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研究成果の概要（和文）： 口腔がんになると食事の際に患部に物があたるたびに痛みが生じる。これまでの研究にて
、ガン組織から放出されるアデノシン三リン酸が接触痛を起こしていることが分かっていたが、どの機械受容体が関与
しているかどうかは不明であった。本研究では、動物実験にて機械受容体であるTRPA1チャネル分子が接触痛に関与す
るかどうかを調べた。その結果、アデノシン三リン酸の受容体P2X3が活性化するとTRPA1チャネルが感作し、接触痛が
起きることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Oral cancer induces pain during meals when food and teeth touch on cancer region. 
In previous studies, it has been reported that adenosine triphosphate released from cancer causes 
mechanical pain. However, it is unclear which mechano-sensitive channels are involved. In this study, we 
investigated whether the mechano-sensitive channel TRPA1 is related in cancer-induced mechanical pain. 
Consequently, we revealed that mechanical pain is mediated by sensitization of TRPA1 following activation 
of P2X3 in the response to adenosine triphosphate.
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１．研究開始当初の背景 
 1981 年以降，日本の死因トップは脳血管
疾患から悪性新生物（悪性腫瘍）となった。
75～90%の末期・進行がんの患者は疼痛を訴
え、うち 45～80％は治療困難な異常疼痛を
強いられる（Epstein et al., J Dent Res, 
2007）。カリフォルニア大学からの報告では、
口腔がん患者は大学病院来院時に既に何ら
かの痛みを有しており、visual analog scale
を用いた痛みの程度評価では前がん病変の
患者よりも統計学的に有意に高い値を示し
ている（Connelly & Schmidt, J Pain, 2004; 
Lam & Schmidt, Pain, 2011）。本邦では、研
究代表者からのものも含めて数多くの口腔
顔面ガンモデルラットにおける疼痛発症の
報告がなされている（Nagamine et al., J 
Pain, 2006; Shinoda et al., J Pain, 2008; 
Ono et al., Eur J Pain, 2009; Harano et al., 
J Dent Res, 2010, Hidaka et al., Neurosci, 
2011; Sago et al., 2012）。これらの研究から、
がん細胞を後肢に接種したモデル（Brigatte 
et al., J Pain, 2007）よりも、口腔顔面領域
に接種した方がより早期に自発痛、機械的異
痛症、熱性過敏を引き起すことがわかった。
これらの動物実験の結果はアメリカでの臨
床研究の報告と一致している。こういった異
常疼痛はがん組織の摘出により消失するが、
末期・進行がんの患者では手術不可な場合も
あり、食事中の運動性接触痛や刺激性味物質
誘発による痛みが食欲を減退させ、衰弱のう
ちに死に至ることから非常に問題視されて
いる。これらの問題の解決のために、口腔ガ
ン性疼痛の発症メカニズムの解明とそれに
基づいた鎮痛法の開発が急務とされている。 
 口腔ガン患者の疼痛アンケート解析では、
自発痛に比べて口腔機能時の痛みがより深
刻であり、接触過敏痛の程度が最も高い値を
示している（Lam & Schmidt, Pain, 2011）。
ゆえに、口腔がんによる機械刺激誘発疼痛
（もしくは機能痛）に焦点を当てた研究が必
要である。ヒト扁平上皮癌細胞 HSC-3 の培
養上澄み液をマウス C57BL/6 に投与した研
究では、癌細胞そのものがなくても機械刺激
誘発疼痛が誘発され、過剰分泌される神経成
長因子や細胞内エネルギーである ATP が関
与することが示唆されている（Ye et al., Mol 
Cancer Ther, 2011; Acta Neuropathol 
Commun, 2014）。疼痛関連 ATP受容体とし
て P2X2/3 チャネルがよく知られているが、
機械刺激により活性化を示さないため、なぜ
P2X2/3 の活性化が機械刺激誘発疼痛を引き
起こすのかが不明である。一方で、機械受容
体である TRPA1 チャネルによる機械刺激誘
発疼痛の発生メカニズムはよく知られてい
る。そこで、P2X2/3の活性化が TRPA1の機
械感受性を感作するのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ガン細胞培養上澄み液の
ATPによる TRPA1チャネルの感作が機械刺

