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緒言 
 
感覚機能は自らを取り巻く外部環境を認識する上での根幹となる機能として、ヒトを含む多くの

生物に備わっている生存に必要不可欠な機能である。例えば、皮膚を撫でるような触覚刺激により

惹起される心地よい感覚は他個体とのコミュニケーション等において重要な役割を果たし、痛みは

組織の傷害から自らを守るための警告システムとしての機能を担う。 
感覚障害はこれらの感覚機能に異常が生じた状態であり、刺激に対する感覚が亢進する感覚過敏、

あるいは減弱する感覚鈍麻、刺激に対し通常生じる感覚とは異なった感覚を生じる錯感覚、刺激が

ないにもかかわらず不快感覚が生じる異常感覚などに分類される。これらの感覚障害は主に外部刺

激を直接受容する一次感覚神経から感覚情報の処理を司る大脳皮質に至るまでの体性感覚神経系に

おける機能障害が原因であると考えられている。感覚障害を伴う疾患の例として、先天性無痛症に

おいては温度覚と痛覚が消失しており、外傷に気付いて適切な処置を行うことができないために重

篤化しやすい、環境温度に合わせた体温調節が困難なために熱中症や低体温症を引き起こしやすい、

他者の温度や痛みの感覚が理解できないため他者とのコミュニケーションに困難が生じやすいなど

の問題点が存在する。また、神経障害性疼痛などの末梢神経障害では組織に損傷がないにもかかわ

らず痛みやしびれなどの不快な情動を伴う感覚が増大した状態が続くことで患者の日常生活に支障

をきたす。このように感覚障害の病態下では多くの場合患者の QOLを著しく損なうことから精力的
に取り組むべき医療上の課題となっているが、その創薬開発の多くは難航している。 

Transient receptor potential (TRP) チャネルは非選択的カチオンチャネルの一群であり、その一部は
末梢および中枢の体性感覚神経系に広く分布する。体性感覚神経系に発現する TRPチャネルのうち、
いくつかのチャネルは機械刺激・熱刺激・化学刺激等により活性化されることから、物理的・化学的

刺激を電気信号すなわち神経活動へと変換する感覚センサーとして様々な感覚機能に直接的に寄与

することが知られている。例として一次感覚神経の侵害受容線維に発現する TRP vanilloid 1 (TRPV1) 
はカプサイシン・43°C以上の熱刺激・プロトン等により活性化され、TRP ankyrin 1 (TRPA1) はアリ
ルイソチオシアネートなどの刺激性物質・活性酸素種等により活性化されることで、侵害受容セン

サーとしての役割を果たしている。一方で、TRP canonical 3 (TRPC3) などのように体性感覚神経系
で発現することが報告されているものの感覚機能に対しどのような役割を果たしているのかが不明

であるチャネルも存在する。そこで本研究では、第 1章では快刺激感受性一次感覚神経サブセット
における TRPA1 に着目し、第 2 章では脊髄後角神経における TRPC3 に着目し、感覚機能の制御
分子としての TRPチャネルの機能について検討を行い、以下の知見を得た。 
第 1 章では、快刺激感受性一次感覚神経サブセットに TRPA1 が発現し、不快感の緩和に TRPA1

が関与することを明らかにした。第 2章では、神経障害性疼痛およびホスホリパーゼ Cにより誘発
される機械痛覚過敏の形成に対して脊髄後角神経細胞の TRPC3 が促進的に寄与することを明らか
にした。 
これらの研究成果について、以下に論述する。 
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なお、本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

 
AAV adeno-associated virus 
AM acetoxymethyl ester 
ATP adenosinetriphosphate 
ATF3 activating transcription factor 3 
ANOVA analysis of variance 
CMV cytomegalovirus 
DAG diacylglycerol 
DIO double-floxed inverted open reading frame 
DMEM Dulbecco's modified Eagle’s medium 
DRG dorsal root ganglion 
EmGFP emerald green fluorescence protein 
FACS fluorescence-activated cell sorting 
GFAP glial fibrillary acidic protein 
GFP green fluorescence protein 
GPCR G protein-coupled receptor 
HEPES  2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-

yl]ethanesulfonic acid 
hSyn human synapsin 
Iba1 ionized calcium-binding adapter molecule 1 

IL1b interleukin 1b 
IL6 interleukin 6 
KD knockdown 
KO knockout 

m-3M3FBS 2,4,6-Trimethyl-N-(3-trifluoromethyl-
phenyl)-benzenesulfonamide 
miRNA micro ribonucleic acid 
MrgprB4 Mas-related G protein-coupled receptor B4 
mRNA messenger ribonucleic acid 
NeuN neuronal nuclei 
OL oligodendrocyte linage cells 
PB phosphate-buffer 
PBS phosphate-buffered saline 
pSNL partial sciatic nerve ligation 
PFA paraformaldehyde 
PLC phospholipase C 
QOL quality of life 
SNP single nucleotide polymorphism 
SNT spinal nerve transection 
TG trigeminal ganglion 
TNFα tumor necrosis factor α 
TRP Transient receptor potential 
TRPA Transient receptor potential ankyrin 
TRPC Transient receptor potential canonical 
TRPM Transient receptor potential melastatin 
TRPV Transient receptor potential vanilloid 
WT wild type 
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第 1章 快刺激感受性一次感覚神経サブセットにおける 

TRPA1の役割 
 
生体には周囲の環境変化を感知するためのシステムとして体性感覚神経系が備わっている。体性

感覚神経系のうち直接外部刺激を受容する一次感覚神経にはイオンチャネルなどの「感覚センサー」

として機能する様々な分子が発現しており、これらを介することで特定の刺激を感知し応答するこ

とが可能になっている (1-3)。例として、カチオンチャネルファミリーの一群である TRPチャネルの
中には、熱刺激センサーや機械刺激センサーとして機能するサブタイプが存在する (4)。TRPA1 は
アリルイソチオシアネート (AITC) やシンナムアルデヒド (CA) などの刺激性物質、活性酸素種・
活性窒素種などの反応性化学物質、侵害性冷刺激など、幅広い外部刺激により活性化される Ca2+透
過性カチオンチャネルである (5)。TRPA1 は一次感覚神経において発現しており、侵害性冷刺激受
容器および機械受容器の実体となる分子の候補として報告された (6, 7) が、in vivoにおいて TRPA1
が侵害性受容器または機械受容器として機能するかどうかについては相反する報告 (8-11) が存在
しており、現在でも明らかにはなっていない。 

