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Ⅰ．緒　　　　言
　矯正歯科治療は良好な咬合を得るために広く行われて
いる。しかし、同時に矯正力は不快感や疼痛を引き起こす。
口腔顔面領域からの体性感覚情報は、三叉神経求心路を
通り延髄に伝達される。主に触覚・圧覚は主感覚核に、
痛覚・温度覚は三叉神経脊髄路核（9VS）に伝達される。
その後、これらすべての感覚情報は間脳の視床後内側腹
核に収束し、大脳の一次体性感覚野へ投射される 1）。
9VSには 3つの亜核が存在し、それぞれ吻側亜核（9R）、
中間亜核（9L）、尾側亜核（9F）とよばれる（図1）。9F
は、顎顔面領域からの侵害受容情報を伝達する三叉神経
の一次求心性入力を受ける 1��2）。さらに、侵害受容シグ
ナルの調節および統合において重要な役割を果たしてい
る内因性神経伝達経路から興奮性および抑制性入力を受
け る 3��4）。9F 領 域 お い て、 薄 層 ,,（VXEVWDQWLD�
JHODWLQRVD��6*）に位置するニューロンは介在ニューロ
ンであり、侵害情報の処理には重要であると考えられて
いる。なぜなら、それらは神経の局所回路を構成してい
る一次ニューロンであり、体性感覚に関連する視床に投
射していないからである 5）。
　歯牙移動時の疼痛感覚は、矯正力の強度、局所的な虚
血あるいは組織の炎症に由来している 6��7）。炎症あるい
は疼痛に関与するシクロオキシゲナーゼ 2（&2;-2）は
損傷を受けた末梢組織だけでなく、侵害情報伝達に関連
した中枢部位においても誘導されることが報告されてい

る 8��9）。結果的に中枢のニューロンの 3*(2 は、有害な
刺激に応答して中枢ニューロンおよびグリアにおいてシ
クロオキシゲナーゼによって合成され 10）、様々な生理
学的機能に影響する 11－14）。�3*(2 は、(31-(34 受容体
サブタイプの *タンパク質共役受容体を刺激すること
によって作用する 15��16）。実際に、3*(2 は、シナプス前
(31 受容体を活性化することによって 6*領域に位置
する 9Fニューロンにおける自発性興奮性および抑制性
シナプス伝達の促進効果を有し、三叉神経誘発性興奮伝
達に有意な効果はないことを我々は明らかにした 17）。
これらの結果から中枢で合成された 3*(2 は 9Fニュー
ロンにおけるシナプス伝達を調節し、顎顔面領域からの
侵害受容シグナルの中枢での処理過程を調節すると考え
られる。
　一方、組織学的分析から 9Fに発現する�WUDQVLHQW�
UHFHSWRU�SRWHQWLDO�YDQLOORLG�1（75391）チャネルも顎
口腔侵害受容伝達にも関与すると言われている。例えば、
顎顔面領域を神経支配する 75391 陽性求心性神経細胞
は、すべての三叉神経感覚核、主に 9Fの 6*領域 19��20）

に投射する。また実験的な歯の動きは、9Fにおける
75391 チャネルの発現を増加させる 21）。さらに、シナ
プス前 75391 チャネルの選択的活性化は 9Fニューロ
ンにおける自発性興奮伝達を促進する 21��22）。一般に、
75391 チャネルは体性感覚線維に分布しており、それ
らの活性化は神経末端や中枢端からの神経伝達物質また
は化学物質の放出を引き起こし、侵害受容シグナル伝達
の増強をもたらす 23��24）。75391 チャネルは、プロトン、
熱および生物活性物質を含む物理・化学的侵害受容刺激
によって活性化され 25��26）、内因性プロテインキナーゼに

図 1．三叉神経一次求心線維の中枢内投射（右側）及び遠心性投射
略語：Ob;閂、Vme;三叉神経中脳路核、Vsu;三叉神経上核、
　　　Vg;三叉神経節、Vj:三叉神経傍域、Vp;主感覚核、
　　　Vmo;三叉神経運動核、Vsp;三叉神経脊髄路核、
　　　Vo;吻側亜核、Vi;中間亜核、Vc;尾側亜核、
　　　Mr;三叉神経運動根、Sr;三叉神経感覚根
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図 2．Vc におけるシナプス伝達様式
侵害受容性興奮性シナプス伝達…末梢からの情報の直接入力
介在性興奮性シナプス伝達・介在性抑制性シナプス伝達…Vc
周囲からのシナプス伝達入力
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よるリン酸化を受ける 27��28）。近年、シナプス伝達におけ
る 3*(2 と 75391 チャネルとの相互作用を実証する報
告が増えている。�3*(2 は、末梢侵害受容器末端 11）お
よび後根神経節ニューロンの (31 受容体を活性化する
ことによって 75391 チャネルを感作する 29）。さらに、
75391 チャネルは、一次感覚神経の 3*(2 誘発活性化
を媒介する 30��31）。これにより、�3*(2 は、9F領域におい
て (31 受容体を介してシナプス前 75391 チャネルを
感作・活性化し、結果的に神経伝達物質の放出を増強す
ると考えられる。�しかし、これについてはまだ明らか
にされていない。
　今研究では、ZKROH-FHOO�SDWFK�FODPS法を用いて、ラッ
ト脳幹スライスの 6*領域に位置する 9Fニューロンか
ら自発性興奮性および抑制性後シナプス電流（V(36&�
図2$および V,36&�図2%）を記録した。これら V(36&
および V,36&に対する &DSVDLFLQによる 75391 チャ
ネル活性化の効果、および 3*(2 によるシナプス伝達の
促進における 75391 チャネルの関与を調べた。

