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研究成果の概要（和文）： 
 TRPA1 の発現の多くは胃への投射繊維を有する DRG 及び NG ニューロンで発現しており、
さらに TrkA、SP、CGRP及び TRPV1 と共存していた。一方、胃においては SP、CGRP陽性神
経終末に発現していた。TRPA1 アンチセンスを臓腔内に投与すると、胃伸展刺激後の疼痛
動作が有意に抑制され、同時に DRG における ERK の活性化が抑制された。最後に、TRPA1
のアンタゴニストである NC-030031を髄腔内投与あるいは腹腔内投与すると、伸展刺激に
伴う疼痛関連動作が抑制されることがわかった。以上の結果より、急性内蔵痛の発現にお
ける TRPA1が重要な役割を果たしている可能性を示唆することができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  TRPA1 was predominantly expressed with sensory neuropeptides in dorsal root ganglion  
(DRG) and nodose ganglion  (NG) neurons, and in nerve fibers in the rat stomach. 
Intrathecal injection of TRPA1 antisense attenuated the visceromotor response, and 
suppressed ERK1/2 activation in the DRG, but not NG, neurons produced by gastric distention 
(GD). Furthermore, intrathecal and intraperitoneal injections of the TRPA1 inhibitor 
HC-03003 suppressed the response to noxious GD. The activation of TRPA1 in DRG neurons 
by noxious GD may be involved in acute visceral pain.  
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１．研究開始当初の背景 
機能性胃腸症（functional dyspepsia ; FD）
は消化管に器質的疾患を認めないものの、胃
痛、腹部不快感、腹部膨満感、食後早期の満
腹感、食欲低下、嘔気、嘔吐、胸焼けなどの
上部消化器症状が持続的・断続的に認められ

る疾患である。FDの発症には胃排泄遅延、胃
受容弛緩反応の異常、胃酸分泌異常、消化管
知覚過敏や心理的要因などが複雑に関与する
ものと考えられている。FDの臨床症状はさま
ざまであるものの、胃受容弛緩の不全に基づ
く膨満感や知覚過敏など、それらの多くは知
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覚神経系の異常に起因することが考えられる。
胃の知覚は一般的に脊髄神経系を介する経路
と、迷走神経系を介する経路とが考えられて
いるが、この2つの異なる経路の働きの違いな
ど、内臓知覚神経系の研究は体性感覚系のそ
れと比較して非常に少なく、未だその詳細に
ついては明らかではない。 
 カプサイシンレセプターであるtransient 
receptor potential ion channel TRPV1は外
部からの熱刺激を神経系の電気的興奮に変え
るトランスダクション（転換）にかかわる初
の分子として見出された。大腸での報告では、
TRPV1ノックアウトマウスの解析より、TRPV1
は機械的刺激に対する侵害受容にも関与して
いることが分かっている。実際に、全消化管
の粘膜固有層にTRPV1陽性神経線維が確認さ
れており、また興味深いことに、ラットの胃
内に塩酸を投与すると、脊髄後根神経節（DRG）
においてTRPV1の発現が著明に増加する。一方、
TRPA1はTRPV1と同様、感覚神経のみに発現し、
様々な炎症性メディエーターによって活性化
されることが報告されている。我々は、炎症
性疼痛過敏の発症メカニズムにおけるTRPA1
の役割の解明に研究を積み重ねてきた。しか
し、胸髄レベル（Th9、10）でのDRG、および
迷走神経節（NG）におけるTRPA1の発現の有無、
さらにはこの受容体と胃伸展刺激に伴う急性
内臓痛との関連は現在までのところ全く不明
であった。 
 
２．研究の目的 
(1)DRG、NG、及び胃粘膜固有層におけるTRPA1
の局在 
ラット後根神経節（DRG）由来のcDNA から
TRPA1 のRNA probe を作製する。Northern 
blot analysis、In situ hybridization（ISHH）
法、及び定量的RT-PCR 法を用いて、侵害受容
ニューロンでのTRPA1 イオンチャンネルの発
現を調べる。さらにTRPA1（精製済み）蛋白に
対するpolyclonal 抗体を用いた免疫組織化
学、及びWestern blotting を施行する。二重
染色、連続切片に対するISHH 法、さらには
digoxygenin-labeled probe を用いた二重
ISHH によって、DRG、NG ニューロンのサブタ
イプを特定し、TRP ファミリーの分布の違い
を明らかにする。サブタイプのマーカーとし
ては、有髄線維を染めるNF200 の他、比較的
広く用いられているIB4、TrkA、TrkB、TrkC、
SP、CGRP、P2X3 を用いる。さらに、TRP ファ
ミリー同士の共存を直接調べることで、温度
受容体の組み合わせを突き止める。 
(2)リン酸化ERK1/2を活性化マーカーとした
TRPA1の機能解析 
SD 雄性ラットを使用。あらかじめ胃内にバル
ーンを留置し、5 日後、浅麻酔下でバルーン
内に内圧をモニタリングしながら液体を注入
し、各内圧（0、20、40、60、80、100 mmHg）

