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緒言

1973年にIASP (国際痔痛学会)は、 「痛み(pain) 」を「組織の実質的な損

傷がある際、もしくは損傷する可能性のある傷害が加えられた際に随伴する不

快な感覚や情動性の事象」と定義した(http://www.iasp-pam.org/仏M/Template.

cfm?Section=Home)。すなわち、身体の傷害の有無にかかわらず「痛み」を感

じる。また、他の感覚と異なり、 「痛み」の感覚を引き起こす原因は患者自身

に存在することがしばしばあり(例えば外傷や心因性因子など) 、その性質や

程度が精神的な要因によって大きく修飾されるため、 「痛み」を他人と共有す

ることは多くの場合不可能であり、このことが「痛み」の評価や治療を複雑な

ものにしている。

本来、 「痛み」は生物が生きていくために必要不可欠な危険信号である。す

なわち、夕帽βからの刺激により誘発される「痛み」のシグナルは、身体に異常

あるいは生存の危険が迫っていることを知らせて、危険からの回避を促す。身

体に何らかの病巣がある場合、病巣から発せられる「痛み」の信号は、宿主に

対して生体に不都合が生じていることを知らせるという役割がある。一方、癌

性痔痛、帯状癌疹治癒後療病などのように、病巣の「痛み」が激しく長期継続

している場合は、 「痛み」が警告としての本来の意味を失い、 「痛み」それ自

身が病態(慢性痔痛)となる場合がある(Sweet, 1984;津田,2007)。これが「痛

み」の二面性~といわれる所以である.この病的痔痛のうち、神経損傷に基づく形

質変化や機能異常により生じているものは神経困性痔痛と呼ばれ、全世界で

2200万人以上の患者が苦しんでいるとされている(井上2008b)c
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歯科臨床においては、口腔顎顔面痛を有する患者の治療そのものがしばしば

痔痛を伴うため、歯科治療は患者から嫌われることが多い。それでも近年は、

局所麻酔や非ステロイド系の鎮痛薬を適切に使用することにより、患者の心身

両面の負担も軽減されている。しかし、まれに歯科領域においても神経因性痔

痛に遭遇する場合がある。例えば、持続性の灼熱痛を伴う抜歯後カウザルギ-、

顎関節症として扱われる筋筋膜痛症候群、顎矯正手術やインプラント埋人後に

発現する慢性痔痛が、顎顔面領域での神経因性痔痛に分類される(KOyess and

Fares,2006)cこれらの患者の一部では、不適切な治療によってその痔痛が悪化

し、治療が大変困難になる場合がある(福田ら,2003)。神経因惟痔痛は患者の

QOLを低下させ、その原因となる疾患の治療を妨げるため、適切なペインコン

トロールが必要とされる。しかし、神経因性痔痛はその発現メカニズムについ

ては未だ不明な点が多くあり、既存の鎮痛薬が奏功しないことが大きな問題と

なっている(井上,2008a;別部,2001)<　また、神経困性痔痛は、脊酎中経系と比

べて三叉神経系においてより多く発現することが知られており(Sweet, 1984)、

三叉神経系における神経困性痔痛の発症機序を解明することは急務の課題であ

る。

口腔顎顔面領域における痛覚を含む感覚刺激は、一次求心性ニューロンの興

奮を介して三叉神経脊髄路核の二次ニューロンへ、次いで上位の視床や大脳皮

質へ伝達され、特定の感覚として認知される。このうち、一次ニューロンから

二次ニューロンへの上行性伝達経路は、これまでの研究結果から慢性痔痛の発

症機序を解明する上でとりわけ重要であると考えられており、ニューロンに着

目した研究が多数報告されている(Guo et al., 2002; Marchand et al., 2005;

Strassman and Vos, 1993; Strassman et a上, 1993; Watanabe et a上, 2003)。
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一方で、ニューロンとともに中枢神経系を構成する細胞群である神経膨細胞

が、神経困性痔痛の発生に関与していることが最近明らかになった(Vallejoetal.,

2010)。神経膨細胞は星状膨細胞、希突起月鋸田胞、小腸細胞の3種に大別される。

これらの神経膨細胞は、ニューロンの周辺組織の恒常性を維持するなど、ニュ

ーロンに対し静的な役割を演じることでシグナル伝達に貢献すると考えられて

きた。しかし、神経の傷害または炎症後に星状膨細胞および小腸細胞が形態的

に大きく変化すること(Garrison etal., 1994; Guoeta上2007; Jinetal., 2003;

Piao et al., 2006; Takahashi et al., 2010)、星状月鋸田胞または小腸細胞の活性化

阻害薬を髄膜下投与すると神経因性痔痛が抑制されること(Guoeta上2007;

Melleret al., 1994; Milligan et al., 2000; Milligan et al., 2003; Piao et al., 2006;

Qin eta上, 2006; Ying etal., 2006)などが確認され、慢性痔痛と神経腸細胞との関

連性が注目されるようになってきた。また、神経腸細胞の活性化により、炎症

性サイトカイン(Clarketal.,2006;Guoetal.,2007; Kimeta上,2007)、プロスタ

グランジン(Zhao et al., 2007)、脳由来神経栄養因子(BDNF; Brain-derived

neurotrophic factor)(Coull et al., 2005)、 ATP (Inoue et al., 2007; Werry et al.,

2006)、 NO (Kim etal., 2007)、グルタミン酸(Watkinsetal., 2007)が放出され、

これらの化学伝達物質がニューロンの脱分極を調節することにより痔痛伝達に

修飾を加えていると考えられているが、その詳細なメカニズムの解明はまさに

始まったばかりである(Ren and Dubner, 2008)。

小腸細胞に発現するATP受容体には、大きく分けてイオンチャンネル型受容

体(P2Xw)とG蛋白質共役型受容体(p2Y^13)の二種類が存在する(Fieldsand

Burnstock,2006)c　このうちイオンチャネル型の一つであるP2X4受容体が、神

経因性痔痛時に小腸細胞において発現増強することが報告された(Tsuda et al.,

2003)c　また、同じイオンチャンネル型受容体ファミリーであるP2X7受容体ノ
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ックアウトマウスでは神経因性痔痛が抑制されること(Chesselletal., 2005)、

