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研究成果の概要（和文）：歯内治療薬であるグアヤコールを感覚受容細胞である象牙芽細胞に作用させたとこ
ろ、グアヤコールには象牙芽細胞のTRPV3チャネルを介して細胞外から細胞内へCa2+を流入させる作用があっ
た。しかしグアヤコールは象牙芽細胞に対する低浸透圧刺激誘発性の細胞内Ca2+濃度の増加を抑制せず、象牙質
痛に対する鎮痛効果は低いと考えられた。グアヤコールはラットの三叉神経節ニューロンに対するブラジキニン
誘発性あるいは直接機械刺激誘発性細胞内Ca2+流入を有意に抑制した。従ってグアヤコールの歯痛に対する鎮痛
効果は直接歯髄に作用して発揮されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated effects of the guaiacol on odontoblasts which play an 
important role in nociceptive process via activation of transient receptor potential (TRP) channels 
during stimulation applied to the dentin surface. Guaiacol evoked Ca2+ influx from the extracellular
 medium via TRP vanilloid subfamily members-3 channels on the plasma membrane of odontoblasts, while
 the drug did not inhibit hypotonic-stimulation-induced Ca2+ entry in odontoblasts. These results 
implied that analgesic effect on odontoblast by guaiacol is unlikely in the dentinal pain. The 
bradykinin-induced and a direct mechanical stimulation-induced intracellular Ca2+ concentration 
([Ca2+]i) increases in trigeminal ganglion (TG) neurons were significantly inhibited by guaiacol. We
 suggested that guaiacol develops excellent analgesic effect on the pulpitis by inhibiting 
mechanosensitive ionic channels in TG neurons.

研究分野： 歯学
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１．研究開始当初の背景 

歯科臨床で歯痛発現の際に鎮痛・鎮静効果
の高い薬剤が応用されるが、歯髄に存在する
細胞に対してその薬剤がどのような機序で
作用し効果を発揮するのかについては不明
で、未知の部分が多いまま臨床応用されてい
るのが現状である。 

近年、象牙芽細胞が感覚受容細胞であるこ
とが明らかになり、侵害受容分子センサーと
して TRP チャネルが知られている。TRPV1

チャネルはカプサイシンの受容体タンパク
質であるが、歯内療法薬として用いられるフ
ェノール系薬剤はカプサイシンと構造が類
似した化合物であることからフェノール系
薬剤が象牙芽細胞の TRP チャネルに作用し
鎮痛効果を発揮している可能性がある。そこ
で、フェノール系薬剤の 1 つであるグアヤコ
ールを象牙芽細胞に投与し、感覚伝達の重要
な指標の 1つである細胞内カルシウムイオン
濃度（[Ca2+]i）の変化を検討したところ、グ
アヤコールはTRPV1、TRPV2およびTRPV4

チャネルではなく TRPV3 チャネルに作用し、
細胞外から Ca2+を流入させる作用があるこ
とが明らかになった。 

 

２．研究の目的 

歯髄に対するグアヤコールの鎮痛効果に
ついて、細胞レベルでの作用点あるいは作用
機序を解明するために、象牙芽細胞や三叉神
経節ニューロンに刺激を加えた際に生じる
[Ca2+]i 変化に対するグアヤコールの影響を
検証する。 

 

３．研究の方法 

(1)研究資料 
継代培養されたマウス由来の象牙芽細胞系
細胞(odontoblast lineage cells:OLCs)およ
び新生仔ウィスターラット(7 日齢)より急性
単離して得られた三叉神経節ニューロン
(trigeminal ganglion neurons:TG)を酵素処
理で細胞単離し、それぞれ培養液中で 2日間
培養した。 
 
(2)試薬の調製  
グアヤコールはエタノールで 9 mM に希釈

したものをストック溶液とし、それを標準細
胞外液で 0.009～9 µMに希釈して実験に使用
した。TRPV3 チャネルアンタゴニストは 100 
µM 2, 2-diphenyltetrahydrofuran (DPTHF)
を用いた。 