Ⅱ．実験材料および方法
　本実験は愛知学院大学の動物実験指針に順次、日本薬
理学会によって承認された実験動物の指導原則に従って
実施した。実験は動物の苦痛を最小限にし、使用する動
物の数をできる限り少なくして行った。

1．スライス作成
　本実験では、:LVWDU系雄性ラット（日本 6/&、3a5
週齢、50a100J）を用いた。脳幹スライスの水平断の作
成方法は、以前に報告されている +DQらの方法 3）を参
考にして行った。ラットを 3種混合麻酔で深麻酔し断頭
した。三叉神経脊髄路核尾側亜核を含む脳幹部を摘出し、
氷冷した低カルシウム人工脳脊髄液（組成：VXFURVH��
260P0��.&O��3�0P0��&D&O2��1�0P0��0J&O2��3�0P0��
1D+2324��1�25P0��'-JOXFRVH��10P0��/-DVFRUELF�DFLG��
0�4P0��1D+&23��26P0��95��22-5��&22 で 通 気 し、
S+�を 7�4 に調節）に浸した。脳幹部から小脳を切除後、
硬膜及び毛細血管を剥離し、延髄を摘出した。マイクロ
ス ラ イ ス カ ッ タ ー（/LQHDU�6OLFHU�3UR�7��'RVDND��
.\RWR��-DSDQ、図3$）を用いて、脳幹の背側から約1�2PP
の深さに位置する三叉神経脊髄路核を含む、厚さ400�P�
の水平断スライスを 2a3 枚作成した。脳幹スライスを
人工脊髄液（1D&O��125P0��.&O��2�5P0��&D&O2��2�0P0��
0J&O2��1�3P0��1D+2324��1�25P0��'-JOXFRVH��12�5P0��
/-DVFRUELF�DFLG��0�4P0��1D+&23��25P0��95��22-5��

&22 で通気し、S+�を 7�4 に調節）中に、34℃で 30a40
分間保温した（図3%）後、室温（25±2℃）で約１時間
保管した。

2．膜電位固定法（whole-cell patch clamp 法）による
膜電流の記録

　9F領域の神経細胞からの膜電流の記録は+DPLOOら 32）

によって開発された ZKROH-FHOO�SDWFK�FODPS法を用い
た。細胞膜にケイ酸ガラス毛細管（%RURVLOLFDWH�*ODVV�
&DSLOODULHV��:RUOG�3UHFLVLRQ�,QVWUXPHQWV��6DUDVRWD��
)ORULGD��86$）をギガオーム以上の高抵抗で密着させ、
膜電位を -60P9に固定した後、電極内の細胞膜を破壊
し、細胞内環境とパッチ電極内を貫通させ、細胞膜を流
れるイオン電流を記録した。実験はすべて室温（25±2℃）
で行った。
1）実験装置について（図4��5）
（1）信号変換装置（3RZHU�/DE�2�26��$'�,QVWUXPHQWV、
図4$）
　�　記録された電流をデジタル化し、コンピューター上
に表示するために使用した。

（2）オシロスコープ（66-7804$��,:$7+8、図4%）
　�　ギガオーム・シール（1a10*Ωのシール抵抗）完
成時やZKROH-FHOO完成時における電流応答を確認する
ために使用した。

（3）パッチクランプアンプ（$;23$7&+�200%��$[RQ�
,QVWUXPHQWV、図4&）
　�　高感度の電流－電圧変換装置で演算増幅器と共に搭
載されており、ピコもしくはナノオーダーの微小電流
を記録するために使用した。

（4） 近赤外微分干渉顕微鏡（%;-51:,��2O\PSXV��
7RN\R � DQG� &2741 � � +DPDPDWVX� 3KRWRQLFV ��
+DPDPDWVX��-DSDQ、図4'）

%�
$�

図 3．スライス作製に必要な実験器具
A;マイクロスライスカッター、B;インキュベーター
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　�　9Fニューロンをモニター上に視覚化するために使
用した。

�（5）マイクロマニピュレーター（0+:-3��1$5,6+,*(、
図4(）
　�　顕微鏡下で 1QP程度の精度でパッチ電極を操作す
るために用いた。

（6） パ ッ チ 電 極 作 製 装 置（)$0,1*�%52:1�

0 ,&523 , 3(77( � 38//(5 � 3 - 9 7 � 6 X W W H U�
,QVWUXPHQWV、図4)）
　�　以上の装置の略図と実際の顕微鏡像を図5に示す。
2）実験手順について
3）細胞の選定方法
　作成した脳幹スライスを顕微鏡下の記録用チャンパー
にナイロンメッシュを張ったステンレスのアンカーで固

)�

$�

%�

&�

'�

(�

図 4．パッチクランプ法に必要な実験器具
A;信号変換装置、B;オシロスコープ、C;パッチクランプアンプ、D;近赤外微分干渉顕微鏡、E;マイクロマニュピュレーター、F;パッ
チ電極作製装置
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図 5．パッチクランプ法の実験装置の略図（A）と実際の顕微鏡像（B）



ラット三叉神経脊髄路核尾側亜核におけるプロスタグランジンE2 誘発性
自発性シナプス伝達に対するシナプス前終末のTRPV1 チャネルの関与4

定し、人工脳脊髄液 1a2PO�PLQで灌流した。近赤外微
分顕微鏡下で、モニター上に膠様質（6*�6XEVWDQWLD�
*HODWLQRVD、閂から約 2PP外側、長さ約 1PP、幅約
200�P）領域を写し、直径約 10a15�Pの細胞を選択した。
（1）ZKROH-FHOOの確立手順
　①�パッチ電極内に電極内液（組成：&V&O��140P0��

&D&O2� � 2P0��0J$73�� 2P0�� (*7$�� 10P0��
+(3(6��5P0��S+�7�3�&V2+で調整）を、ミリポ
ア フ ィ ル タ ー（0LOOH[-/*��0HUFN�0LOOLSRUH��
%LOOHULFD��0$��86$）を通して充填し、電極ホルダー
（&9203%8+('67$*(�� $[RQ� ,QVWUXPHQWV��
)RVWHU�&LW\��&$��86$）に装着した。

　② �&XUUHQW-FODPSモードにおいて、先端抵抗が 4a60
Ωのパッチ電極を陽圧にしながら細胞の膜に付着さ
せた。

　③�パッチ電極内を陰圧にしてギガオーム・シールを完
成させた。

　④ �9ROWDJH-FODPS モードに切り替えて膜電位を
-60P9に固定し、]DSSLQJ（0�5a50PVの過分極パル
ス）により、パッチ膜を破り�ZKROH-FHOOを完成さ
せた。

3．記録電流の分類
1）V,36&
　V,36&の記録は、$03$受容体遮断薬である '14;
（6��7-GLQLWULTXLQR[DOLQH-2��3GLQRH、10�0）の灌流下で
行った。
2）V(36&
　V(36&の記録は、*$%$A 受 容体遮断薬である
SLFURWR[LQ（100�0）及びグリシン受容体遮断薬である
VWU\FKQLQH（VWUFKQLQH�QLWUDWH、1�0�0）の灌流下で行った。

4．使用薬物
　使用薬物は以下のとおりである。それぞれの薬物は以
前の報告に従って適切な濃度で用いた 17��21��33��34）。
・�$0*9810�（（2(）-1-（2��3-'LK\GUR-1��4-EHQ]RGLR[LQ-6-
\ O）- 3 -［4 -（1 � � 1 - G LP H W K \ O H W K \ O）S K H Q \ O］-�
2-SURSHQDPLGH��75391� チャネル遮断薬 ��0�1�0��
:DNR�3XUH�&KHPLFDO��2VDND��-DSDQ）�
・�&DSVDLFLQ�（D�75391� チ ャ ネ ル 作 動 薬 ��0�1��0�3��
1�0�0��6LJPD��6W��/RXLV��02��86$）�
・�'14;�（6��7-GLQLWURTXLQR[DOLQH-2��3-GLRQH��QRQ-
10'$� 受容体遮断薬 ��10�0��5	'�6\VWHPV�,QF���
0LQQHDSROLV��01��86$）�

・�3*(2�（1�0��5�0��10�0�0��5	'�6\VWHPV�,QF�）��
・�SLFURWR[LQ�（*$%$A 受 容 体 遮 断 薬 ��100�0��:DNR�
3XUH�&KHPLFDO）�
・�VWU\FKQLQH�（VWU\FKQLQH�QLWUDWH�JO\FLQH 受容体遮断
薬 ��1�0�0��:DNR�3XUH�&KHPLFDO）

　&DSVDLFLQはまずエタノールに溶解し、さらにその溶
解したものと 3*(2�はジメチルスルホキシド（'062）
に溶解した後、D&6)で希釈した。このときエタノール
と '062の濃度は（0�1�未満）は膜電流に影響しなかっ
た。他の薬物は、直接 D&6)に溶解した。3*(2�は全て
の実験で 5分間適用した。薬物灌流開始から、薬物がス
ライスに到達するまでの時間は約 1分であった。

5．データ解析および統計処理
　膜電流のシグナルはパッチクランプ増幅器
（$[RSDWFK200%��$[RQ�,QVWUXPHQWV��)RVWHU�&LW\��&$��
86$） を 用 い、4N+] で 記 録 し た（3RZHU/DE��$'�

図 6．whole-cell patch clamp 完成までのオシロスコープ上で
の波形の変化

（A） パッチ電極を灌流液に挿入し矩形波を通電した時の波形
（B） 細胞表面にパッチ電極を付着させたときの波形
（C） 陰圧をかけ、細胞膜とパッチ電極を密着させた時の波形
（D）  Voltage-Clampモードに切り替えて膜電位を -60mVに固

定した時の波形
（E）zappingして whole-cellを完成させた時の波形 
（F）whole-cell完成時の波形
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,QVWUXPHQWV��&DWOH�+LOO��$XVWUDOLD）。データ解析には
&KDUW5（$'� ,QVWUXPHQWV�)RVWHU�&LW\��&$��86$）、
2ULJLQソフト（2ULJLQ�/DE��1RUWKDPSWRQ��0$��86$）
を用いた。記録電流には 5S$の電流雑音が混在するの
で、V,36&及び V(36&の解析にはこれを超える電流を
計測に用いた。V,36&と V(36&の振幅および発射頻度
の測定の記録は各測定時点において 1分間行った。それ
ぞれの波形は、薬物適用前（FRQWURO）、薬物適用後 4a5
分（薬物適用中）、薬物適用終了後約 10 分（ZDVKRXW）
を計測した。又、波形の発生間隔（,QWHU�(YHQW�
,QWHUYDO�,(,）と振幅（$PSOLWXGH）の累積曲線も算出
した。測定された数値は、平均±標準誤差（Q＝例数）
で表示した。有意差検定には一元配置分散分析
（$129$）%RQIHURUURQL補正多重 W- 検定、対応のある・
ない W-検定もしくは.RORPRJRURY-6PLUQRY検定を用い、
危険率 S＜0�05 で有意と判定した。