P2X7受容体の特異的括抗薬を髄膜下投与すると神経因性療病が抑制されること

(Honore et al., 2006; McGaraughtyet a上, 2007)から、 P2X7受容体と神経困性痔

痛との関係が注目されているが、その詳細なメカニズムは不明である。さらに、

P2X7受容体活性化後、 CXCL2 (Chemokine (C-X-C motif) ligand 2)やinterleukin

(IL)-1βなどのサイトカインの発現が克進し(Shiratorietal., 2010; Suzuki etal.,

2004; Takenouchi et al., 2009)、培養小腸細胞を用いた実験では、 P2X7受容体

の活性化後にtumor necrosis factor (TNF)-aの発現も瓦逢した(Suzuki et al.,

2004)。さらに、慢性痔痛がTNF-a括抗薬の投与によって抑制されること、末梢

神経および中枢神経においてTNF-aの発現が元進することなどから、 TNF-aが

慢性療病に関与していると考えられる(Schafers et al., 2003a; Schafers et al.,

2003b;Som叩eretal., 1998)。そこで、我々はP2X7受容体を介したTNF-aの産

生が神経因性痔痛発現に関与しているという仮説を立てた。

-方、脊髄後角に存在する小腸細胞において、神経傷害後に細胞内情報伝達

経路の-つであるp38 MAPK (Mitogen-activated protein kinase)のリン酸化が起

こること(KObayashi etal., 2008; Tsuda et al., 2004)や、坐骨神経傷害後にp38

MAPKの活性化を阻害することでTNF-aの発現が減少し、痔痛が抑制されたこ

とから(Xuetal.,2007)、小腸細胞においてp38 MAPKを介したTNF-aの産生経

路が存在する可能性が考えられるが、その詳細は不明である。

以上のことより、本研究では三叉神経脊髄路核の小月参細胞において、 p38

MAPKを介したTNF-a放出経路がP2X7受容体と関係し、神経因性痔痛を誘発

しているとの仮説を立て、以下の項目について検討した。

1.神経因性痔痛モデルとしての眼窓下神経絞拒モデルの有用性
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2.眼窓下神経絞栃による三叉神経脊髄路核での小腸細胞およびP2X7受容体の

局在とP2X7受容体の発現動態

3.神経困性痔痛に対するP2X7受容体括抗薬投与の影響

4.眼寓下神経絞糎後のTNF-a発現と、これに対するP2X7受容体括抗薬の影響

5.眼窓下神経絞掛こよる、三叉神経脊髄路核におけるp38MAPKのリン酸化発

現

6.眼宙下神経絞糎後のTNF-a発現とp38 MAPKのリン酸化との関係

7. P2X7受容体作動薬投与後の痔痛発現とその特異性

8. P2X7受容体作動薬投与後のTNF-a発現とp38 MAPKのリン酸化との関係

9. P2X7受容体作動薬投与後の痔痛およびTNF-a発現に対するTNF-a受容体リ

コンビナント製剤の影響
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材料と方法

1.実験動物

実験動物として8週齢雄性Sprague-Dawleyラット(日本チャールズ・リバ

ー,横浜)を用いた。動物の取り扱いは、広島大学自然科学研究支援開発センタ

ー動物実験施設倫理委員会の承認を受けて、国際療病学会の実験指針を順守し

て行った(Zimmermann, 1983)。

2.眼宙下神経絞糎手術

実験動物(動物の数は結果に記入)の処置は、ネンブタール(大日本住友製薬、

大阪)の腹腔内投与(0.5 ml/kg)による深麻酔下で行った。神経因性痔痛の誘発の

ため、左側眼宙下神経を露出し、 4-0号牛chromicgut (Ethicon, Ltd., Edinburgh,

Scottland., UK)を用いて約1 mm間隔で3か所を、緩く結集した(Bennettand

Xie, 1988)。対照群では同部の露出のみ行い、絞拒しないで創部を縫合した。

3.機械的痔痛逃避行動試験

痔痛闇値を測定する行動試験は、 von Frey用ament (Toch-test Sensory
ヽ

Evaluatory, North Coast Medical Inc., Morgan H日, CA, USA)を用いて行った。

術者は綿の手袋を装着し、ラットを後ろ足で立たせ、手のひらに屈みこませる

ように訓練した。 Whiskerpad (ヒゲの部分)に、曲げに必要な力の大きさが

0.02-100gのvon Frey川amentを押し当て、頭を急激に動かした場合を反応有
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りと判断した　vonFrey川amentを5回押し当てた時の反応回数を記録して、

反応頻度(反応回数る)を計算し、刺激反応曲線を作成した後、 GraphPad Prism

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA. USA)を用いて非線形回帰曲線を作

成し、 ER50億を算出した　EF;50値は50%の頻度でvon Freyfilamentに反応する

値として定義される。

4.薬物の髄膜下投与

機械的痔痛逃避行動試験後、薬物投与の準備を行った。ネンブタール(大日

本住友製薬)による深麻酔下で、ポリエチレンチューブ(PEIO; Becton Dickinson,

Sparks,MD,USA)を第-、第二頚椎問から埋入し、チュ-ブ先端を第三頚椎

相当部の髄膜下に留置し、他端を皮膚外に位置させた。次いで、傷口を縫合し、

消毒した。外科的侵襲による痔痛の影響を排除するため1週間の休息期を設け

た後、眼宙下神経絞栃術あるいは薬物投与を行った。

1)眼窃下神経絞糎後の薬物投与

眼窃下神経絞糎3日後に、留置したチュ-ブを介してラット髄膜下にP2X7

受容体特異的括抗薬であるA438079 hydrochloride (3.5 mg/ml, TOCRIS

Bioscience, Ellisville, MO, USA)を生理食塩水に溶解した溶液10 ill、対照群には

同量の生理食塩水を授与した。その後、経時的に投与後1日まで機械的痔痛逃

避行動試験を行った(図1) 0
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療病逃避行動試験

図1機械的痔痛逃避行動試験のタイムコース

2)眼宙下神経絞拒時のP2X7受容体特異的括抗薬およびp38 MAPKリン酸化阻

害薬投与

眼窓下神経絞拒処置と同時に、チューブを介してラット駈膜下にP2X7受容体

特異的括抗薬であるA438079 hydrochloride (3.5 mg/ml, TOCRIS Bioscience)ま

たはp38 MAPKリン酸化阻害薬であるSB203580 (1 mg/ml, Calbiochem, La

Jolla,CA, USA)を生理食塩水に酒解した溶液10nlを、対照群には同量の生理食

塩水を授与した。その後、投与後3日目に機械的療病逃避行動試験を行った(図

2) 。

チユ-プ常置 神経線娠

および
薬物投卑

痛痛逃避行動試験

図2　機械的痔痛逃避行動試験のタイムコース

3)各薬物の単独投与
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P2X7受容体作動薬であるBzATP(5|-ig/ml,SigmaChemica一Co.,St.Louis,