によって誘発される僧帽筋の筋電図を測定す
る。各内圧（0、40、60、80、100mmHg）で胃
への伸展刺激を加えた2 分後に、Th9、10 の
DRG、およびNG を摘出し、ERK1/2 活性化の指
標であるリン酸化ERK1/2（p-ERK1/2）に対す
るpolyclonal 抗体を用いた免疫組織化学、お
よびWestern blotting を施行し、定量化を行
う。 
(3)TRPA1アンチセンスオリゴヌクレオチドの
疼痛関連動作に及ぼす影響  
TRP チャネル温度受容体に対するアンチセン
スオリゴヌクレオチド（TRPA1）を購入し、
osmotic ポンプを用いて持続的に髄腔内投与
する。手術後5 日目に、100mmHg で胃への伸
展刺激を加え、誘発される僧帽筋の筋電図を
測定する。伸展刺激によって疼痛関連動作（僧
帽筋における筋電図の変化）が生じるかどう
かを検討する。さらにDRG やNG において
TRPA1 がknock down されているかどうかを、
免疫組織化学、およびWestern blotting を用
いて確認する。 
 
３．研究の方法 
(1)まず、一次知覚ニューロンの存在するTh9、
10のDRGやNGを含めた末梢神経系、さらには胃
粘膜固有層自体におけるTRPA1の発現・分布を、
免疫組織化学法、Western blotting法、in situ 
hybridization法、RT-PCR法を組み合わせて詳
細に調べる。 
(2)MAP kinaseの一員であるExtracellular 
signal-Regulated Kinase 1/2（ERK1/2）は、
細胞内情報伝達に関与し、その活性化が脊髄
後根神経節（DRG）や脊髄後角などで認められ、
痛みの発生やそれに伴う変化に重要であると
される。最近、我々はラットの胃に侵害性の
伸展刺激を加えたとき、DRGにおいてシグナル
伝達分子の一員であるERK1/2がリン酸化して
末梢神経系の感作に関与していることを発見
した。SDラットを用い、あらかじめ胃内に留
置したバルーン内に内圧をモニタリングしな
がら液体を注入する。様々な内圧で伸展刺激
を2分間加えた後、Th9、10のDRG、NG、及び胃
粘膜を摘出し、リン酸化ERK1/2に対する抗体
を用いて、免疫染色を行う。ERK1/2の活性化
がTRPA1を含有しているニューロンで生じて
いるのかを組織学的に同定する。 
(3)TRPA1アンチセンスオリゴヌクレオチドを
髄腔内投与することで、TRPA1 knock downラ
ットを作製し、胃に伸展刺激を加えた後の疼
痛関連動作（僧帽筋の筋電図）の変化と、DRG、
NG、及び胃粘膜固有層においてERK1/2の活性
化が生じるかどうかを明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)TRPA1の発現の多くは胃への投射繊維を有
するDRG及びNGニューロンで発現しており、さ
らにTｒｋA、SP、CGRP及びTRPV1と共存してい



た。一方、胃においてはSP、CGRP陽性神経終
末に発現していた。TRPA1アンチセンスを臓腔
内に投与すると、胃伸展刺激後の疼痛動作が
有意に抑制され、同時にDRGにおけるERKの活
性化が抑制された。また、この胃伸展刺激に
伴うERKの活性化はTRPA1を含有しているニュ
ーロンで生じていることを二重染色にて確認
した。最後に、TRPA1のアンタゴニストである
NC-030031を髄腔内投与あるいは腹腔内投与
すると、伸展刺激に伴う疼痛関連動作が抑制
されることがわかった。以上の結果は、Gut
に発表した。 
 以上の結果より、急性内蔵痛の発現におけ
る TRPA1が重要な役割を果たしている可能性
を示唆することができた。今後、病態モデル
を用いた実験を通し、TRPA1 の疼痛過敏発症
メカニズムにおける関与を解明することで、
TRPA1 が機能性胃腸症治療における新薬開発
のシーズとなる可能性がある。臨床における
機能性胃腸症の診断及び治療はいまだ確立
されていないが、患者数は年々増加の一途を
たどっている。今後、病態モデルを用いた実
験を通し、TRPA1 の疼痛過敏発症メカニズム
における関与を解明することで、TRPA1 が機
能性胃腸症治療における新薬開発のシーズ
となる可能性がある。 
 引き続き、さらなる病態モデルを用いた実
験を通し、TRPA1の疼痛過敏発症メカニズムに
おける関与を解明することで、TRPA1が機能性
胃腸症治療における新薬開発のシーズとなる
可能性がある。この内蔵痛メカニズムの解明
という課題の発展のため、新規内蔵痛モデル
の開発として、下部消化管（直腸）の伸展刺
激モデルの作成を開始した。  
(2)直腸を用いた内蔵痛モデルの作成 
 内蔵痛の研究では世界の先端を進んでい
る米国 Gebhart のグループの論文を参考に
して、ラット直腸内へのバルーン挿入、伸展
による内臓痛モデルを作成した。疼痛行動は、
ラット僧帽筋の筋電図測定にて定量化を行
い、ほぼ安定的に行えるようになった。直腸
内の伸展圧と筋電図の定量化できる波形に、
正の相関関係が得られるようになった。本モ
デルを用いて TRPA1 チャネル活性を抑える
ために、アンチセンスオリゴやチャネル阻害
剤を投与した際にどのような変化があるか
を検討中である。 
(3)同時に、上記で Gut に報告した胃伸展刺
激モデルにおける p38 の活性化と内蔵痛の
関係についてのデータも検討中である。胃伸
展によりDRGにおいて p38の活性化は確認出
来ており、それが TRPA1チャネルを通じたも
のかどうかも、現在検討中である。 
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