Ⅲ．結　　　　果
1．記録細胞の分布
　それぞれの実験終了時に、記録した細胞の位置を近赤
外微分干渉顕微鏡で確認した。図7$��%は実際に用いた
水平断脳幹スライスとその顕微鏡像であり、図7&は図
7%のトレース画上に細胞の位置（代表例、Q＝19）を

プロットしたものである。今回の実験で用いた細胞は
9F領域の 6*内あるいはその周辺に広範囲に分布して
いた。

2．sIPSCに対するCapsaicin の作用
　興奮性シナプス伝達を遮断する '14;（10�0）の存
在下で、24 個の 9F ニューロンで V,36& に対する
&DSVDLFLQ（0�1��0�3��1�0�0）の効果を調べた。保持電位
を -60P9に固定すると、V,36&は内向き電流として記
録できた。�この時の V,36&の平均振幅および頻度は、
それぞれ 38�2±15�0S$および 1�41±0�13+]（Q＝24）で
あ っ た。V,36& は、SLFURWR[LQ（100�0） お よ び
VWU\FKQLQH（1�0�0）を同時に適用することで完全に消
失した（図示せず）。
　図8$は、ニューロン中の V,36&に対する &DSVDLFLQ
（0�3�0）の効果を示す。&DSVDLFLQを適用することで
V,36&の頻度を増加させたが、振幅に影響を与えなかっ
た。V,36&の頻度は、ZDVKRXW開始 10 分までにコント
ロールレベルまで戻った。�図8%は図8$の同じニュー
ロン内の V,36&の ,QWHU�(YHQW�,QWHUYDO（,(,）および
振幅の累積曲線を示す。�,(,の横軸は、発生間隔時間
を示し、縦軸はその累積確率を示す。&DSVDLFLQの適用
によって確率曲線が有意に左にシフトした（3＜0�01、

図 7．脳幹スライスの画像と細胞の分布
（A）水平断脳幹スライス像
（B）三叉神経脊髄路核の顕微鏡像
（C）記録を行った細胞の位置の例（n=19）
略語：Vi;三叉神経脊髄路核中間亜核、Vc;三叉神経脊髄路核尾側亜核、SG;膠様質、Tt；三叉神経核
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.ROPRJRURY-6PLUQRY検定）。振幅の累積曲線の横軸は
波形の大きさを示し、縦軸はその累積確率を示している。
&DSVDLFLQの適用によって振幅の累積曲線は変わらな
かった（3＞0�05、.ROPRJRURY-6PLUQRY検定）。&DSVDLFLQ
の適用時における相対的変化を図8&のグラフに示す。
頻度において低濃度（0�1�0）の &DSVDLFLQは効果がな
かったが、濃度を増やすと V,36&の頻度に対する促進
効果が有意に増加した。V,36&の振幅は濃度を増やす
と増加する傾向がみられたが有意な差はなかった。

3．sEPSCに対するCapsaicin の作用
　抑制性シナプス伝達を遮断する SLFURWR[LQ（100�0）
および VWU\FKQLQH（1�0�0））の存在下で、18 個の 9F
ニューロンで &DSVDLFLQ（0�1��0�3��1�0�0）の V(36&へ
の効果を調べた。コントロールとして、V(36&の平均
振幅は 33�6±8�5S$であり、周波数は -60P9の保持電
位で 0�94±0�16+]（Q＝18）であった。V(36&は '14;
（10�0）によって遮断された（図示せず）。
　V(36&に対する &DSVDLFLQの効果は、V,36&に対す
るものと同様であった。代表例を図9$ に示す。
&DSVDLFLQ（0�3�0）の適用は、振幅に影響を与えずに
V(36& の頻度を増加させた。�V(36& の頻度は、
ZDVKRXW開始 10 分までにコントロールレベルまで戻っ
た。,(,の累積曲線は &DSVDLFLQ（3＜0�01、.ROPRJRURY-
6PLUQRY検定）の適用で左にシフトしたが、振幅の累積

曲線は変化しなかった（3＞0�05、.ROPRJRURY-6PLUQRY
検定、図9%）。&DSVDLFLQの適用時における相対的変化
を図9&のグラフに示す。�V(36&の頻度は濃度依存的に
増加したが、振幅は変化しなかった。

4．Capsaicin のシナプス伝達作用に対する AMG9810
の拮抗作用

　75391 チャネルの競合的拮抗薬である $0*9810 の
&DSVDLFLQ誘発性シナプス伝達の促進に対する効果を調
べた。&DSVDLFLQを繰り返し適用するとニューロンの反
応が著しく低下することが報告されている 22��27）（図15��
16 も参照）。したがって、&DSVDLFLQを各ニューロンに
1回適用し、$0*9810 の有効性を非存在下または存在
下でそれぞれ異なるニューロン群間で評価した。図10$
は、$0*9810 の非存在下または存在下での V,36&に
対する &DSVDLFLQの効果を示す。$0*9810 は�V,36&
の頻度に対する &DSVDLFLQの促進効果に拮抗した
（&DSVD L F LQ：162 �3±8 �6％ � Q＝7、$0*9810＋
&DSVDLFLQ：110�4±15�1％�Q＝9、3＜0�05�YV�&DSVDLFLQ、
図10%）。そして V,36&と同様に�$0*9810 は V(36&
の頻度に対する &DSVDLFLQの促進効果に拮抗した
（&DSVDLFLQ：266�7±31�5％�Q�＝�6 および $0*9810＋
&DSVDLFLQ：155�2±27�7％�Q＝6、3＜0�05�YV�&DSVDLFLQ、
図10&��'）。また $0*9810 単独では、V(36&Vおよび
V,36&Vに影響を及ぼさなかった。