 
(3)細胞に対する刺激 
 OLCs に対しては潅流によって浸透圧刺激
を加えた。その際、標準細胞外液の NaCl を
マンニトールで置換した等浸透圧溶液(335 
mOsm/L)と、グアヤコール添加あるいは非添
加の低浸透圧溶液(200 mOsm/L)を使用した。
TGに対しては 10 nMブラジキニンによる刺激
または直接機械刺激を加えた。ブラジキニン
はグアヤコール添加あるいは非添加の溶液

を調製し、潅流によって細胞を刺激した。機
械刺激は TG 細胞を播種した 35 mm Dishの中
に細胞外液のみあるいはグアヤコールを添
加したものを用意し、直径 2～3 µmのガラス
製マイクロピペットを取り付けたマニピュ
レータで 30 秒間刺激した(図 1)。 

 
(4) [Ca2+]iの測定 
 細胞に刺激を加えた際の[Ca2+]i に対する
グアヤコールの作用を検討するため、カルシ
ウムイメージング法を用いた。OLCsあるいは
TG に細胞内 Ca2+指示薬(Fura-2)を負荷し、
[Ca2+]iを 2波長励起における蛍光強度比で記
録した。 
 
４．研究成果 
(1)OLCsに対するグアヤコールの作用 
①細胞外 Ca2+存在下において 200 mOsm/Lの低
浸透圧溶液を投与すると[Ca2+]i が増加した。
この低浸透圧刺激誘発性[Ca2+]i 増加は連続
投与 4 回目まで変化せず、脱感作しないこと
が示された。  
②細胞外 Ca2+存在下において 200 mOsm/Lの低
浸透圧溶液と 0.9 µM グアヤコールを同時投
与すると[Ca2+]iが増加した。この増加は低浸
透圧溶液単独投与時に発現する[Ca2+]i 増加
と有意差がなかった。  

③細胞外 Ca2+存在下において 200 mOsm/Lの低
浸透圧溶液と DPTHF を同時投与すると[Ca2+]i

が増加した。この増加は低浸透圧溶液単独投
与時に発現する[Ca2+]i 増加と有意差がなか
った。  

④従って、感覚受容細胞である象牙芽細胞の
膜伸展を引き起こす低浸透圧刺激に対して
TRPV3 チャネルは作用せず、またグアヤコ
ールが低浸透圧刺激誘発性[Ca2+]i 増加を抑
制しないことから、グアヤコールの象牙質痛
に対する鎮痛効果は低いと考えられた。 
 
(2)TG に対するグアヤコールの作用 
①細胞外 Ca2+存在下で TG に 10 nM ブラジキ
ニンを投与すると[Ca2+]iが増加した。その後、
0.9 µMグアヤコールをブラジキニンと同時投
与すると、この [Ca2+]i 増加は有意に減少し
た。再びブラジキニンを単独投与すると
[Ca2+]iが増加した。従ってグアヤコールには、

 

図 1 直接機械刺激の方法 



TG におけるブラジキニン誘発性[Ca2+]i 増加
を抑制する作用があることが示唆された(図
2)。 

 

②細胞外 Ca2+存在下で TG に 30 秒間の機械刺
激を加えると[Ca2+]iが増加した。0.009 µM グ
アヤコールを添加した細胞外液中の TG に直
接機械刺激を加えても機械刺激誘発性[Ca2+]i

増加は抑制されなかった。しかし、0.9 µM グ
アヤコール添加の細胞外液中の TG を直接機
械刺激すると機械刺激誘発性[Ca2+]i 増加は
有意に抑制された。グアヤコールによる機械
刺激誘発性[Ca2+]i 増加抑制には濃度依存性
があった(図 3)。 

③TG ニューロンにおいてブラジキニンや直
接機械刺激によって誘発される[Ca2+]i 増加
はグアヤコールによって有意に抑制された
ことから、グアヤコールは象牙芽細胞でなく

歯髄分布ニューロンに作用することで優れ
た鎮痛効果を発揮する薬剤であることが示
唆された。 
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図 3 TG ニューロンにおけるグアヤ
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