Mas関連 Gタンパク質共役型受容体 (Mrgpr) は、50以上のメンバーから構成される Gタンパク
質共役型受容体 (GPCR) ファミリーである (12, 13)。Mrgprは四肢動物において発展した分子群であ
り、四肢動物は腕や脚を獲得したことで皮膚に付着した有害な物質を自力で取り除けるようになり、

周囲の環境に適応して進化してきた (13)。これまでの研究で Mrgprは主に一次感覚神経の侵害受容
線維において発現しており、かゆみや痛みの感覚に寄与することが明らかにされてきた (14-16) が、
一方で一部のMrgprは快い感覚として知覚される皮膚感覚に寄与する。例えばMrgprB4はマウスに
おいて一部の無髄線維サブセットに発現しているオーファン GPCR である (17) が、MrgprB4 陽性
一次感覚神経は皮膚の有毛部を神経支配し、皮膚をマッサージしたり撫でたりするような心地よさ

を生む機械刺激を感知している (18)。これまでMrgprB4陽性一次感覚神経はげっ歯類でしか存在が
確認されていない (13) ものの、ヒトに存在している C触覚線維と生理学的・機能的に類似している
(17, 19)。ヒトの C触覚線維は、皮膚を撫でるような快感をもたらす動的機械刺激を感知する (20-26)。
また、C触覚線維に対する刺激は島皮質 (27) を活性化し、情動制御に関与する皮質 (28) へシグナ
ルを伝達することが示唆されている。MrgprB4 陽性一次感覚神経には機械感受性イオンチャネル
Piezo2 を発現している (29) が、機械刺激の受容メカニズムにおける MrgprB4 自体の役割は明らか
にされていない。 
本章では、MrgprB4発現細胞を赤色蛍光タンパク質 tdTomatoで標識したトランスジェニックマウ

ス  (18) を用い、in vitro において様々な TRP チャネルアゴニストに対する MrgprB4 陽性一次感覚
神経の応答を解析した。また、MrgprB4ノックアウト (KO) マウスを用いて、in vivoにおいてMrgprB4
の欠損が痛みやその他の不快な感覚刺激により誘発される行動に対しどのような影響を及ぼすかを

評価した。 
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実験方法 
 
動物実験 
すべての動物実験は、京都大学動物実験委員会および日本薬理学会の倫理指針に従って実施され

た。C57BL/6Jマウスは日本 SLCから購入した。Mrgprb4tm3(cre)And/Jマウスおよび TRPA1欠損 (KO) マ
ウスは The Jackson Laboratoryから購入し、表現型に対するバックグラウンドの影響を排除するため
に、C57BL/6 J マウスと 10 世代にわたって戻し交配を行った。なお、Mrgprb4tm3(cre)And/Jマウスは、
Mrgprb4 遺伝子のオープンリーディングフレーム全体を mtdTomato-2A-NLSCre-Frt-PGK-neomycin-
FRT カセットで置換した系統である。Mrgprb4tm3(cre)Andヘテロ接合体およびホモ接合体マウスをそれ
ぞれMrgprB4-tdTomatoマウスおよびMrgprB4-KOマウスとして用いた。野生型 (WT) マウスとして
C57BL/6Jマウスを用いた。すべてのマウスは、12時間の明暗サイクル下で 22 ± 2°Cの一定の周囲温
度で飼育され、水と飼料を自由に摂取させた。実験には 6–9 週齢の雄性および雌性マウスを使用し
た。 
 
初代培養マウス三叉神経節 (TG) ニューロン 
成体 MrgprB4-tdTomato マウスから両側の TG を採取し、0.3%コラゲナーゼおよび 0.4%ディスパ
ーゼを含むHank's balanced salt solution (137 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 0.34 mM Na2HPO4, 0.44 mM KH2PO4, 
5.6 mM D-glucose, 2.4 mM HEPES; NaOHにより pH 7.4に調整) 中で、37°Cで 1時間インキュベー
トした。Percoll勾配を用いて TGニューロンをミエリンおよび神経断片から以下のように分離した。
まず 30%と 60%の Percoll溶液を L15培地で調製した。30% Percoll溶液を 60% Percoll溶液の上に静
かに添加し、細胞懸濁液を Percoll勾配の上に静かに添加した。1,800 × gで 10分間遠心した後、細
胞を Percoll界面から回収して 8 mLの L15培地に懸濁し、1,800 × gで 5分間再度遠心した。上清を
除去し、細胞ペレットを 10％熱不活性化ウシ胎児血清 (Sigma-Aldrich)、ペニシリン G (100 U/mL)、
ストレプトマイシン (100 μg/mL) を含む 70 μL のダルベッコ改変イーグル培地 (DMEM) (D6046; 
Sigma) に懸濁した。細胞をラミニン (Life Technologies) でコーティングしたカバースリップに播種
し、5% CO2加湿環境にて 37°Cで 4時間インキュベート後、1.5 mLの DMEMを加え、細胞を再び
37°C、5% CO2加湿環境で一晩培養した。 

 
細胞内 Ca2+イメージング 

0.005% Cremophor ELを含む Krebs-Ringer溶液 (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 
10 mM D-glucose, 10 mM HEPES) 中で、初代培養マウス TGニューロンに 5 μM Fura-2アセトキシメ
チルエステル  (Fura-2 AM; 同仁化学研究所 ) を 30–40 分間処置した。蛍光画像は、
AQUACOSMOS/ORCA-AG イメージングシステム (浜松ホトニクス) を用いて、340 nm および 380 
nmで交互に励起し、510 nmの蛍光を 5秒ごとに撮影した。実験は室温で実施した。340 nm/510 nm
の励起/発光 (F340) と 380 nm/510 nmの励起/発光 (F380) の蛍光強度の比 (F340/F380) を算出し、細胞内
Ca2+濃度 ([Ca2+]i) を評価した。薬物処置前のベースラインにおける F340/F380比が 1.5を超える細胞は
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除外した。 
 
行動実験 
すべての行動実験において、動物を 1時間以上実験環境へ馴化させた。それぞれの検討において、

同一の実験者がすべての動物に対する評価を担当した。 
カプサイシン誘発疼痛様行動の評価では、マウスを透明なアクリル筒に馴化させた後、10 μg ま

たは 0.5 μgのカプサイシン (20%エタノールおよび 7% Tween 80を含む生理食塩水で希釈) を含む溶
液 10 μL をそれぞれ頬部皮下または後肢足底内に投与した。投与後 10 分間の頬を前肢で拭う行動 
(wiping) の回数、または後肢の足舐め・噛み行動の持続時間を測定した。 
侵害性の熱刺激に対する反応性は、ホットプレートテストまたはテールイマージョンテストによ