MO,USA)を、チューブを介し10|i憎膜下投与し、投与後28日目まで機械的痔

痛逃避行動試験を行った。さらに、P2X7受容体特異的括抗薬であるA438079

(TOCRISBioscience)、抗P2X7受容体抗体(AlomoneLabsLtd.,Jerusalem,

Israe一)、p38MAPKリン酸化阻害薬であるSB203580(Calbiochem)、TNF-a受

容体リコンビナント製剤であるEtanarcept(10ng/ml,武田薬品,大阪)を、それ

ぞれBzATP投与30分前に髄膜下に10|ilずつ投与し、投与後1日目まで機械

的痔痛逃避行動試験を行った(図3)。対照群には生理食塩水を投与した。

_7-30tnin0

と蒜-I-

BzA誌-I(days)チューブ常置

薬物投与

E]

療病逃避行動試験

図3機械的痔痛逃避行動試験のタイムコース

5.免疫組織化学染色

ネンブタール(大日本住友製薬)腹腔内投与(0.5ml/kg)による深麻酔下で、

4%パラホルムアルデヒド(メルク,東京) 、0.1Mリン酸緩衝液(PB;pH7.4シ

グマアルドリッチ,東京)を含む固定液を用いてラットの濯流固定を行った。

濯流固定後脳幹を摘出し、同固定液に3時間浸漬した。次に、 4 ℃で30%ス

クロースを含む0.01 Mリン酸緩衝生理食塩液(pbs;三菱化学ヤトロン、東京)

に3日間浸漬した.その後、凍結ミクロトーム(Leica,Wetzlar,Germany)杏

用いて、厚さ30|amの連続凍結切片を作製した。
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免疫組織化学染色はAvidin biotiny】ated horseradish peroxidase

complex (ABC)法または蛍光標識抗体法を用いた浮遊切片法により行った。

ABC法では、内因性ベルオキシダーゼを不活化させるため、 1 %過酸化水素水

を含むPBSで30分間処理し、0.1%トリトンX-100 (シグマアルドリッチ)を

含むPBS (PBST)による洗浄後、非特異的反応を抑制するために、室温で3%

Normalgoatserumを含むPBSTでブロッキングし、一次抗体に-晩浸漬した切

片を、 PBSTで洗浄後、ビオチン化二次抗体に60分間反応させた　PBSで洗浄

後、 50倍希釈したABC溶液(DAKO,Glostrup, Denmark)を60分間反応させ

た。PBSで洗浄後、DAB溶液(0.02 %3,3-ジアミノベンチジン四塩酸塩, DAKO)

で発色させた。免疫組織化学染色後、エタノールによる脱水処理を施し工ンテ

ラン(和光純薬,大阪)で封入し、光学顕微鏡(BX-40;オリンパス光学工業,莱

京)を用いて明視野照明下で観察と写真撮影を行った。蛍光標識抗体法につい

ては、一次抗体浸漬後PBSTで洗浄し、蛍光標識二次抗体を120分間反応させ

た。染色後、 Vectorsield (VectorLaboratories Inc., Burlingame, CA, USA)で封

入し、共焦点レーザー顕微鏡(Lsm5 Pascal; Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)

下でAlexa Fluor488 (適正励起波長496 nm)およびAlexa Fluor568 (適正励起

波長578nm)に対し、レ-ザーを照射し切片の観察および写真撮影を行った。

蛍光標識抗体法では、室温で3% Norma一 goatserumを含むPBSTでブロッ

キングし、一次抗体としてマウス抗ラットCDllb抗体(ABC法;1:1,000、蛍

光標識抗体法; 1:400;AbD, Serotec, Raleight, NC, USA) 、ウサギ抗TNF-a抗

体(蛍光標識抗体法1:1,200;AlomoneLabsLtd) 、ウサギ抗P2X7受容体抗体

(ABC法; 1:12,000,蛍光標識抗体法1:1,200AlomoneLabsLtd) 、マウス抗

NeuN抗体(蛍光標識抗体法; 1:3,000; Milipore Corporation Bed ford, MA, USA)

を用いた。また、二次抗体としてビオチン化抗ウサギ抗体(1:400;Vector

10



Laboratories Inc.) 、ビオチン化抗マウス抗体(1 :400; Vector Laboratories Inc) 、

Alexa Fluor488標識抗ウサギ抗体、 Alexa Fluor568標識抗マウス抗体(1:400;

MolecularProbes、 Inc., Eugene, OR, USA)を用いた。

6. Rea川me RT-PCR解析

エーテル深麻酔下でラットの脊髄および腹大動脈を切断し放血致死させた後、

断頭し脳幹を含む脳を素早く摘出、ドライアイスで凍結させた。その後、脳幹

から門を中心に厚さ5mmの脳をサンプルとして摘出した。このサンプルは三

叉神経中位核尾側核移行部および尾側核を含む(Paxinos and Watson,1982) 。

サンプルにTrizol reagent (1,000 jjl, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を涛加し、

ホモジェナイザ-を用いて細胞を溶解した後、水中で30分放置した。その後、

RNeasyMiniKit(QIAGEN,東京)を用いてtotal RNAの抽出を行った。 RNA抽出

後、 Nanodrop (Terumo Scientific, Waltham, MA, USA)を用いて定量し、

ReverTraAce (東洋紡,大阪)を用いてcDNAを合成した。その後、P2X7Primer、

18s rRNA taqman probe (図4, App一ied Biosystems)、 SYBR Green Real-time

masterMix (Applied Biosystems)およびTaqMan㊥ Universal PCR Master Mix

(Applied Biosystems)を用いて、 P2X7受容体遺伝子の発現量をApplied

Biosystems 7900 (Applied Biosystems)を用いて解析した。反応条件は95℃、 15

秒変性反応、60℃、60秒のアニーリングおよび72℃で10秒の伸長反応を1 cycle

とし、 40cycle行った。尚、 PCRで目的の領域が増幅されているか確認するた

め、アガロースゲルを用いて電気泳動を行った(214kbp)。

P2X7 primer
forward　5'-GCTTGGGAAAAGTCTGCAAG-3'

reverse　5'-TAGTTGAGACGGGAGGCAGT-3'

図4　primerの塩基配列
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7. Western blot解析