図 8．Vc ニューロンにおける sIPSC に対する Capsaicin の作用
（A） コントロール時及び Capsaicin（0.3µM）灌流時の sIPSCの記録（保持電位 :-60mV）
（B）  （A）におけるニューロンの inter-event interval（IEI）および振幅の累積確率（C）Capsaicin灌流時の sIPSCの頻度と振幅の相

対変化
　　値は平均±標準誤差で示す（0.1µM：n=7, 0.3µM：n=7, 1.0µM：n=10）
##：P＜0.01、**：P＜0.01、n.s.; not significant   vs. control （Bonferroni 多重比較）
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図 9．Vc ニューロンにおける sEPSC に対する Capsaicin の作用
（A） コントロール時及び Capsaicin（0.3µM）灌流時の sEPSCの記録（保持電位 :-60mV）
（B）  （A）におけるニューロンの inter-event interval （IEI）および振幅の累積確率 （C）Capsaicin灌流時の sEPSCの頻度と振幅の

相対変化
　　値は平均±標準誤差で示す （0.1µM：n=6, 0.3µM：n=6, 1.0µM：n=6）
##：P＜0.01、**：P＜0.01、n.s.; not significant   vs. control （Bonferroni 多重比較）
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図 10．Capsaicin の促進作用に対するTRPV1 チャネル遮断薬の作用
（A）  コントロール時、Capsaicin（0.3µM）灌流時と AMG9810n（0.1µM）存在下でのコントロール時、Capsaicin（0.3µM）灌流時の

sIPSCの記録（保持電位 :-60mV）
（B） sIPSCの頻度と振幅の相対変化
　　値は平均±標準誤差で示す （Cap：n=7, AMG+Cap：n=9）Capsaicin（0.3µM）のデータは、図7Cのデータと同じ
（C）  コントロール時、Capsaicin（0.3µM）灌流時と AMG9810n（0.1µM）存在下でのコントロール時、Capsaicin（0.3µM）灌流時の

sIPSCの記録（保持電位：-60mV）
（D） sEPSCの頻度と振幅の相対変化
　　値は平均±標準誤差で示す （Cap：n=6, AMG+Cap：n=6）Capsaicin（0.3µM）のデータは、図8Cのデータと同じ
** P＜0.01 vs. control （paired W-test）, # P＜0.05    vs. control （unpaired W-test）
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5．Capsaisin のシナプス後膜への作用
　9Fニューロンにおける自発的シナプス伝達に対する
&DSVDLFLQの促進効果に加えて、高濃度（1�0�0）の
&DSVDLFLQは、9Fニューロンの一部に（23 個のニュー
ロンのうちの 12 個のニューロン）シナプス後膜への影
響を及ぼした。全 25 個のニューロンの低濃度（0�1�0
では 12 個、0�3�0では 13 個）では内向き電流は誘発
されなかった。�図11$に示すように、&DSVDLFLQ（1�0�0）
の灌流は、適用開始後約 1～ 2分でピークになる内向き
電流を誘発した。�$0*9810（0�1�0）の存在下では、
12 個のニューロンのうち 5個に &DSVDLFLQがシナプス
後膜への影響を及ぼした。図11%は、内向き電流の平均
振幅をまとめたものである。&DSVDLFLQ誘発性の内向き
電 流 は、$0*9810 で 29�1±6�2S$（Q＝5） で あ り、
$0*9810 非 存在下（49�2±13�4S$、Q＝12、3＞0�05）
より小さいが統計的には差はなかった。

6．Capsaicin と PGE2 の相互作用
　75391 チャネルが 3*(2 の作用に関与することを明
らかにするために、75391 チャネル遮断薬が自発性シ
ナプス伝達に対する 3*(2 の促進効果を抑制するかどう
かを調べた。以前に示したように 3*(2（5�0�0）の適
用は V,36&と V(36&の両方を促進した 17）（図12��図
13）。�V,36&の頻度はコントロールの 200�0±17�3％（Q
＝8、3＜0�01�YV�FRQWURO�）に、V(36&の頻度は 215�8±
34�2％（Q＝8、3＜0�01�YV�FRQWURO�）に増加した。いず
れの場合も、振幅およびベースライン電流は変化しな
かった。�$0*9810（0�1�0）の存在下では、3*(2（5�0�0）
は依然として V,36&の頻度（135�4±9�5％�Q＝8、3＜0�01�

YV�FRQWURO�）および V(36&の頻度（133�5±15�4％�Q＝8、
3＜0�01�YV�FRQWURO）は増加した。しかし、その大きさ
は $0*�9810 非存在下よりも有意に小さかった（図
12%、図13%）。
　さらにより高濃度（10�0�0）の 3*(2 がシナプス後
膜への影響を及ぼすか、繰り返し適用することで脱感作
作用を示すかどうかを調べた。結果、3*(2 はすべての
細胞で内向き電流は誘発しなかった（Q＝7）。さらに約
10 分間隔で繰り返し 3*(2 を適用したところ、V,36&
と V(36&ともに頻度を促進した（図14）。V,36&の頻
度の平均値は、1回目の適用についてはコントロールの
267�0±49�0％で、2回目の適用についてはコントロール
の 262�5±56�8％であった（Q＝4、図14%）。�V(36&の
頻度は、1 回目の適用は 267�7±48�8％および 2 回目の
適用はコントロールの 289�0±51�4％であった（Q＝3、
図14'）。したがって 3*(2 は脱感作を誘発しないと考
えられる。
　次に &DSVDLFLQの反復適用によって脱感作された
ニューロンにおいて、自発性シナプス伝達に対する
3*(2 の効果を調べた（図15��図16）。&DSVDLFLQ（0�3�0）
を各ニューロンに 10-12 分間の間隔で 2回適用するとシ
ナプス伝達に対する 2回目の &DSVDLFLQの効果は、9個
のニューロンにおける 1 回目の &DSVDLFLQの効果と比
較して有意に減少した（V,36&�Q＝4、図15$、15%およ
び V(36&�Q＝5、図16$、16%）。脱感作ニューロンでは、
3*(2（5�0�0）は V,36&の頻度をコントロール（Q＝4、
図15&、図15'）の 130�0±11�3％に、V(36&の頻度を
コントロールの 130�1±10�2％（Q＝5、図16&、図16'）
に増加した。�この3*(2誘発性の促進効果は、コントロー
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図 11．Capsaicin のシナプス後膜への作用
（A）  Capsaicin（1.0µM）灌流時と AMG9810n（0.1µM）存在下での Capsaicin（1.0µM）灌流時の記録（保持電位 :-60mV）
（B） Capsaicin誘発内向き電流のピーク振幅の相対変化
　　値は平均±標準誤差で示す （Cap：n=12, AMG+Cap：n=5）
**：P＜0.01、n.s.; not significant   vs. control （unpaired W-test）
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図 12．PGE2の促進作用に対する sIPSC におけるTRPV1 チャネル遮断薬の作用
（A）  コントロール時、PGE2（5.0µM）灌流時と AMG9810n（0.1µM）存在下でのコントロール時、 PGE2（5.0µM）灌流時の sIPSCの