り評価した。ホットプレートテストでは、52°C に設定されたホットプレート痛覚測定装置 (Ugo 
Basile) の中央にマウスを 1 匹ずつ入れ、ジャンプ・後肢を舐める・後肢を振るなどの逃避反応が認
められるまでの潜時を 0.1 秒単位で測定した。測定後、マウスはすぐにホットプレートから回収さ
れ、ケージに戻された。テールイマージョンテストでは、マウスを 50 mLコニカルチューブ内に拘
束してチューブから出た尾を 44°Cに保たれた水槽に浸し、チューブ内をよじ登ろうとする反応が認
められるまでの潜時を測定した。 
アセトンテストは、既報 (30) にわずかに修正を加えて実施した。マウスを金網に乗せ、1 mLシ

リンジを用いてアセトンを一滴 (約 30 μL)、頬または後肢足底に塗布した。塗布後 5 分間の頬に対
する wiping 行動、または後肢の足振り・舐め行動の回数を測定した。3 回の試験における平均値を
算出した。 
クロロキン誘発掻痒様行動の評価では、マウスを透明なアクリル筒に馴化させた後、リン酸緩衝

生理食塩水 (PBS) で希釈した 100 μgのクロロキンを含む溶液 10 μLを頬部皮下に投与した。投与後
40分間の頬を後肢で発作的に数回掻く一連の行動 (bouts of scratching) の回数を測定した。 
スクロース噴霧テストでは、マウスを透明なアクリル筒に馴化させた後、小型スプレーを用いて

10% (w/v) スクロース水溶液を頬部に噴霧した。噴霧後 10分間の wiping回数を測定した。 
 

免疫蛍光染色法 
マウスをペントバルビタール (64.8 mg/kg; 腹腔内注射) により麻酔したのち、K+不含 0.1 M PBS 

を用いて経心灌流により脱血し、4% パラホルムアルデヒド (PFA) を含む 0.1 Mリン酸緩衝液 (PB) 
を灌流して固定した。TG、第 12胸椎 (T12) または第 4腰椎 (L4) の後根神経節 (DRG) を採取した
のち 4% PFA固定液中で 3時間保存した後、15% スクロースを含む 0.1 M PB溶液中で 4°Cで一晩以
上静置した。組織は O.C.T. Compound (Tissue-Tek) に包埋し、クリオスタット (Leica Biosystems) を
使用して 16 μm 厚の固定凍結組織切片を作製した。切片を 3% ウシ血清アルブミンおよび 0.1% 
Triton X-100 を添加した PBS で 40–60 分間ブロッキングした後、ウサギ抗 DsRed (tdTomato) 抗体 
(1:500; Clontech) またはマウス抗MAP2抗体 (1:500; Chemicon) の各一次抗体を処置し 4°Cで一晩イ
ンキュベートした。次に、切片に Alexa Fluor標識ロバ抗ウサギ IgG (594) および抗マウス IgG (488) 
(1:500、Invitrogen) 二次抗体を処置し、暗所で 1時間室温にて静置した。蛍光画像は、FluoView FV10i
共焦点顕微鏡 (Olympus) で撮影した。 
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統計解析 
統計解析は Prism 9 (GraphPad Software) を使用して実施した。単一の実験群と対照群との比較に

は対応のない t 検定を使用した。危険率 5%未満の場合には、統計的に有意な差であると判定した。
データは平均 ± 標準誤差として示した。各実験のサンプルサイズは、図の凡例に記載した。すべて
の実験において、実験条件について盲検化された状態で評価を行った。 
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実験結果 
 
MrgprB4陽性一次感覚神経の分布 

MrgprB4 陽性一次感覚神経が存在する部位を明
らかにするために、MrgprB4-tdTomato マウス (18) 
の神経節における tdTomato 発現を評価した。
tdTomato 発現細胞は TG および T12、L4 DRG に存
在していた (図 1-1)。特に TGで多くの tdTomato発
現細胞が認められたため、以降では TG における
MrgprB4陽性ニューロンを用いて検討を行った。 

 
TG MrgprB4陽性ニューロンの特徴 

MrgprB4-tdTomatoマウス由来 TG細胞において、
tdTomatoが神経細胞マーカーMAP2と共発現してい
たことから、MrgprB4陽性細胞が神経細胞であるこ
とが確認された (図 1-2A)。次に、MrgprB4陽性ニュ
ーロン (MrgprB4+) と MrgprB4 陰性 (MrgprB4–) ニ
ューロンの細胞体直径の分布を測定した。TG ニュ
ーロン全体は 10–40 μm の間の様々な細胞体サイズ
のニューロンで構成されていたが、MrgprB4陽性ニ
ューロンの平均細胞体直径は 17.8 ± 0.62 μmであり、
MrgprB4陽性ニューロンは小径の一次感覚神経であることが示された (図 1-2B)。続いてMrgprB4陽
性ニューロンにおける TRPチャネルの機能的発現を明らかにするため、MrgprB4-tdTomatoマウス由
来 TGニューロンを用いて Ca2+イメージングを行った (図 1-2C, D)。54個の MrgprB4陽性ニューロ
ンのうち 41 個 (75.9％) が選択的 TRPA1 アゴニストであるシンナムアルデヒドに反応したのに対
し、選択的 TRPV1アゴニストであるカプサイシンに反応した細胞は 1個 (1.9％) のみであった。さ
らに、MrgprB4 陽性ニューロンのち TRP melastatin 8 (TRPM8) アゴニストであるメントールまたは
TRP vanilloid 4 (TRPV4) アゴニストである GSK1016790Aに反応する細胞は認められなかった (図 1-
2E)。 

 
MrgprB4-KOマウスは、無毛部に対する刺激に対して正常な反応を示す 
これまで MrgprB4 欠損に伴う表現型の異常は報告されていない (17, 18) が様々な感覚刺激に対

する MrgprB4-KO マウスの反応性は明らかになっていないため、まず疼痛などの感覚機能研究にお
いて広く用いられる足底 (18) や尾への刺激反応性に対する MrgprB4 欠損の影響を検討した。以前
に MrgprB4 陽性一次感覚神経は無毛部である足底部皮膚を神経支配しないことが報告されており 
(17)、カプサイシンによる化学刺激、ホットプレートやテールイマージョンによる熱刺激、アセトン

