankyrin 1 活性化により細胞外の Ca2+ 流入
および p38 MAPK のリン酸化を介し,一次知覚神経の中枢,末梢端からサブスタンスＰ（ＳＰ）が
遊離されることが示唆された.中枢端で遊離されたSPは二次知覚神経のNK-1受容体に作用する
ことで疼痛,熱性痛覚過敏の伝達に関与し,また一次知覚神経の末梢端から遊離された SP は末
梢組織に発現しているＳＰの NK-1 受容体に作用することで,浮腫,熱性痛覚過敏が引き起こさ
れることが示唆された. 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To examine mechanisms underlying substance P (SP) release from primary sensory neurons 
in response to activation of the nonselective cation channel transient receptor potential 
ankyrin 1 (TRPA1), SP release from cultured rat dorsal root ganglion (DRG) neurons was 
measured, using radioimmunoassay, by stimulating TRPA1 with allyl isothiocyanate (AITC). 
The data suggest that activation of TRPA1 evokes SP release from the primary sensory 
neurons through phosphorylation of p38 MAP kinase, subsequent nociceptive behaviors and 
inflammatory responses.  Furthermore, the data also indicate that blocking the effects 
in periphery tissue of TRPA1 activation leads to significant antinociception.   
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神経（C繊維）の細胞体が存在する後根神経

節細胞（DRG）で生合成される.合成された SP

は,末梢組織側と脊髄・脳の中枢側の神経終末

部に軸索輸送され,刺激に応じて両終末部か

ら遊離する.ペプチド性神経伝達物質の遊離

機構に関しては,SP も含め,アミン・アミノ酸

系の伝達物質とは異なり,再取り込み機構が

なく,拡散により情報が伝達されることが知

られている（Volume transmission）. 

一次知覚神経はその細胞体の大きさによ

り,大型細胞,中型細胞,小型細胞の 3 種類に

大きく分類される. 大型細胞は有髄の Aβ

線維を有するが SP のような神経ペプチドは

含有していない.中型細胞は,有髄のAδ線維

をもち,一部の中型細胞はSPを含有している

が,神経伝達物質としてグルタミン酸を主に

利用する.一方,小型細胞は細い無髄のC線維

を有し,SP,カルシトニン遺伝子関連ペプチ

ド（calcitonin gene-related peptide：CGRP）

などの神経ペプチドやグルタミン酸を含有

している.機能的には,大型細胞（Aβ 線維）

は触覚や圧覚などの非侵害性刺激を伝達す

るのに対し,Aδ線維とC線維は侵害性刺激を

受容し伝達する.さらに,中型細胞（Aδ線維）

と小型細胞（C線維）は,前者が即時性の刺す

ような鋭い痛みを,後者が遅延性の焼けつく

ような鈍い痛みを伝達すると考えられてい

る. これらの大型細胞（Aβ 線維）,中型細

胞（Aδ 線維）および小型細胞（C 線維）の

細胞体は後根神経節細胞（DRG）で非神経細胞

と共に共存しているが,DRG 内で各神経間の

情報伝達機構の存在(クロストーク)について

の研究は行なわれていない.一次知覚神経の

活動指標としての培養後根神経節細胞（DRG）

の有用性を考慮し研究課題の遂行に用いた. 

DRG は初代培養が可能であり,知覚神経から

の SP 遊離機能を評価でき,神経ペプチドの生

合成細胞として遊離機構の研究にも利用でき

る.申請者は,後根神経節細胞内で細胞体間で

の情報伝達機構が存在し,知覚神経活動の制

御が生体の求心性情報処理に重要な役割を演

じていると想定し,ラットのDRG初代培養細胞

からの SP 遊離実験とマウスの行動実験から

知覚神経細胞間のクロストークの可能性を検

討した. 

 
２．研究の目的 

後根神経節細胞(DRG)内の神経細胞間の情報

伝達機構の解析 

DRG の神経細胞は形態的に大型細胞,中型

細胞,小型細胞に顕微鏡下で区別できる.本

研究では,それぞれの細胞を特異的に刺激し

た場合,他の神経細胞および非神経細胞に対

する作用を解析し,DRG 内での知覚神経の

Intra-ganglionic-transmission (IGT) の存

在とその機能を in vitro および in vivo 系

の実験で明らかにする. 

DRG 内グリア細胞の SP 遊離機構に対する生

理学的意義の解明 

DRG 内グリア細胞などの非神経細胞は,知

覚神経からの SP 遊離に重要な役割を果たし

ているが,その作用機序は不明である.DRG 内

の非神経細胞の知覚神経伝達に対する機能

を SP の遊離を指標に明らかにする. 

 
３．研究の方法 

(1) ラット DRG 初代培養細胞の作製：5週齢

のWistar系雄性ラットからDRGを取り出し酵

素処理分散法により作製した. 

(2) ラットDRG初代培養細胞からのSP遊離量

の測定：6日間培養したラット DRG 初代培養

細胞をTRPA1のアゴニストであるAITCで処置

し,ラジオイムノアッセイにより SP 遊離量を

測定した. 

(3) タンパク質発現量解析：DRG 細胞を RIPA 

bufferに溶解させることでタンパク質を抽出

した.これらを SDS-PAGE で分離し,ニトロセ

ルロース膜に転写させた後,特異的抗体を用

いて目的タンパク質を検出し,Image Gauge 

(Fuji Film)により定量した. 