Realtime RT-PCR解析と同様の方法でサンプルを摘出した。あらかじめ

Phosphatase InhibitorCocktail (ナカライテスク,京都)を100倍希釈しておい

たRIPA buffer200 ¥i¥ (ナカライテスク)にサンプルを混ぜ、 Bradford protein

assey(Bio-Rad Laboratories, CA, USA)により、タンパク濃度を測定した　20 |jg

のタンパクをIaemmli'ssamplebufferに混和し、 12.5%アクリルアミドゲル上で

電気泳動(SDS-PAGE)により分離後、ニトロセルロースメンブレン(PROTRAN,

WHATMAN, Dassel, Germany)上に転写した。

一次抗体にはウサギ抗ラットP2X7抗体(1:500AlomoneLabsLtd)、ウサギ抗

リン酸化p38 MAPK (p-p38 MAPK)抗体(1:1,000 Cell Signaling Technology,莱

京)、マウス抗ラットCDllb抗体(1:1,000AbD,Serotec)、二次抗体にはHRP

標識抗ウサギ抗体(1 :2,000 Amersham Bioscienses, Buckinghamshire,

England)、 HRP標識抗マウス抗体(1:1,000 Amersham Bioscienses)を用いた。

泳動と転写の蛋白量の再検証にはβ-actinを用いた。同-のメンブレンにβ-actin

抗体(1:1,000シグマアルドリッチ)を反応させ、二次抗体にはHRP標識抗マウ

ス抗体(1:1,000Amersham Bioscienses)を用いた。メンブレンをECL phs(GE

ヘルスケア,東京)を用いて化学発光させ、 X線フイルム(HyperfilmECL,GEヘ

ルスケア)に露光したものを現像した。スキャナー(GT-X800;EPSON,諏訪)を

用いてフイルム像を取り込み、 Image J (National Institutes of Health, Bethesda,

MD, USA)を用いて数値化し、解析を行った。各サンプルのTNF-a、p-p38 MAPK、

P2X7量は、対応したβ-actinと比較して数値化し、処置前のサンプルの数値を

100%として、処置後の数値を求めた(各n=4)<

12



算出した数値はExcel 2007 (Microsoft,東京)を用いて分散分析(ANOVA)を行

った後、 Fisher's PLSD testにより平均の有意差検定を行なった。
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結果

1.神経因性癖痛モデルとしてのラット眼窓下神経絞拒モデルの有用

ラット眼嵩下神経神経絞拒モデルの、顎顔面領域における神経因性療病モデ

ルとしての有用性を検討した。絞拒群患側では、対照群健側と比較して、処置

後1日、 3日、 7日、 10日目にEF,50値が有意に小さな値を示した(図5) 。ま

た、対照群患側と比較して、処置後3日目および7日目にEF50値が有意に小さ

かった。

以上の結果より、ラット眼窓下神経絞拒モデルが顎顔面領域における神経因

性疫病モデルとして有用であることが確認された。
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図5　ラット眼嵩下神経絞拒モデルにおけるEF50値の変化

*.: p<0.05,** : p<0.01対照群患側との有意差あり

p<0.05 ##‥p<0.01対照群健側との有意差あり各群n-5.

2.眼高下神経絞拒後の三叉神経脊髄路核における小鯵細胞および

P2X7受容体の局在とP2X7受容体の発現動態

1)三叉神経脊髄路核におけるP2X7陽性細胞の変化

眼窟下神経絞拒後の三叉神経脊髄路核におけるP2X7受容体の局在を免疫組

織化学染色により検索した。絞拒群では、尾側核においてP2X7陽性細胞が多数

発現していたのに対し(図6.A,C)、対照群では少数のみ認められた(図6B,D)

また、絞拒群、対照群ともに対照側における変化は認められなかった(図6A, B),
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眼需下神経絞拒後3日目の三叉神経脊髄路核尾側核における免疫染色像を示

す。矢印はP2X7陽性細胞。A、 C;神経絞拒群　B、 D;対照群　C、 D;A、 B

中の点線枠の拡大像。左下端実線枠はC、 D中の点線枠の強拡大像を示す。

2)三叉神経脊髄路核におけるP2X7受容体発現量

眼窟下神経絞拒後の三叉神経脊髄路核におけるP2X7受容体発現量を、

Western blot解析およびReal time RT-PCR解析を用いて検討を行った。絞拒群

のP2X7受容体は、無処置群と比較して、タンパクレベルにおいて神経絞拒後3

日目をピークに発現が有意に先進し(図7A,B) 、 mRNAレベルにおいても同

様に発現先進が有意に確認された(図7C)

P2X?66kDa　最後嶋■表輸車輸　韻等

Actin 45kDa i<　　　　　　細細■■細

Time post CCI

5

<　　4
Z

讐5,
聖.玩

蓋算2

naive postCCI3d

図7　ラット眼高下神経絞拒モデルにおける三叉神経脊髄路核のP2X7受容体タ

ンパク発現量およびmRNAの変化
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A,B ;眼高下神経絞拒後1,3,7, 14日目における三叉神経脊髄路核のP2X7受

容体タンパク発現量　C;眼嵩下神経絞拒後3日目における三叉神経脊髄路核の

P2X7受容体mRNA発現量　★:p<0.05、 :p<0.01無処置群との有意差あり　各

群n=5

3)三叉神経脊髄路核におけるCDllb陽性細胞の変化

眼嵩下神経絞拒後、三叉神経脊髄路核における小鯵細胞の局在をCDllb免疫

組織化学染色により検索した。実験群では、 CDllb陽性細胞が多数発現してい

たのに対し、対照群では少数のみ認められた(図8C,D)　また、実験群におい

て細胞体および細胞突起の肥大化が確認された(図8C)　絞拒群、対照群とも

に対照側における変化は認められなかった(図8A, B)
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眼寓下神経絞拒後3日目の三叉神経脊髄路核におけるCDllb染色像を示す。

矢印はCDllb陽性細胞。A、C;実験群　B、 D;対照群　C、 D;A、 B中の点

線枠の拡大像。左下端実線枠はC、 D中の点線枠の強拡大像を示す。

4)三叉神経脊髄路核の小鯵細胞におけるP2X7受容体発現

小鯵細胞におけるP2X7受容体の発現を二重蛍光標識抗体法で検討した。絞拒

側の三叉神経脊髄路核において、緑で染色されるP2X7陽性細胞(図9A,D)と

赤で染色されるCDllb陽性細胞(図9B,E)が重なることから、 P2X7受容体

が小鯵細胞に発現していことが確認された(図9C.F)　また、対照側におけ

る発現はほぼ認められなかった。

図9　三叉神経脊髄路核におけるP2X7受容体とCDllbの二重免疫染色像
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眼高下神経絞拒後3日目の三叉神経脊髄路核におけるP2X7およびCDllb染

色像を示す。矢印は陽性細胞。 A、 D;P2X7　B、 E;CDllb C、 F;P2X7と

CDllbの重ね合わせ　D、 E、 F;点線枠の拡大像

3.眼窟下神経絞拒モデルでの療病発現に対するP2X7受容体特異的

括抗薬髄膜下投与による影響

P2X7受容体括抗薬投与により神経因性痔痛が制御されるか否か検索するため、

P2X7受容体特異的括抗薬であるA438079を眼需下神経絞拒後3日目に髄膜下

投与し、機械的療病逃避行動試験を行った。生理食塩水投与群と比較して、 P2X7

受容体括抗薬投与群では投与後5分から24時間までEF50値が有意に大きい値

を示した。また、 10倍希釈濃度投与群においても緩やかなEF50値の増加が認め

られ、2時間から24時間にかけて対照群と比べ有意に大きい値を示した(図10),

100

90

*

〈　70

0) 60
C〉

ォr>　50

LU　40

30

20

10

0

A438079

I

CCI

空　*　**　**　」

*

*

*

*

-CCI

ilfclllJB

-CCI

十A438079 (35 1咽)