記録（保持電位：-60mV）
（B） sIPSCにおける頻度の相対変化
（C） sIPSCにおける振幅の相対変化
　　値は平均±標準誤差（n=8）で示す　** P＜0.01 vs. control （paired W-test）, ## P＜0.01, n.s.; not significant （unpaired W-test）
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図 13．PGE2の促進作用に対する sEPSC におけるTRPV1 チャネル遮断薬の作用
（A）  コントロール時、PGE2（5.0µM）灌流時と AMG9810n（0.1µM）存在下でのコントロール時、 PGE2（5.0µM）灌流時の sEPSCの

記録（保持電位：-60mV）
（B） sEPSCにおける頻度の相対変化
（C） sEPSCにおける振幅の相対変化
　　値は平均±標準誤差（n=8）で示す  ** P＜0.01 vs. control （paired W-test）, # P＜0.05, n.s.; not significant（unpaired W-test）
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図 14．Vc ニューロンにおける高濃度のPGE2の反復適用の影響
（A）  コントロール時、1回目の PGE2（1st PGE2 10.0µM）灌流時と 2回目の PGE2 （2nd PGE2 10.0µM）灌流時の sIPSCの記録（保持

電位：-60mV）
（B） 1回目および 2回目の PGE2（n=4）による sIPSCにおける頻度の相対的変化。
（C）  コントロール時、1回目の PGE2 （1st PGE2 10.0µM）灌流時と 2回目の PGE2（2nd PGE2 10.0µM）灌流時の sEPSCの記録（保持

電位：-60mV）
（D） 1回目および 2回目の PGE2（n=3）による sEPSCにおける頻度の相対的変化。
　　値は平均±標準誤差で示す　** P＜0.01 vs. control （paired W-test）, n.s.; not significant（unpaired W-test）

図 15．Capsaicin の反復適用によって脱感作されたVcニューロンにおける sIPSC に対する PGE2の効果
（A）  コントロール時、1回目の Capsaicin（1st Cap 0.3µM）灌流時と 2回目の Capsaicin（2nd Cap 0.3µM）灌流時の sIPSCの記録（保

持電位：-60mV）
（B） 1回目および 2回目の Capsaicin（n=4）による sIPSCにおける頻度の相対的変化。
（C） コントロール時、PGE2（5.0µM）灌流時と脱感作状態でのコントロール時、PGE2（5.0µM）灌流時の sIPSCの記録（保持電位：-60mV）
（D） PGE2 による sIPSCの頻度の相対的変化（正常ニューロン：n=8、脱感作ニューロン：n=4）
　　値は平均±標準誤差で示す  * P＜0.05, ** P＜0.01 vs. control （paired W-test）, # P＜0.05, ## P＜0.01（unpaired W-test）
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図 16．Capsaicin の反復適用によって脱感作されたVcニューロンにおける sEPSC に対する PGE2の効果
（A）  コントロール時、1回目の Capsaicin（1st Cap 0.3µM）灌流時と 2回目の Capsaicin（2nd Cap 0.3µM）灌流時の sEPSCの記録（保

持電位：-60mV）
（B） 1回目および 2回目の Capsaicin（n=4）による sEPSCにおける頻度の相対的変化。
（C）  コントロール時、PGE2（5.0µM）灌流時と脱感作状態でのコントロール時、PGE2（5.0µM）灌流時の sEPSCの記録（保持電位：

-60mV）
（D） PGE2 による sEPSCの頻度の相対的変化（正常ニューロン：n=8、脱感作ニューロン：n=5）
　　値は平均±標準誤差で示す  ** P＜0.01 vs. control （paired W-test）, # P＜0.05, ## P<0.01 （unpaired W-test）
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図 17．Vc ニューロンにおけるPGE2およびCapsaicin の共適用の効果
（A）  コントロール時、 PGE2（PGE2 1.0µM）灌流時、Capsaicin（Cap0.1µM）灌流時、PGE2+Capsaicin（PGE2 1.0µM+Cap0.1µM）灌

流時の sIPSCの記録（保持電位：-60mV）
（B）  コントロール時、 PGE2（PGE2 1.0µM）灌流時、Capsaicin（Cap0.1µM）灌流時、PGE2+Capsaicin（PGE2 1.0µM+Cap0.1µM）灌