図 1-1. TGと DRGにおけるMrgprB4の発現 
(A-C) MrgprB4-tdTomatoマウスの TG (A)、T12 DRG 
(B) および L4 DRG (C) における tdTomatoに対する
免疫染色 (左) および明視野 (右) の代表画像。Scale 
bar: 100 µm. 
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塗布による冷刺激に対する反応性において WT マウスと MrgprB4-KO マウスの間に有意差は認めら
れなかった (図 1-3A–D)。また、TRPA1は以前に侵害性冷刺激受容器として報告されている (10) が、
アセトン塗布に対する反応においてはWTマウスと TRPA1-KOマウスの間に有意差は認められなか
った (図 1-3E)。 
 
MrgprB4欠損は皮膚有毛部における不快な感覚を増大させる 

TGは有毛部である頬部を神経支配する (31) ことから、MrgprB4陽性一次感覚神経の神経支配領
域として頬部に着目し、刺激反応性に対する MrgprB4欠損の影響を検討した。頬部へのカプサイシ
ン投与により誘発される wiping行動の回数はWTマウスとMrgprB4-KOマウスの間で差は認められ
なかった (図 1-4A)。同様に、MrgprA3 アゴニストであり TRPA1 活性化を介して急性の痒みを惹起
するクロロキンの投与により誘発される scratching行動も、WTマウスとMrgprB4-KOマウスの間に
有意差は認められなかった (図 1-4B)。しかし、アセトン塗布に対する wiping行動は、MrgprB4-KO
マウスで有意に増加した (図 1-4C)。興味深いことに、粘着性を生じるスクロース溶液噴霧によって
誘発されるwiping行動においてもMrgprB4-KOマウスで増加が認められた (図1-4E)。さらに、TRPA1-
KOマウスにおいても、MrgprB4-KOマウスと同様に頬部へのアセトン塗布やスクロース溶液噴霧に
より誘発される wiping行動回数の有意な増加が認められた (図 1-4D, F)。 

図 1-2. MrgprB4発現 TGニューロンは小径ニューロンであり、TRPA1刺激にのみ反応する 
(A) MrgprB4-tdTomatoマウス由来培養 TG細胞におけるMAP2 (左) または tdTomato (中) の免疫染色と明視野 (右) の
代表画像。矢印は同一の細胞を示す。Scale bar: 50 µm. (B) MrgprB4-tdTomatoマウス由来培養 TGニューロンの細胞体直
径の分布。MrgprB4+およびMrgprB4–ニューロンの細胞体平均直径は、それぞれ 17.8 μm (n = 37 cells) および 19.3 μm (n 
= 1,768 cells) であった。(C, D) Fura-2 Ca2+イメージングにおけるトレースの代表例。各トレースは、個々のMrgprB4+ 
(カラー、n = 2 cells) またはMrgprB4– (グレー、n = 13–18 cells) ニューロンから取得された。カプサイシン (Cap; TRPV1
アゴニスト; 0.3 μM)、シンナムアルデヒド (CA; TRPA1アゴニスト; 100 μM)、メントール (Men; TRPM8アゴニスト; 
0.5 mM)、GSK1016790A (GSK; TRPV4アゴニスト; 1 μM)、KCl (50 mM)。(E) 各選択的 TRPチャネルアゴニストに対す
る反応を示すMrgprB4+ニューロンの割合 (n = 54 cells)。 
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考察 
 
本章では、MrgprB4が TGおよび DRGニュー

ロンの一部に発現していること、MrgprB4 陽性
TG ニューロンのほとんどが TRPA1 アゴニスト
に反応するが、TRPV1、TRPM8、TRPV4 アゴニ
ストには反応しないことを明らかにした。さら

に、行動実験の結果から、TG ニューロンに発現
する MrgprB4 が、頬部へのアセトン塗布やスク
ロース溶液の噴霧により誘発される不快な感覚

を制御している可能性が示された。これらの結果

は、MrgprB4陽性一次感覚神経においてMrgprB4
は TRPA1 と協調的に機能し不快な感覚を制御し
うることを示唆するものである。 

 
本章で明らかになった、TGのニューロンの一

部のみが MrgprB4 を発現しており、MrgprB4 ニ
ューロンが小径ニューロンであるという結果は

既報 (17, 18, 29) と一致している。また、これら
の既報では免疫組織化学染色により MrgprB4 陽
性一次感覚神経は TRPV1 陰性であると報告して
いる (17, 32)。一方 Huangら (33) は MrgprB4の
転写レベルは DRG ニューロンよりも TG ニュー
ロンにおいて高く、DRG ニューロンの約半数が
MrgprB4陽性かつ TRPV1陽性であると報告して
おり、MrgprB4陽性一次感覚神経における TRPV1
の発現については現在も議論が続いている。本章

では TRP チャネルアゴニストを用いて、TG の
MrgprB4 陽性ニューロンのほとんどが TRPA1 ア
ゴニストに感受性があるが、TRPV1 アゴニスト
に感受性がないことを明らかにした。近年のマウ

ス DRG ニューロンにおけるシングルセル RNA
シーケンス解析 (34) により、MrgprB4陽性ニュ
ーロンは DRG ニューロンの中では希少なサブセットであることが明らかにされた (全 622 細胞中
10細胞がMrgprB4陽性で、うち 6個が TRPA1を、2個が TRPV1を発現しており、TRPV4と TRPM8
は発現していなかった)。本章での TRPチャネルアゴニストに対する応答の結果は既報と一致してお

図 1-3. 無毛部である足底部への侵害刺激に対する反応
性 
(A) カプサイシン (0.5 μg) 足底内投与により誘発され
る疼痛様行動 (足舐め・噛み) の持続時間を 10分間測定
した (n = 4–5)。(B, C) 有害な熱刺激に対する反応性をホ
ットプレートテスト (B; n = 6) およびテールイマージョ
ンテスト (C; n = 3–5) における逃避潜時により評価し
た。(D, E) WTマウスとMrgprB4-KOマウス (D; n = 3–4) 
および TRPA1-KO マウス (E; n = 5–6) の足底部に約 30 
μL のアセトンを塗布した直後の反応回数を 5 分間測定
した。 
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り、TG 感覚ニューロンのごく一部が MrgprB4 陽性かつ TRPA1 陽性であるが TRPV1 は陰性である
ことを示している。これまでに TRPA1/TRPV1 陽性ニューロンの研究は数多く行われてきたが、
TRPA1陽性かつ TRPV1陰性であるニューロンの特性については明らかではなかった。また、本章で
はTRPA1アゴニストおよびCa2+イメージングのみを用いてMrgprB4陽性ニューロンにおけるTRPA1
の機能的発現を評価しているため、MrgprB4陽性ニューロンにおいて TRPA1が機能的に発現するど
うかを詳細に解析するためにはさらなる研究が必要である。 