.-CCI

十A438079 (3.5 |jg)

15　　　30　　1 h　　　2h　　　5h　　　24h

min mm mm

Time post A438079 injection

図10　眼高下神経絞拒後のA438079髄膜下投与によるEF50値の変化
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眼霜下神経絞拒(CCI)後3日目にチューブを介してP2X7受容体特異的括抗薬

であるA438079を髄腔内投与し、機械的療病逃避行動試験を行った　　p<

0.01生理食塩水投与群との有意差あり　各群∩=5

4.眼嵩下神経絞拒後のTNF-qの発現とP2X7受容体括抗薬の影響

1)眼嵩下神経絞拒後のTNF-a発現

眼寓下神経絞拒後にTNF-aが発現先進するか否か検討するためwestern blot

解析を行った。眼高下神経絞拒後3日目に、25 kDaの膜結合型TNF-a、(mTNF-a)

および17 kDaの分泌型TNF-a (STNF-a)の発現が先進した。さらにこの発現先

進に、 P2X7受容体が関係しているか検討するため、眼高下神経絞板と同時に

P2X7受容体括抗薬であるA438079を髄膜下投与した結果、眼嵩下神経絞拒によ

るmTNF-aおよびsTNF-clの発現先進は消失した(図11)

mTNF-a STNF-a

25kDa m　ト　17kDa 、　　表輸　-輸

Actin　ヽ細事　　　　　　　　Actin　葛細細嶋表■細　1着

T5
1_

●J

c
°
o

s*

n訓ve CC I CCl

+sa‖ne　+A438079

20

##　　　　　　　#*

naive CCI

+saline　+A438079



図11眼麗下神経絞拒後のTNF-aタンパク発現量の変化とP2X7受容体括抗薬

前投与の影響

眼高下神経絞拒後3日目におけるmTNF-aおよびsTNFqのタンパク発現量。

p<0.01,各群n=5

2) A438079髄膜下投与による神経因性療病への影響

眼寓下神経絞栃と同時にP2X7受容体括抗薬であるA438079を髄膜下投与し

た群において、眼寓下神経絞拒後3日目に確認されるEF50値の減少が有意に抑

制された(図12)
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図12　眼寓下神経絞拒後のEF,50値の変化

p<0.01,各群n=5
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5.眼窟下神経絞拒後の三叉神経脊髄路核でのp38 MAPKのリン酸化

眼嵩下神経絞拒後に三叉神経脊髄路核においてp38 MAPKのリン酸化が先進

するか否か免疫組織化学染色を用いて検索した。実験群健側と比較して、実験

群患側ではp-p38 MAPK陽性細胞が多数確認された(図13)

実験群健側 実験群　患側

Scale bar 20|jm

図13　神経絞拒後の三叉神経脊髄路核でのp-p38 MAPK免疫組織化学染色像

6.眼嵩下神経絞拒後のTNF-a発現とp38 MAPKのリン酸化との関

係

1)眼寓下神経絞拒後のTNF-a発現先進に対するp38 MAPKリン酸化阻害薬の

影響
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眼寓下神経絞拒後に発現先進するTNF-aに対し、 p38 MAPKのリン酸化阻害

が影響を及ぼすか否かを検討したO神経絞拒後に発現先進したmTNF-aは、 p38

MAPKリン酸化阻害薬であるSB203580髄膜下投与群において減少した。また、

mTNF-aについては、SB203580投与群と生理食塩水投与群との間に有意な差が

認められた(図14)
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25kDa　　要事衝17kDa　　　凄艶-齢亨
Actin　ヽ■■細葛細車　　　　　Actin　ヽ輸細細格表細事　〃表細

T5
」
◆■
l=
°
o

55

naive CCI CCI

+saline　+SB203580

na暮ve

+saline　+SB203580

図14　p38 MAPKリン酸化阻害薬の前投与による眼零下神経絞拒後のTNF-a

タンパク発現量の変化

p<0.01,各群n=5

2) SB203580髄膜下投与による神経因性療病への影響

さらに眼寓下神経絞栃と同時にp38 MAPKリン酸化阻害薬であるSB203580

を髄膜下投与した群において、 EF50値は生理食塩水投与群と比べて有意に大き

な値を示した(図15)
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図15　p38 MAPKリン酸化阻害薬の前投与による眼嵩下神経絞拒後のEF50値

の変化

p<0.01,各群n=5

7. P2X7受容体作動薬髄膜下投与後の療病発現とその特異性

眼嵩下神経絞拒後には、様々な受容体および細胞内情報伝達経路が活性化さ

れ、神経因性痔痛を引き起こすことが報告されている。このためP2X7受容体の

みを賦活化した場合においても、眼憲下神経絞拒後の痔痛発現やTNF-αの発現

先進、およびp38 MAPKのリン酸化先進が確認されるか否か検討した。

1) P2X7受容体作動薬髄膜下投与後の痔痛発現

P2X7受容体特異的作動薬であるBzATPの髄膜下投与により、痔痛が惹起さ

れるのか否か検討した。生理食塩水投与群と比較してBzATP(0.5 ng)投与群では、

投与後5分から21日までEF50値が有意に小さな値を示した。また、その100
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分の1用量投与群においても、投与後5分から14日までEF50値の減少が確認

された(図16)
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図16　P2X7受容体作動薬であるBzATP投与後のEF50値の変化

p<0.05,** : p<0.01,生理食塩水投与群との有意差あり各群n=5

2) P2X7受容体作動薬のP2X7受容体との関係性

BzATPはP2X7受容体の特異的リガンドとされているが、その特異性を疑う

報告もある。このためP2X7受容体特異的括抗薬であるA438079または抗P2X7

受容体抗体を前投与し、 P2X7受容体との関係性を検討した。

A438079または抗P2X7受容体抗体を前投与した両群において、 BzATP投与

後に確認されたER50値の減少が、有意に抑制された(図17)
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図17　P2X7受容体括抗薬またはP2X7受容体抗体前投与によるBzATP投与後

のEF50値の変化

p<0.05,** : p<0.01, BzATP投与群との有意差あり　各群n=5

8. P2X7受容体作動薬投与後のTNF-a発現とp38 MAPKのリン酸化

との関係

1) P2X7受容体作動薬投与後のTNF-a発現

P2X7受容体作動薬であるBzATPの投与後に、 TNF-aが発現先進するか検討

した　BzATP投与群では、無処置群と比べ、 STNF-aの発現先進が確認された.