流時の sEPSCの記録（保持電位：-60mV）
（C） sIPSCの頻度の相対的変化（n = 4） 
（D） sEPSCの頻度の相対的変化（n = 3） 
　　値は平均±標準誤差で示す。# P＜0.05, n.s.; not significant （Bonferroni 多重比較）
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ルと比較して有意であったが、正常なニューロンよりも
有意に小さかった。
　最後に自発性シナプス伝達に対する 3*(2 と
&DSVDLFLQの低濃度での併用効果を調べた（図17）。薬
剤 は、3*(2（1�0�0）、&DSVDLFLQ（0�1�0）、 お よ び
3*(2（1�0�0）��&DSVDLFLQ（0�1�0）の順に同一細胞に
適用した。この濃度の 3*(2 または &DSVDLFLQ自体は、
V,36&および V(36&に対して効果がなかった。これら
の薬物の共適用は、V(36&の 10 個のうち 4個のニュー
ロンおよび V,36&の 6個のニューロンのうち 3個で頻
度促進作用を示した。7個の応答ニューロンにおいて、
V,36&の頻度はコントロールの 240�5±27�0％（Q＝4� �3
＜0�05、図17&）および V(36&頻度はコントロールの
215�3±30�0％に有意に増加した（Q＝3� �3�＜0�05、図
17'）。その程度は V,36&と V(36&で類似していた。
残りの 9個のニューロン（V,36&は 6個、V(36&は 3個）
は、3*(2 と &DSVDLFLQの共適用に反応しなかった。

Ⅳ．考　　　　察
　プロスタノイドは、シクロオキシゲナーゼ経路を介し
たアラキドン酸代謝物の産物である。その中で、3*(2 は
疼痛シグナルの伝達過程に最も大きな影響を与える 15）。
75391 チャネルは、元々、感覚ニューロン上の
&DSVDLFLQに対する受容体として知られており、疼痛を
誘発する化学的および物理的刺激のポリモーダル受容器
として機能する 24）。最近では、それらは有害な刺激の
分子輸送器として機能すると報告されている。
　本研究の主な結果は以下のとおりである。（1）

&DSVDLFLQによる 75391 チャネルの活性化は、6*領
域に位置する 9Fニューロンにおける V(36&および
V,36&の頻度を増加させた。（2）自発的シナプス伝達
に対する 3*(2 の促進効果は、75391 チャネルブロッ
カーまたは &DSVDLFLQによる脱感作ニューロンによっ
て減少した。（3）&DSVDLFLQおよび 3*(2 のいずれの薬
物も効果を及ぼさない低濃度の共適用で自発性伝達を促
進した。これらの結果は、3*(2 が少なくとも一部にお
いてシナプス前終末の 75391 チャネルを感作し、顎顔
面領域から 9Fニューロンへの侵害受容シグナルの修飾
において 3*(2 と 75391 チャネルとの相互作用するこ
とにより自発的シナプス伝達を促進することを示唆す
る。

1．Capsaicin は、シナプス前 TRPV1 チャネルを介し
て興奮性および抑制性神経伝達物質の自然放出を増
加させる

　75391 陽性ニューロンは、ラットにおいて三叉神経
節および 9Fに分布していることが実証されている 18）。
75391 チャンネルの染色は、9Fの末端および神経繊維
でも見られる 19）。したがって、9F領域で発現される
75391 チャネルが口腔侵害受容伝達の調節において何
らかの役割を果たす可能性がある。本研究は、
&DSVDLFLQが 9Fニューロンの振幅に有意な影響を及ぼ
さずに濃度依存的に V(36&および V,36&の頻度を増
加させることを明らかにした。また、その &DSVDLFLQの
効果は $0*9810 によって完全に阻止された。これは、
シナプス前終末に位置する 75391 チャネルの活性化

図 18．Vc ニューロンにおけるPGE2およびTRPV1 チャネルの相互作用の模式図
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が、興奮性および抑制性伝達物質の放出を増強すること
を示唆する。我々の結果は、9Fニューロン 21��22）および
孤束核（176）33��35－37）および脊髄 38）の他のニューロンに
おいて以前報告されたものと一致する。さらに、
75391 チャネルの活性化による神経伝達物質の放出の
促進は、テトロドトキシンまたはカドミウムの存在下で
起こることが実証されている 21��33��35）。これは、75391
チャネルを介したカルシウムの比較的高い透過性が、シ
ナプス前カルシウム濃度を上昇させ、自発的なシナプス
伝達を誘発・促進することを示している 39��40）。
　'DYLVと 1RUWK21）は、マウス 9Fニューロンにおいて
75391 チャネルが活性化されたときの (36&の振幅の
増加を報告した。�この結果は、シナプス前 75391 チャ
ンネルの活性化が、ラットの 176ニューロンにおける
シナプス前 32;受容体の活性化と同様に、単一放出部位
に結合した複数の易放出性の小胞に同期したエキソサイ
トーシスを誘発するメカニズムによって説明された 41）。
一方、本研究では振幅の有意な増加は観察されなかった。�
この不一致の理由は不明である。1つの可能性は、記録
条件の違いである。�'DYLVと 1RUWK21）は、1D＋または
&D2＋チャンネルの遮断薬の存在下で (36&を記録した
が、我々は遮断薬なしで記録した。神経伝達物質の同期
多尖状放出は、彼らの記録条件と比較して、我々の記録
条件において確率的に高い可能性がある。これは、
&DSVDLFLQが V(36&および V,36&の振幅を増加させる
ことができなかったという本実験の結果をもたらし得
る。しかし、&DSVDLFLQは、V(36&および V,36&（図8
および図9）の振幅を増加させる傾向を有し、内向き電
流を低濃度（0�1 および 0�3�0）では観察されなかった
が高濃度（1�0�0）では誘発した（図11）。これらの結
果は、&DSVDLFLQが恐らく高濃度でシナプス後膜への作
用を有し、V(36&および V,36&の振幅に影響を及ぼす
可能性があることを示唆している。�シナプス後膜上の
&DSVDLFLQの有効濃度はシナプス前終末のそれよりも高
かった、あるいはシナプス後膜の 75391 チャネルは、
シナプス前終末に比べて希薄または不均一に分布してい
た可能性がある。
　さらに、75391チャネルの活性化が抑制性伝達を促進
するということも強調されるべきである。�9Fニューロン
において、興奮性伝達は、主にグルタミン酸により、また
抑制性伝達は*$%$��グリシンによって媒介される 3��17）。
本研究は、75391 チャネルが、グルタミン酸作動性の
興奮性末端だけでなく、9Fニューロン中の *$%$作動
性 �グリシン作動性の抑制性末端にも存在し、ニューロ