 
本章では、MrgprB4-KOマウスと TRPA1-KOマウスはともに、頬部アセトン塗布による wiping行

動回数の増加を示すことを明らかにした。しかし、アセトン塗布に対する反応性の増大は冷刺激に

対する感受性の亢進 (冷過敏) とも解釈されうる。TRPA1 欠損は寒冷刺激に対する感受性を変化さ
せないが (8-11)、一方で TRPA1-KOマウスは温暖環境への嗜好性が高く (35, 36) 、寒冷環境に対す
る感受性が亢進している可能性がある。しかし本章においては、TRPA1-KO マウスでは無毛部であ
る足底部へのアセトン塗布に対する反応性の亢進は認められなかったことから、有毛部である頬部

へのアセトン塗布に対する反応性の亢進は冷過敏が原因ではないと考えられる。MrgprB4 および
TRPA1 を発現する TG ニューロンは有毛部である頬部を神経支配しており、MrgprB4 陽性一次感覚
神経の刺激は心地よい感覚を生じることが示唆されている (18) ことを踏まえると、MrgprB4-KOマ
ウスや TRPA1-KOマウスでは頬部へのアセトン塗布により誘発される不快感覚がwiping行動によっ

図 1-4. 有毛部である頬部における侵害刺激よび不快な感覚刺激に対する反応性 
(A, B) マウス頬部にカプサイシン (A; 10 μg; n = 5–6) またはクロロキン (B; 100 μg; n = 4–7) を皮下投与し、それぞれ
10分間または 40分間、wiping行動または scratching行動の回数を測定した。(C, D) WTマウスとMrgprB4-KOマウス 
(C; n = 10) または TRPA1-KOマウス (D; n = 7–8)の頬部にアセトン (約 30 μL) を塗布し、5分間の wiping行動回数を
測定した。(E, F) WTおよびMrgprB4-KO (E; n = 4–5) または TRPA1-KO (F; n = 6) マウスの頬部に 10％スクロース溶液
をスプレーで噴霧し、10分間の wiping行動回数を測定した。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. 
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て緩和されにくくなっており、結果として wiping行動の回数が増加している可能性がある。同様に、
冷刺激ではなく粘着性により不快感覚を誘発すると考えられるスクロース溶液噴霧においても

wiping 行動回数の増加が観察された。これらの結果は、wiping 行動のような動的な触覚刺激によっ
て活性化された MrgprB4陽性一次感覚神経により伝達される快い感覚が有毛部における不快な感覚
を制御している可能性がある仮説を支持するものである。しかし、MrgprB4 はリガンドが未知のオ
ーファン受容体であるため、どのような入力が MrgprB4を刺激し活性化するのかについてはさらな
る研究が必要である。 
一方、MrgprB4はカプサイシンによる化学刺激や、熱刺激、MrgprB4陽性ニューロンが神経支配

しない足底部に対する冷刺激などの侵害刺激感受性には寄与しないことが明らかになった。これは

既報 (18, 37) の結果と一致している。MrgprB4 の欠損が頬部カプサイシン投与により誘発される疼
痛様行動に影響しなかったことと、MrgprB4 陽性ニューロンがカプサイシン処置に対して応答しな
かったことから、MrgprB4欠損による不快な感覚の増強は TRPV1陽性侵害受容線維の刺激により誘
発される痛みの感覚には影響しないと考えられる。同様に、MrgprB4 欠損による不快な感覚の増強
はクロロキンにより誘発される掻痒様行動に影響しないことを示唆している。クロロキンは、

MrgprA3 を介して TRPA1 を活性化することにより急性の強い痒みを誘発する (15) ため、MrgprB4
欠損による不快な感覚の増強により誘発される行動変化が、クロロキンにより誘発される強い痒み

による行動変化でマスクされている可能性がある。 
結論として、本章での研究により有毛部を神経支配する MrgprB4 陽性一次感覚神経の多くが

TRPA1を発現し、MrgprB4は TRPA1と協調的に機能して有毛部の不快な感覚を制御している可能性
があることを示した。本研究成果は、快感と不快感の関係について新たな知見を与えるとともに、

侵害受容センサーとしての役割が主に研究されてきたTRPA1の感覚機能に対する生理学的役割を再
考する機会になりうると考えられる。 
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第 2章 神経障害性疼痛における脊髄後角神経 TRPC3の 

病態生理学的役割 
 
「痛み」という感覚は生体が組織の損傷を防ぐための警告システムとしての役割を担っている 

(38)。しかし、慢性疼痛の病態下では組織の損傷がないにもかかわらず耐え難いほどの異常な疼痛が
長期的に持続するため、患者の QOLを著しく損なう。神経障害性疼痛は慢性疼痛の一つであり、主
に末梢感覚神経の損傷により発症する (39)。神経障害性疼痛の病態形成においては末梢および中枢
における体性感覚神経系の感作が重要な役割を担っている。末梢神経感作は神経損傷部位に対して

マクロファージ、好中球、マスト細胞といった末梢免疫細胞が浸潤・活性化することにより惹起さ

れる (40)。一方、中枢神経感作は脊髄におけるアストロサイト (41) およびミクログリア (42) 等の
グリア細胞が活性化することにより惹起される。これらのプロセスにより侵害刺激に対する応答の

増大および長期化が起こるだけでなく、通常であれば痛みを惹起しないような弱い刺激 (例：触覚刺
激) に対して痛みを感じるアロディニアという症状が形成されることがこれまでの研究で明らかに
されてきた (43, 44)。 