さらに、その発現先進はP2X7受容体括抗薬であるA438079の前投与により有

意に抑制された(図18)

26



mTNF-a STNF-a

25kDa纏酸　貞表夢　　　　17kDa　　　　表■■細一欄鴨　≠

Actin ヽ■′葛■■p看表さ　　Actin ヽ■′葛細事l看表き

tt▼tl

2　150
●J
l=

100

55

250

200

150

100

50

0

naive BzATP A438079　　　　　naive BzATP A438079

+ saline　+BzATP　　　　　　　　　　+ saline　+BzATP

図18　BzATP投与後のTNF-aタンパク発現量の変化とP2X7受容体括抗薬前投

与の影響

*.:p<0.05　各群n=5

2) P2X7受容体作動薬投与後のp38 MAPKのリン酸化について

P2X7受容体作動薬であるBzATPの投与後に、 p38 MAPKのリン酸化が先進

するか否かを検討した　BzATP投与群では、無処置群と比べ、 p38MAPKのリ

ン酸化が有意に先進していた。また、その先進はp38MAPKリン酸化阻害薬で

あるSB203580の前投与により有意に抑制された(図19)
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酸化阻害薬前投与の影響

:p<0.05　各群n=5

3) P2X7受容体作動薬投与後に発現充進するTNF-αとp38 MAPKのリン酸化

P2X7受容体作動薬投与後に発現先進するTNF-aが、 p38 MAPKのリン酸化と

関係しているのか否か検討した　p38 MAPKリン酸化阻害薬であるSB203580

前投与群では、 BzATP投与群と比較し、 mTNF-aおよびsTNF-aの発現が有意

に減少していた(図20)
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図20　p38 MAPKリン酸化阻害薬前投与によるBzATP誘発性のTNF-aタンパ

クの発現変化

p<0.05,** :p<0.01,各群n=5

4) P2X7受容体作動薬投与後の痔痛とp38 MAPKのリン酸化について

P2X7受容体作動薬投与後に発現する痔痛が、 p38 MAPKのリン酸化と関係し

ているのか否かを、p38 MAPKリン酸化阻害薬を用いて検討した,SB203580 (10

ng)前投与群において、 BZATP単独投与群と比較し、投与後5分からのEF50値

の低下が有意に抑制された。さらに10分の1用量であるSB203580(1 ng)前投

与群においても、 EF50値の緩やかな増加が認められた(図21)
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図21 p38MAPKリン酸化阻害薬前投与によるBzATP投与後のEF50値の変化

p<0.05,** : p<0.01, BzATP投与群との有意差あり　各群n=5

9. P2X7受容体作動薬投与後の療病およびTNF-a発現に対する

TNF-a受容体リコンビナント製剤の影響

1) P2X7受容体作動薬投与後の療病に対するTNF-cl受容体リコンビナント製剤

の影響

P2X7受容体作動薬投与後の疫病に対し、 TNF-a受容体リコンビナント製剤で

あるEtanerceptが影響するのか否かを検討した　BzATP投与後に確認された

EF50値の低下は、 Etanercept前投与により有意に抑制された(図22)
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図22　Etanercept前投与によるBzATP投与後のEF50値への影響

p<0.05,** : p<0.01, BzATP投与群との有意差あり　各群n=5

2) P2X7受容体作動薬投与後に発現先進するTNF-aに対するTNF-aリコンビナ

ント製剤の影響

BzATP投与後に発現先進するTNF-aに対し、 Etanerceptがどのように影響す

るか検討した　Etanercept前投与群において、 BzATP単独投与群と比較し、

STNF-aの発現が有意に低下した(図23)
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考察

1.神経困性痔痛モデルの有用性について

これまでの神経因性痔痛に関する研究の中で、口腔顎顔面領域を対象とした

報告は比較的少ない。したがって、口腔顎顔面領域に特化した神経因性痔痛モ

デルを用いて、その発生機序を解明することは極めて重要と考えられる。

本研究では、眼寓下神経絞掛こよる神経傷害モデルを作製し、,三叉神経第2

根の枝である眼窃下神経支配のwhiskerpad(平沢ら, 1992)について検討した。

実験群患側のER50倍は、術後1日目から10日目まで低下し、術後14日目には

回復していた。一方、対照群患側のER50個は、術後1日目に、処置前と比較し

て低下していた。さらに、実験群患側と対照群患側のER5。値を比較すると、術

後3、 7日目において、実験群患側の方が低下していた。すなわち、実験群患側

において、眼窓下神経絞掩後3、 7日目で痔痛が発現したことになる。このよう

に、神経傷害に起因する痔痛が発現したことから、本研究で作製したラット眼

窓下神経絞拒モデルは口腔顎顔面領域を対象とした神経困性療病モデルとして

有用であることが実証された。

一方、実験群健側のER5。値は、処置前および対照群健側と比較して、術後3

日目で低下した。これは、左側眼窓下神経を絞拒したにも拘らず、健側である

右側眼窃下神経にも痛覚が発現したことを示す。坐骨神経を片側傷害した場合、

傷害側とともに健常側にも痛覚過敏が発現するという報告がある(Chacureta上,

2001; Mi=gan etal., 2001; Mi=gan etal., 2003; Spataroetal., 2004)c　このよう

な健常側にも痛覚過敏が発現する現象は、 mirrorimage painと呼ばれており
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(Chacuret al., 2001; Mi=gan et al., 2001; M=igan et al., 2003; Spataro et al.,

2004)、中枢感作が原因とされている。よって、本研究の眼窓下神経絞糎モデル

における非傷害側での療病発現には、このmirrorimagepainが関係していると

考えられる。

2.眼窃下神経絞拒後の小腸細胞について

眼窓下神経絞拒後、三叉神経脊髄路核における活性化した小腸細胞の数は増

加し、また陽性細胞は脊髄路核の浅層と深層に発現した。また、活性化した小

腸細胞は細胞体が肥大化することが報告されているが(Colburn and DeLeo,

1999)、本研究においても同様に、眼宙下神経絞掩後に小腸細胞の細胞体は肥大

化し、突起の伸展が認められた。さらに、本研究では眼麗下神経絞糎後の痔痛

発現のピークである3日目のラットを免疫組織化学染色に用いたが、対照群と

比較して小腸細胞が活性化し、その発現数が増加した。この結果は坐骨神経絞

糎モデルにおいて脊髄後角に発現する小腸細胞が痔痛発現に関与するという報

告と一致し(De引offeta上2008; Inoueeta上2009;津田ら,2006)、末梢神経の絞

掛こよって三叉神経脊髄路核においても、脊髄後角と同様の反応が起こること

が初めて明らかになった。

3.眼窃下神経絞拒後のP2X7受容体について

P2X7受容体の免疫染色を行った結果、眼寓下神経絞栃後3日目に三叉神経脊

髄路核でのP2X7受容体の発現が著しく瓦進した。また、 Westernblot解析によ

るP2X7タンパクの経時的発現変化を検索したところ、眼寓下神経絞緬後3日目
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にピークを迎え、 EF5。値の経時的変化とよく一致していた。さらに、本研究で