(4) AITC 投与における疼痛及び炎症反応の測

定：5～6週齢 ddy 系雄性マウスの後肢足蹠に

AITC を投与後,疼痛反応観察,浮腫率,52℃の

ホットプレートテストを用いて熱性痛覚過敏

を測定した. 

 
４．研究成果 

(1) TRPA1 活性化によるラット DRG 初代培養

細胞 からの SP 遊離  

DRG細胞においてTRPA1活性化によるSP遊離

の増加を検討した.その結果,AITC 処置によ

り時間・濃度依存的な SP 遊離が認められた. 

(2) TRPA1 活性化による SP遊離に対する細胞

外 Ca2+,Mitogen-activated protein kinase 

( MAPK ) 阻害剤の影響 

AITC 誘発性 SP 遊離の増加は TRPA1 選択的

阻害剤である HC-030031 ( HC:50 μM )及び,

細胞外 Ca2+ を除去することによりほぼ完全

に抑制された(図 1 上).この結果から,DRG 細

胞の TRPA1を活性化することによる細胞外か

らの Ca2+ 流入を介して SP が遊離されること

が示唆された. 

 DRG 細胞における TRPA1 活性化を介した SP
の遊離に影響を及ぼす MAPK について検討を
行った.その結果,p38 MAPK 阻害剤である
SB203580 (SB:10 μM) により AITC 誘発性
SP 遊離は有意に抑制された(図 1上).しかし



 

 

ながら,MAPK/ERK kinase (MEK) 阻害剤の中, 
c-Jun N-terminal kinase ( JNK ) 阻害剤で

は有意な抑制効果は認められなかった(デー

タ省略).またウエスタンブロッティング法

を用い,AITC（10 μM）処置による p38 MAPK

のリン酸化の検討を行った.その結果,AITC 

(1-10 分間,10 μM) 処置により 5 分以降で

p38 MAPK の有意なリン酸化が認められた(デ

ータ省略).このリン酸化はSB,HC,細胞外Ca2+  

除去によりほぼ完全に抑制された (図 1下).

この結果から AITC 処置による SP遊離には細

胞外の Ca2+  に依存した p38 MAPK のリン酸化

が関与していることが示唆された. 

 

 

 

 

 

 

 

 

（3）AITC 誘発性マウス炎症性疼痛反応に対

する NK-1 受容体阻害剤,p38 MAPK 阻害剤後

肢足蹠投与の効果 

 AITC（0.25 nmol）後肢足蹠投与により浮

腫,疼痛,熱性痛覚過敏が惹起された(Fig. 3).

これらの反応は HC-030031 (HC: 2.5 nmol ) 

を AITC 投与前に後肢足蹠投与することによ

りほぼ完全に抑制された.AITC 誘発性の浮腫,

熱性痛覚過敏は SP受容体である NK-1 受容体

に対する阻害剤である CP96345 (CP: 2.5 

nmol) を AITC 投与前に後肢足蹠投与するこ

とにより有意に抑制された.しかしながら疼

痛反応においては無影響だった.また

SB203580 (SB: 0.25 nmol) を AITC 投与前に

後肢足蹠投与することにより浮腫,熱性痛覚

過敏,疼痛反応のいずれの反応に対して有意

な抑制効果が認められた.これらの結果から

AITC 誘発性の浮腫及び熱性痛覚過敏は一次

知覚神経の末梢側からの p38 MAPK 活性化に

依存した SP 遊離により引き起こされ,一方,

疼痛反応は一次知覚神経の末端側からの SP

遊離は関与していない可能性が示唆された. 

 

（4） AITC 誘発性マウス炎症性疼痛反応に対

する NK-1 阻害剤脊髄くも膜下腔内前投与の

効果 

 AITC 誘発性の炎症性疼痛反応は AITC 投与

前に CP96345 を脊髄くも膜下腔内投与するこ

とにより熱性痛覚過敏,疼痛反応いずれの反

応も有意な抑制効果が認められた (図 2).こ

の結果から AITC 誘発性の熱性痛覚過敏,疼痛

反応は一次知覚神経の中枢端の SP 遊離によ

り引き起こされることが示唆された. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2  AITC 誘発性マウス炎症性疼痛反応に

対する NK-1 阻害剤脊髄くも膜下腔内前投与

の効果 (上図；侵害刺激反応, 中図；熱刺激

反応, 下図；浮腫反応) 

図 1 ラット後根神経節培養細胞からの

ATIC 刺激による SP 遊離量の変化 

上図 細胞外のカルシウムイオンの効果 

下図 MAPK 阻害剤の効果 



 

 

本研究により,一次知覚神経の末梢端の
TRPA1 活性化により細胞外の Ca2+ 流入および
p38 MAPK のリン酸化を介し,一次知覚神経の
中枢,末梢端から SPが遊離されることが示唆
された.中枢端で遊離された SPは二次知覚神
経の NK-1受容体に作用することで疼痛,熱性
痛覚過敏の伝達に関与し,また一次知覚神経
の末梢端から遊離された SP は末梢組織に発
現している NK-1受容体に作用することで,浮
腫,熱性痛覚過敏が引き起こされることが示
唆された 
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