TRP canonical 3 (TRPC3) は Ca2+透過性非選択的カチオンチャネルであり (45, 46)、一次感覚神経
に機能的に発現しており侵害刺激に対する応答に関与する可能性があることが報告されている (47, 
48)。また、TRPC3はマクロファージ (49, 50) や T細胞 (51) などの末梢免疫細胞において発現し増
殖・活性化に関与する。TRPC3は脊髄後角において発現しており (52)、in vitroでは初代培養脊髄後
角ニューロン (53) やアストロサイト (54) で発現する。また、アストロサイトに発現する TRPC3は
in vitroと in vivoの両方で神経炎症応答に関与することが示唆されている (55, 56)。さらに近年、ヒ
トを対象とした臨床研究において、TRPC3 遺伝子座のイントロン部分に存在する一塩基多型 (SNP) 
が慢性疼痛の発症と相関していることが報告されており (57)、TRPC3 を介した分子機構の解明が、
神経障害性疼痛に対する治療薬創出に有望なアプローチとなりうる。 

Gq タンパク質共役型受容体 (GPCR) は一次感覚神経の侵害受容線維 (58, 59) および脊髄 (60) 
における痛み情報の伝達に重要な役割を果たしている。TRPC3 は Gq の下流でホスホリパーゼ C 
(PLC) の活性化によって産生されるジアシルグリセロール (DAG) により直接活性化される。
TRPC3 はサブスタンス P  (54)、アデノシン三リン酸 (ATP)、プロテアーゼ (61)、エンドセリン-1、
ブラジキニン (62) といったGq共役型受容体を介して痛みを惹起する物質のシグナリングに関与し
ていることから、TRPC3が Gq共役型受容体を介して疼痛制御に関与する可能性がある。 
本章では末梢神経損傷後の神経障害性疼痛に対する TRPC3 の病態生理学的役割の解明を目的と

して検討を行い、脊髄後角において TRPC3がニューロンに発現しており、TRPC3の欠損により神経
障害性疼痛の発症が抑制されることを明らかにした。さらに、脊髄 TRPC3の活性化により機械痛覚
過敏が惹起されることと、TRPC3が脊髄レベルでの Gq-PLC 経路を介した疼痛シグナリングに関与
することを見出した。本成果は末梢神経損傷後の神経障害性疼痛および PLCの活性化により誘発さ
れる機械痛覚過敏の形成に対する脊髄 TRPC3 の関与メカニズムを初めて明らかにしたものである。  



 13 

 

実験方法 
 
動物実験 
すべての動物実験は、第 1章と同様に京都大学動物実験委員会および日本薬理学会の倫理指針に

従って実施された。すべての動物実験および研究計画は、京都大学動物実験委員会の承認を得た (承
認番号：19-38, 19-39)。C57BL/6Jマウスおよび C57BL/6-Tg (CAG-EGFP)1Osb/Jマウス (GFPマウス) 
は日本 SLC から購入した。TRPC3-KO マウスおよび TRPC6-KO マウスは Prof. Lutz Birnbaumer 
(National Institute of Environmental Health Sciences) および西田基宏 教授 (九州大学) より供与してい
ただいた。B6.Cg-Tg (Gfap-cre) 77.6Mvs/2Jマウス (Gfapcre マウス) は The Jackson Laboratoryから購
入した。これらの遺伝子改変マウスについては表現型に対するバックグラウンドの影響を排除する

ために、C57BL/6 Jマウスと 10世代にわたって戻し交配を行った。すべてのマウスは、12時間の明
暗サイクル下で 22 ± 2°Cの一定の周囲温度で飼育され、水と飼料を自由に摂取させた。実験には 8–
12週齢、体重 20–30 gの雄性マウス、および体重 18–22 gの雌性マウスを使用した。文中で明記され
ているものを除き、実験には雄性マウスを使用した。使用動物数は経験的に決定したものであり、

過去の報告 (63-65) と同程度であった。 
 
行動実験 
機械刺激感受性は既報 (63, 66) にわずかに修正を加え、von Freyフィラメントを用いて後肢の逃

避閾値を測定することにより評価した。測定前にマウスを金網の床に小型の箱を置いた装置に入れ

て 1 時間以上馴化させた。馴化後、7 種類の von Freyフィラメント (0.008、0.02、0.04、0.07、0.16、
0.4、1.0 g; Stoelting) セットを使用して、フィラメントを数秒間わずかに曲がるまで後肢足底部に押
し付けることで機械刺激感受性を評価した。すべての実験において、初めに 0.16 g のフィラメント
を用いて測定を開始した。マウスが足を振る、持ち上げるなどの逃避反応を示した場合は、次に低

い値のフィラメントを使用して同様に測定した。マウスが逃避反応を示さなかった場合は、次に高

い値のフィラメントを使用して同様に測定した。まず逃避反応の有無が変化するまで測定を行い、

逃避反応の有無が変化した後にさらに 4回測定を行い、逃避閾値を計算した (66, 67)。 
熱刺激感受性は既報 (63, 68) にわずかに修正を加え、Hargreaves 輻射熱装置 (IITC Life Science) 

を使用して評価した。測定前にマウスをガラスの床に小型の箱を置いた装置に入れて 1 時間以上馴
化させた。馴化後、装置から照射される光をマウスの後肢足底部の中央付近に当て、後肢の逃避反

応が起こるまでの潜時を記録した。照射光の強さは、naïve マウスを用いた際の平均逃避潜時が 9–
11 秒程度になるように調整した。組織の損傷を防ぐため、カットオフ時間は 15 秒に設定した。5
分間隔で 3回測定を行い、逃避潜時を算出した。 
侵害性の熱刺激に対する反応性は、ホットプレート痛覚測定装置 (Ugo Basile) を使用して評価し

た。測定前にマウスを 1時間以上装置に馴化させた。馴化後、52 °Cまたは 55°C に設定されたホッ
トプレートの中央にマウスを 1 匹ずつ入れ、ジャンプ・後肢を舐める・後肢を振るなどの逃避反応
が認められるまでの潜時を測定した。測定後、マウスはすぐにホットプレートから回収され、ケー
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ジに戻された。組織の損傷を防ぐため、カットオフ時間は 30 秒に設定された。 
化学刺激感受性は既報 (69-71) にわずかに修正を加え、カプサイシンまたはアリルイソチオシア

ネート (AITC) の足底内投与により評価した。コーンオイルを溶媒としてカプサイシン溶液 (80 
μg/mL、ナカライテスク) および AITC 溶液 (0.2%、ナカライテスク) を調製した。測定前にマウス
をアクリル筒 (直径 25 cm、高さ 30 cm) の中で 1匹ずつ 1時間以上馴化させた。馴化後、10 μLのカ
プサイシン溶液 (0.8 μg/匹) または 0.2% AITC溶液を右後肢の足底内に注入し、その後 10分間の後
肢を舐める・噛む行動の合計時間を記録した。 
 