は眼窃下神経絞拒後に誘発される療病がP2X7受容体括抗薬により抑制される

ことが確認された。この結果はP2×7受容体ノックアウトマウスにおいて坐骨神

経傷害による神経因性痔痛が発現しない(Chessell et a上, 2005)、 P2X7受容体特

異的括抗薬を髄膜下授与すると坐骨神経傷害後の神経困性痔痛が抑制される

(Honore et a上, 2006; McGaraughtyet a上, 2007)とした過去の報告と一致し、顎

顔面領域においてもP2×7受容体が関係していることが初めて明らかになった。

4.眼宙下神経絞糎後の小腸細胞とP2X7受容体の関係性について

眼寓下神経絞拒後3日目に二重免疫染色を行った結果、三叉神経脊髄路核に

おいて小腸細胞にP2X7受容体が著しく誘導されることが明らかとなった。一方、

P2×7受容体は末梢神経傷害後、脊髄後根神経節の衛星細胞に発現元進すること

が報告されている(Chen eta上2008; Chessell eta上, 2005)。末梢神経節には星状

膨細胞や小腸細胞は発現せず、衛星細胞が末梢神経節細胞に随伴し、その支持・

栄養などの機能を担っている。さらに、衛星細胞に発現するP2X7受容体を賦活

化すると慢性痔痛が抑制されること(Cheneta上,2008)から、発現する部位によ

り、 P2X7受容体の機能は異なることが推察される。

本研究は三叉神経脊髄路核のみを研究対象としており、三叉神経節における

P2X7受容体の発現は検討していない。しかし、眼窓下神経絞掛こよって三叉神

経節の衛星細胞もP2X7受容体を発現し、慢性痔痛に衛星細胞が関係している可

能性がある。このため、神経因性痔痛発生における衛星細胞の関与については、

今後さらなる検討が必要である。
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5.眼窃下神経絞糎後のTNF-a発現とP2X7受容体の関係について

TNF-aは、分子量25kDaの前駆体タンパク質である膜結合型TNF-a

(mTNF-a)として産生される。次いで、 TNF-a変換酵素(TACE)により細胞外に

存在するカルポキシル基側末端ドメインが切断されて17kDaの可溶性TNF-a

(STNF-a)タンパク質(157アミノ酸残基)となり、細胞間隙に放出されて機能

を発揮すると考えられている(Mullbergetal.,2000)。また、 mTNF-aは、培養小

腸細胞にLPSあるいはATPの涛加により発現することが報告されている(Hide,

2003; Suzuki et al., 2004; Wood, 1994)c

本研究では、 mTNF-aおよびsTNF-aの両者と反応する抗TNF-a抗体を用い

て三叉神経脊髄路核の免疫組織化学染色を試みたが、特異的な反応は詰められ

なかった。しかし、Westernblot解析を行った結果、眼窓下神経絞糎後にmTNF-a

およびsTNF-aの発現元進が確認された。すなわち眼窓下神経絞糎後、活性化し

た小腸細胞においてmTNF-aの発現が瓦進.し、この結果sTNF-aの発現量も増

加したと推察される。これまでの慢性痔痛の研究により、中枢神経系における

TNF-aタンパクの発現元進が報告されているものの、 mTNF-aについての検索

のみで(Pengetal.,2006;Xuetal.,2007)、 STNF-aは検索されていない。また、

末梢神経傷害後、 TNF-a受容体リコンビナント製剤であるEtanerceptを髄腔内

授与すると慢性療病が抑制された(Schafers et al., 2003b; Sommeret a上2001;

Svensson et al., 2005)ことから、神経絞糎後に三叉神経脊髄路核において発現

元進したTNF-aが、痔痛闇値の低下に関与していることは明白であり、特に

mTNF-aから形成されたsTNF-aが重要である可能性が示唆された。

慢性療病発現時に小腸細胞を活性化し、 TNF-aを誘導する分子にはいくつか

候補が挙げられている。例えば、種々の病原体を感知して自然免疫(獲得免疫
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と異なり一般の病原体を排除する非特異的な免疫作用)を作動させる受容体で

あるToll-likereceptor (TLR)は、星状膨細胞および小腸細胞に発現することが

知られている(Carpentieret al., 2008; OIson and M川er, 2004)。このTLRの括抗

薬投与またはsiRNAを用いたTLR4のノックダウンにより慢性痔痛が抑制され、

TNF-aの発現が抑制されることが報告されている(Obataetal., 2008a; Wu etal.,

2010)。また、神経傷害により活性化した小腸細胞にP2X4及びp2Y受容体が高

濃度に発現し、P2X4及びp2Y受容体ノックアウトマウスでは神経因性痔痛が著

しく抑制される(Tozaki-Saitoh etal., 2008;Tsudaetal., 2003)ことから、神経

因性痔痛に対するP2X4及びp2Y受容体の関与が示唆されている。さらに、培

養小腸細胞にATPを涛加するとTNF-aが発現元進することが報告されている

(Hideetal., 2000)c　したがって、小腸細胞に発現し慢性痔痛発生時にTNF-aの

産生に関与すると考えられる受容体はP2X7受容体以外にも存在する。そこで本

実験では、 P2X7受容体作動薬を用いてP2X7受容体を単独で賦活化し、慢性痔

痛とTNF-aの発現が惹起されるか否かを検討した。P2X7受容体の作動薬はATP

など多数知られているが、そのうちBzATPは最も親和性が高いことが知られて

いる(Fields and Burnstock, 2006; Surprenantet al., 1996)。このため、本研究で

はP2×7受容体作動薬としてBzATPを用いた。BzATP髄膜下投与後、whiskerpad

において投与後21日まで痔痛が発現した。しかし、 BzATPはその特異性を疑

う報告もある(Bianchietal., 1999; Teixeiraetal., 2010)ことから、 P2X7受容体

の特異的括抗薬であるA438079および抗p2×7受容体抗体を前投与することで、

BzATP投与後の痔痛発現にP2X7受容体が関与しているか否か検討した。その

結果、 BzATPによって誘発される慢性痔痛は、 A438079および抗P2X7受容体

抗体によって抑制され、さらにsTNF-aの発現元進も抑制された。したがって、
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BzATPがP2X7受容体を賦活化し、 STNF-aを発現元造することで慢性痔痛を誘