ンの基礎活性を調整してシナプス伝達を修飾することを
示唆している。

2．PGE2 は、シナプス前 TRPV1 チャネルを活性化ま
たは感作する

　本研究において、3*(2 誘導性の V,36& および
V(36&の促進が $0*9810 によって有意に抑制された
ことから、3*(2 誘導性のシナプス伝達の促進における
75391 チャネルの関与が示唆される。これは、
&DSVDLFLQの反復適用によって脱感作されたニューロン
において 3*(2 の作用が減少し、低濃度の &DSVDLFLQと
3*(2 の共適用が V(36&および V,36&の頻度を増加さ
せたという結果からも支持される。*Tタンパク質共役
型の (31 受容体は 3*(2 の促進作用と相関することが
示されている 42）。我々は、シナプス前 (31 受容体が、
6*領域の 9Fニューロンにおける軸索末端からの興奮
性および抑制性伝達物質の両方の自発的放出における
3*(2 による増強に寄与することを実証した 17）。�$73
およびブラジキニンのような炎症性メディエーターは、
プロテインキナーゼ &（3.&）依存性で 75391 チャネ
ルの活性化を増強する 43��44）。したがって、3*(2 はシナ
プス前 (31 受容体を活性化し、下流の 3.&活性化を介
して 9Fニューロンの 75391 チャネルを感作すると仮
定されている。�75391 チャネルの 3.&誘発の活性化
は、後根神経節ニューロン 29）および侵害受容器終末 11）

においても報告されている。一方、3*(2 は、75391チャ
ネル遮断薬の存在下または &DSVDLFLQによる脱感作
ニューロンでは、依然として小さいが有意な興奮作用を
示した。まとめると、本研究は 3*(2 の作用機序として
（1）3*(2 は、以前に提案されているように、(31 受容
体によって活性化された &D2＋流入によって神経伝達物
質の放出を直接促進すること 17）、（2）3*(2 は、(31 受
容体 -3.&経路を介した 75391 チャネルの活性化に
よって伝達物質の放出を間接的に増加させることという
2つの可能性が考えられた。
　さらに、約半数のニューロンでは、低濃度の 3*(2 お
よび &DSVDLFLQの共適用により自発的なシナプス伝達
が促進したが、残りのニューロンは反応しなかった。こ
れは、シナプス前ニューロンが機能的に同一ではないた
め、または 9Fニューロンにシナプス前終末における
75391 チャネルおよび (31 受容体の不均一な分布によ
る可能性がある 3��19）。
　孤束核管求心路に発現する 75391 チャネルの活性化
は弧束核のシナプス伝達に影響を及ぼす。低濃度のカプ
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サイシンを適用した場合、弧束核誘発性グルタミン酸の
放出を促進するが高濃度では逆に抑制することが実証さ
れている 33��45）。
　9Fにおける三叉神経求心性末端は 75391 チャネル
を発現していることが示されているので 18��19）、それらの
活性化が興奮性神経伝達物質の三叉神経誘発性の同期放
出に影響すると推定される。しかし、本研究では、
3*(2 が三叉神経誘発性 (36&に効果がないという結果
が既に得られているので 3*(2 と 75391 チャネルの間
の相互作用をこのような同期放出で調べなかった 17）。

3．PGE2 はシナプス後膜の TRPV1 チャネルと相互作
用しない

　高濃度の &DSVDLFLQは、一部の 9Fニューロンにおい
て内向き電流を誘導した。この結果は 75391 チャネル
のシナプス後膜の発現を示唆する。�&DSVDLFLQ誘発性
内向き電流は、17645）、9F22）および脊髄 38）のニューロ
ンにおいて以前に報告されている。3*(2 は我々の以前
の研究 17）および今回の研究で 9Fニューロンの V(36&
および V,36&の基礎電流を変化させず、また振幅も変
化させなかった。これにより 3*(2 に反応する受容体が
シナプス後膜に分布している可能性は低いと考えられ
る。したがって、3*(2 とシナプス後膜の 75391 チャ
ネルとの相互作用はないと考えられる。

Ⅴ．まとめ
　9Fが顔面領域から来る侵害受容性求心性シグナルの
最も重要な中継部位であることは、一般的に知られてい
る 1��2）。この領域におけるシナプス伝達の調節は、疼痛
感覚を管理するための重要な因子の 1つである。生理活
性物質およびイオンチャネルの関与を明らかにすること
は、それらによる侵害受容伝達の調節を理解するために
重要である。�本研究は、6*領域に位置する 9Fニュー
ロンにおける自発的シナプス伝達の調節における 3*(2
と 75391 チャネルとの相互作用を明らかにした。これ
は顎顔面領域の疼痛治療への可能性を示唆するものと考
えられた。
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