坐骨神経部分結紮 (partial sciatic nerve ligation; pSNL) モデルの作製 

pSNL 処置は既報 (63, 72) にわずかに修正を加えて実施した。マウスを三種混合麻酔液 (メデト
ミジン 0.3 mg/kg; 日本全薬工業、ミダゾラム 4.0 mg/kg; 富士製薬工業、ブトルファノール 5.0 
mg/kg; Meiji Seika ファルマ) 腹腔内投与で麻酔させたのち大腿部の皮膚を約 5 mm切開し、大腿二
頭筋と半腱様筋が分岐する部位のすぐ遠位で右坐骨神経を露出させた。右坐骨神経の直径の約 1/3–
1/2を 9-0 絹糸 (河野製作所) で結紮し、筋肉および皮膚の層を縫合した。 

 
脊髄神経切断 (spinal nerve transection; SNT) モデルの作製 

SNT 処置は既報 (63, 73) にわずかに修正を加えて実施した。マウスを三種混合麻酔液で麻酔さ
せたのち第 3腰椎 (L3) から第 6腰椎 (L6) に沿って皮膚を約 1.5 cm 切開した。左傍脊柱筋を上関
節突起および横突起から分離し、L3 および L4 脊髄神経を露出させた。L3 脊髄神経を損傷させな
いよう注意しつつ L4 脊髄神経を切断し、筋肉と皮膚の層を縫合して傷を閉じた。 

 
骨髄キメラマウスの作製  

TRPC3-KOマウスを GFPマウスと交配して、GFP+/–; TRPC3+/–マウスを作製した。その後、GFP+/– 
TRPC3+/–マウス同士を交配することでGFP+/– TRPC3+/+ (WT-GFP) およびGFP+/– TRPC3–/– (TRPC3-KO-
GFP) マウスを作製し、これらをドナーマウスとした。骨髄移植は既報 (74) にわずかに修正を加え
て実施した。レシピエントマウスには 5–6 週齢の雄性 C57BL/6J マウスまたは TRPC3-KO マウスを
使用し、全身に放射線 (8 Gy, 10分間) を照射して骨髄細胞を除去した。ドナーマウスであるWT-GFP
マウスまたは TRPC3-KO-GFPマウスを断頭により安楽死させ、大腿骨を単離して両端を切断しチュ
ーブに入れた。大腿骨を 400 × g で 10 分間遠心し、GFP+骨髄細胞のペレットを滅菌リン酸緩衝生
理食塩水 (PBS) で懸濁してドナーマウス由来骨髄細胞液を調製した。レシピエントマウスに放射線
を照射した 3–5 時間後に、尾静脈または眼窩静脈叢から 3.0 × 106 個のドナーマウス由来骨髄細胞
を静脈内注射した。WT レシピエントマウスには、WT-GFP ドナーマウス由来骨髄細胞 (WTWT-BM) 
または TRPC3-KO-GFP ドナーマウス由来骨髄細胞 (WTTRPC3-KO-BM) を投与した。TRPC3-KO レシピ
エントマウスには、WT-GFPドナーマウス由来骨髄細胞 (TRPC3-KOWT-BM) を投与した。その後、オ
ートクレーブ滅菌した水と飼料を自由に摂取可能な状態で specific pathogen free環境で飼育し、骨髄
移植 5–6週後 (12週齢) に行動実験に使用した。 
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フローサイトメトリー 
骨髄キメラマウスの血液中の GFP+細胞の割合を評価するため、既報 (75) にわずかに修正を加え

てフローサイトメトリーによる分析を行った。骨髄移植の 5–6 週間後に、各骨髄キメラマウスの眼
窩静脈叢から末梢血 (約 100 μL) を採取した。次に、血液を 300 μLの 3倍希釈生理食塩水に約 10秒
間溶解して赤血球を溶血させ、1 mLの生理食塩水を加えて浸透圧を戻し、溶液を遠心分離 (2,000 × 
g、5分間、室温) した。上清を除去した後、細胞を 1000 μLの生理食塩水で洗浄し、遠心分離 (2,000 
× g、5分間、室温) した。再び上清を除去し、細胞を 1 mL の Fluorescence activated cell sorter (FACS) 
バッファー (0.02 M EDTA および 0.01% ウシ血清アルブミンを含む PBS) に再懸濁した。細胞は、
細胞内固定/透過処理バッファーセット (Invitrogen) を使用して固定および透過処理し、アロフィコ
シアニン標識ラット抗 GFP抗体 (Cat No. 338009、BioLegend) を用いて 4°C で 20分間染色した。遠
心分離 (350 × g、5分、4°C) および上清除去後、細胞を 500 μL の FACS バッファーに再懸濁した。
GFP+細胞の割合は、セルソーター (SH800S、Sony Biotechnology) を使用して評価した。 

 
定量的 RT-PCR 
マウスの脊髄後角 (L3–L5) または L4 DRGから ISOGEN試薬 (Nippon Gene) を用いてメーカー

プロトコルに従って RNA を抽出した。次に、脊髄後角由来 RNA 500 ng および L4 DRG 由来 RNA 
1000 ngと ReverTra Ace® (Toyobo) を用いて逆転写反応を行い、cDNAを合成した。定量的 RT-PCR
は、StepOne Real-Time PCR System (Life Technologies) を用いて実施した。最終反応容量は 10 μL (12.5 
ng cDNA + THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix、Toyobo) とした。PCR条件は、95°C 10分間のインキ
ュベーション後、PCRサイクル (95°C 15秒間、59°C 30秒間、72°C 30秒間) × 40サイクルとした。
実験で使用したオリゴヌクレオチドプライマーは表 2-1 に記載した。サンプル中の 18S rRNA の量
を使用して、mRNA 含有量を正規化した (mRNA レベルは各実験における対照群の mRNA レベル
と比較して表した)。 
表 2-1. 定量的 RT-PCRで用いたオリゴヌクレオチドプライマーの配列 

Target Fw (5’–3’) Rv (5’–3’) 
Trpc3 GGGTGAAGACCACCCAGTTC ACAGCTCCTTGCACTCAGAC 
Trpc6 GCAGCTGTTCAGGATGAAAAC TTCAGCCCATATCATGCCTA 
Trpc7 GTGAAACTAAGCCCGTGGGA ATAAGAAGGGACTCAGGGGCA 
Tnfa TGCCTATGTCTCAGCCTCTTC GAGGCCATTTGGGAACTTCT 
Il1b TGAGCACCTTCTTTTCCTTCA TTGTCTAATGGGAACGTCACAC 
Il6 GTGGCTAAGGACCAAGACCA TAACGCACTAGGTTTGCCGA 
Atf3 GCTGGAGTCAGTTACCGTCAA CGCCTCCTTTTCCTCTCAT 
18s rRNA GCAATTATTCCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCAA 