発したと考えられる。

一方、 ATPを脊髄腔内投与すると慢性痔痛を惹起すると報告されている

(Nakagawaetal., 2007; Nakagawaetal., 2008)c　しかし、 ATPはP2X7受容体

のみならず、痔痛発現に関与するとされるP2X,とP2Ys受容体の作動薬でもあ

ることから、痔痛発現におけるP2X7受容体の関与は不明であった。本研究にお

いて、 P2X7受容体の活性化により痔痛が惹起されることが初めて明らかにされ

た。

TNF-a受容体(TNFR)には2つのタイプがあり、それぞれTNFRl (p55)および

TNFR2(p75)と呼ばれている。このうち、 TNFR2は脊髄後角のニューロンに発

現して慢性痔痛に関与していると考えられている。 Etanerceptは、両受容体の

うち、 p75のリコンビナント製剤であり、慢性関節リウマチ患者に皮下注射する

と関節痛や関節腫脹が減少することや(Moreland et al., 1997)、扇平上皮癌患者

に皮下注射するとその進行が遅延したことが報告されている(SmithandSkelton,

2001)。 BzATP誘発性痔痛はEtanerceptの前投与により抑制され、 mTNF-aの発

現瓦進は抑制されなかったものの、sTNF-αの発現元進は抑制された。すなわち、

BzATPの作用により細胞間隙に放出されたsTNF-aは、 Etanerceptと結合するこ

とによりその活性を失い、 BzATP誘発性痔痛が抑制されたと考えられる。この

結果から、前述したようにBzATPがP2X7受容体を賦活化し、 STNF-ctを発現元達

することで慢性療病を誘発することが示唆される。

P2×7受容体は他のATP受容体と比較して、 ATPに対する親和性が低いこと

が知られている(Gudipatyetal., 2001)。また、小月鋸田胞に存在し慢性療病発生時

にTNF-aの産生に関与すると考えられる受容体は、P2X7受容体以外にも、TLR3、

TLR4、 P2X4及びp2Y受容体などがある。しかし、本実験ではP2X7受容体括
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抗薬の術前投与によって神経絞拒後に発現元進するmTNF-aおよびsTNF-aは

著しく抑制された。したがって、眼窃下神経絞拒後に神経腸細胞やシナプス終

末からATPが放出されるが、P2X7受容体はその括抗薬によって活性が阻害され

たためmTNF-aの産生が瓦進せず、この結果sTNF-aの発現量も増加しなかっ

たと考えられる。すなわち、神経絞糎後のP2X7受容体の活性化を介したTNF-a

の発現元進が慢性痔痛の発現に関与していることが実証された。

6. TNF-a産生に関係する細胞内情幸酎云達経路について

末梢神経傷害後、脊髄後角の小腸細胞においてp38 MAPKのリン酸化が瓦進

し、p38 MAPKリン酸化阻害薬を授与すると神経因性療病が抑制された(Inoueet

al., 2003; Jin etal., 2003; Milligan etal., 2003; Tsudaetal., 2004)ことから、 p38

MAPKは痔痛発現および維持に関与していると考えられてきた。さらに培養小

腸細胞において、p38MAPKリン酸化阻害薬によりATP誘発性のTNF-aの発現

が低下する(Suzuki etal., 2004)ことや、 BzATPおよびATPによるP2X7受容体

賦活化後にp38 MAPK/ERK経路が活性化し、TNF-aの発現が元進すること(Hide

eta上2000; Inoueetal.,2003)が知られており、 p38MAPKはTNF-a産生にお

いて重要な細胞内情報伝達経路の一つである。本研究では、免疫染色を用いて

眼窃下神経絞拒後の三叉神経脊髄路核においてp38 MAPKリン酸化が元進する

か否かを検討した結果、非傷害側と比較してp38MAPKのリン酸化が元進した。

さらに神経絞拒後に認められたmTNF-aの発現元進と神経同性痔痛は、 p38

MAPKリン酸化阻害薬の投与により抑制された。すなわち神経絞姫後に三叉神

経脊酎各核において確認されたp38 MAPKのリン酸化は、 TNF-aの発現元進と

痔痛発現に関係していることは明らかである。
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一方、 TLR3アンチセンスオリゴヌクレオチドを投与すると、末梢神経傷害後

に脊髄後角に惹起されるp38 MAPKのリン酸化が抑制されることや(Obataet

al.,2008b)、 CX3CRlノックアウトマウスで末梢神経傷害によるリン酸化p38

MAPKの発現克進が認められないこと(Stanilandetal., 2010)から、 p38 MAPK

のリン酸化に関係すると考えられる受容体はP2X7受容体以外にも存在する。そ

こで、本研究ではBzATP髄膜下投与後にp38 MAPKのリン酸化をWestern b一ot

解析にて検討した。その結果、 p38MAPKのリン酸化は元進し、その瓦進はp38

MAPKリン酸化阻害薬の前投与により抑制された。さらにBzATP誘発性の

STNF-aの発現克進は、 p38 MAPKリン酸化阻害薬の前投与により抑制された。

したがって、 p38 MAPKが神経絞拒後の痔痛発現に重要な細胞内伝達経路で

あるとともに、 P2X7受容体の活性化後、p38MAPKのリン酸化を介してsTNF-a

が放出され痔痛を惹起していることが示された。
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総括

本研究では、三叉神経脊髄路核小腸細胞に発現するP2X7受容体に着目して、

顎顔面領域における神経因性慢性痔痛の発現機序を明らかにすることを目的と

した。その結果、以下の所見が得られた。

1)眼窓下神経絞糎後に三叉神経脊髄路核において活性化した小腸細胞にP2X7

受容体が発現した。

2)眼窓下神経絞梅後に誘発される神経困性痔痛は、 P2X7受容体、 p38MAPK

のリン酸化を阻害することで抑制された。

3)目艮窃下神経絞拒後にmTNF-aおよびsTNF-aは発現瓦進し、その発現元進は

P2×7受容体、 p38MAPKのリン酸化を阻害することで抑制された。

4) P2X7受容体の賦活化により慢性痔痛が発現し、この慢性痔痛はP2X7受容体、

p38MAPKのリン酸化を阻害することで抑制された。

5) P2X7受容体の賦活化後にsTNF-aは発現元進し、その発現/L進はP2X7受容

体、 p38MAPKのリン酸化を阻害することで抑制された。

以上の結果より、三叉神経脊髄路核において、小腸細胞に発現するP2X7受容

体にATPなどのリガンドが結合することによりp38MAPKがリン酸化し、

mTNF-aの産生を元進させ、その結果起こるmTNF-aから形成されたsTNF-a

の放出量の増加が顎顔面領域における神経因性痔痛に関与していることが明ら

かとなった。
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