激過敏性疼痛の発症に関与するのかどうか
を明らかにすることとした。このメカニズム
の解明は、疼痛を有する口腔がん患者に対し
ての新しい鎮痛薬やその方法を開発する手
がかりとなるかもしれない。 
 
３．研究の方法 
 ヒト扁平上皮癌細胞HSC-3を 100 mmプ
ラスチック培養皿にて10%FBSのDMEM下
で培養し、90％以上コンフルエントになった
状態で無血清透明DMEM培養液3 mlに置換
した。この状態で 24 時間後に上澄み液を回
収し、遠心により浮遊していた細胞を除去し
て、口腔癌培養上澄み液とした。これに、
P2X2/3阻害薬 A317491および TRPA1チャ
ネル阻害薬HC030032を混合し、イソフルラ
ン麻酔下にてマウス C57BL/6の鼻毛部に 50 
μl 投与した。また、P2X2/3 活性化薬αβメ
チル ATP も使用した麻酔から回復した１時
間後に、von Frey毛を用いて鼻毛部における
機械逃避閾値を測定した。 
 マウス C57BL/6 から摘出した三叉神経節
を通法に従って分散培養し、1日培養した。 
Ca2+-蛍光指示薬となる fura-2 AM（10 μM)
を添加した透明 DMEM溶液（細胞外潅流液）
にて単離三叉神経節ニューロンを 30 分イン
キュベーションする。透過顕微鏡下で測定領
域を選択後、fura-2の蛍光を適切なフィルタ
ーを介して継時的に観察した。試薬として、
P2X2/3阻害薬 A317491、P2X2/3活性化薬α
βメチルATPおよびTRPA1チャネル活性化
薬マスタードオイル、TRPV1 チャネル活性
化薬カプサイシンを使用した。 
 マウス C57BL/6 から摘出した三叉神経節
を通法に従って凍結切片を作成し、P2X3 と
TRPA1 の特異抗体を用いて蛍光二重染色を
行った。 
 
４．研究成果 
 HSC-3 培養上澄み上清のマウス鼻毛部へ
の投与により機械逃避閾値は有意に低下し、
機械痛覚過敏が発症していた。これはP2X2/3
阻害薬A317491およびTRPA1チャネル阻害
薬HC030032により有意に抑制され、口腔癌
細胞より分泌されたATPがP2X2/3を刺激し
て機械痛覚過敏を発症させること、そして
TRPA1 の活性化が関与することが示唆され
た。HSC-3培養上澄み上清と同様に、P2X2/3
活性化薬αβメチル ATP の投与も機械逃避
閾値を有意に低下させ、HC030032により有
意に抑制された。よって、P2X2/3 の活性化
により TRPA1 の活性化が引き起こされる可
能性がある。 
 この可能性について、マウス三叉神経節ニ
ューロンからの fura-2を用いた Ca2+-イメー
ジング法にて検討した。多くのニューロンが
HSC-3 培養上澄み上清により細胞内 Ca2+濃
度を上昇させ、A317491により抑制されたた
め、HSC-3培養上澄み上清中の ATPが三叉
神経節ニューロンにおける P2X2/3 を活性化



していることが明らかとなった。さらに、
TRPA1 チャネル活性化薬マスタードオイル
による細胞内 Ca2+濃度上昇は、HSC-3 培養
上澄み上清の投与後では反応が増強され、
A317491 によりこの増強反応は抑制された。
同様のマスタードオイル反応の増強は、
P2X2/3活性化薬αβメチルATPにても引き
起こされた。一方、TRPV1 チャネル活性化
薬カプサイシンによる細胞内 Ca2+濃度上昇
は、HSC-3培養上澄み上清の投与後でも増強
反応は見られなかった。これらの結果は、
P2X2/3の活性化によりTRPA1の活性化が引
き起こされるという可能性を支持する。 
 P2X3 と TRPA1 の特異抗体を用いて蛍光
二重染色にて、マウス三叉神経節ニューロン
において、両チャネルが共発現していること
が確認された。 
 これらの結果より、口腔癌細胞から放出さ
れる ATP が疼痛関連一次求心性線維の
P2X2/3 チャネルを活性化し、その後の
TRPA1 チャネルの感作を引き起こすことに
よって機械痛覚過敏が発症することが示唆
された。 
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