 
In situハイブリダイゼーション (RNAscope) 

In situハイブリダイゼーションは、既報 (76) にわずかに修正を加えて RNAscopeを用いて実施し
た。マウスを断頭により安楽死させ、腰髄および L4 DRG を単離し、液体窒素で瞬間凍結した。組
織は O.C.T. Compound (Tissue-Tek) に包埋し、クリオスタット (Leica Biosystems) を使用して 20 μm 
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厚の新鮮凍結組織切片を作製した。RNAscope染色は、RNAscope Multiplex Fluorescent Reagent Kit v2 
(Cat# 323110; Advanced Cell Diagnostics) および  Probe-Mm-Trpc3-O3 (Cat# 572151; Advanced Cell 
Diagnostics) をメーカープロトコルに従って使用し実施した。RNAscope シグナルは、TSA Plus 
Fluorescein (Cat# NEL741001KT; Akoya Biosciences) を使用して可視化した。一部の実験では、
RNAscope 染色の後に免疫組織化学染色を行った。蛍光画像は、FluoView FV10i 共焦点顕微鏡 
(Olympus) を使用して各個体 3セクション以上撮影した。5つ以上のアンプリコンが認められる細胞
を Trpc3 mRNA陽性であると判断した。 

 
免疫組織化学染色 
免疫組織化学染色は既報 (64) にわずかに修正を加えて実施した。マウスを三種混合麻酔薬で麻

酔したのち、K+不含 0.1 M PBS を用いて経心灌流により脱血し、4% PFAを含む 0.1 M PBを灌流し
て固定した。腰髄 (L3–L5) または L4 DRG を採取したのち 4% PFA固定液中で 3時間保存した後、
15% スクロースを含む 0.1 M PB溶液中で 4°Cで一晩以上静置した。組織は O.C.T. Compound (Tissue-
Tek) に包埋し、クリオスタット (Leica Biosystems) を使用して 20 μm 厚の固定凍結組織切片を作製
した。3% ウシ血清アルブミンおよび 0.1% Triton X-100 を添加した PBS で切片を 40–60 分間ブロ
ッキングした後、ウサギ抗 Iba1 (1:500; Cat No. 019-19741; 和光純薬)、ウサギ抗 GFAP (1:5000; Cat No. 
ab7260; Abcam)、マウス抗 NeuN (1:200; Cat No. MAB377B; Chemicon)、ウサギ抗 NeuN (1:200; Cat No. 
bs-1613R; Bioss)、およびウサギ抗 TMEM119 (1:250; Cat No. ab209064; Abcam) の各一次抗体を処置し
4°Cで一晩インキュベートした。次に、切片に Alexa Fluor標識ロバ抗ウサギ IgG (488; Cat No. A21206
または 594; Cat No. A21207) および抗マウス IgG (594; Cat No. A21203) (1:300; Invitrogen) 二次抗体を
処置し、暗所で 1.5 時間室温にて静置した。細胞数の確認のため、細胞核を 4’,6-ジアミジノ-2-フェ
ニルインドール (DAPI) Fluoromount-G (Southern Biotechnology Associates) で染色した。蛍光画像は、
FluoView FV10i 共焦点顕微鏡 (Olympus) または BZ-X710 蛍光顕微鏡 (Keyence) を使用して各個体
3 セクション以上撮影した。脊髄後角における GFAP または Iba1 免疫反応性シグナルの強度を、
ImageJソフトウェア (米国国立衛生研究所)を使用して 0.0450 mm2の視野内で定量した。 

 
プラスミドベクターの構築 

pAAV-CMV-DIO-EmGFP-miRNA-backbone は、pAAV-CMV-EmGFP-miRNA (77) 由来の EmGFP-
miRNA フラグメントと pAAV-eF1α-DIO-ChR2-mCherry (78) から得られた loxP/lox2272 フラグメン
トを、pAAV-CMV-EmGFP-miRNA 由来の AAV骨格にライゲーションして作製した。 
ネガティブコントロール (NC) miRNA配列は、pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR-neg Control (Invitrogen) 

を基に設計し、Trpc3 (NM_019510.3) を標的とする miRNA 配列は、BLOCK-iT™ RNAi Designer 
(https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/) を使用して設計した。miRNA 標的配列は表 2-2 に
記載した。オリゴデオキシヌクレオチドプライマーは、Sigma-Aldrich から購入した。センス鎖とア
ンチセンス鎖をハイブリダイズし、BsaI で制限酵素処理した pAAV-CMV-EmGFP-miRNA-backbone、
pAAV-CMV-DIO-EmGFP-miRNA-backbone、または pAAV-hSyn-mCherry-miRNA-backbone (79) にライ
ゲーションした。 

pCAG-Trpc3は、マウス腰髄由来 cDNAから Trpc3 CDS フラグメントを PCR で増幅し、pCAG-
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EGxxFP (Addgene) 骨格とライゲーションして作製した。 
表 2-2. TRPC3ノックダウン (KD) で用いた miRNAの標的配列 

Name Sequence (5’–3’) 
Negative control (NC) GTCTCCACGCGCAGTACATTT 
Trpc3 #1 GGAGGTGGAAGCCATTCTGAA 
Trpc3 #2 TATCAAGTGTCTGGTCGTGTT 
Trpc3 #3 GTTGTGGAATGTGCTTGATTT 

 
KD効率の確認 

KD効率は定量的 RT-PCR によって評価した。まず、Lenti-X 293T細胞 (Clontech) を 24 wellプ
レートに播種し、細胞占有面積率が 50–60%になるまで増殖させた。TRPC3 過剰発現プラスミド 
(pCAG-Trpc3) 0.2 µg、KDプラスミド (pAAV-CMV-EmGFP-miRNA-NC、pAAV-CMV-EmGFP-miRNA-
Trpc3 #1、#2,、#3のいずれか) 0.6 µg、および lipofectamine 2000 (Thermo Fischer Scientific) 1.6 µL を 
100 µL のダルベッコ改変イーグル培地に加えて 20 分間インキュベートした。このプラスミド溶液
を細胞に処置し、37°C で 6時間インキュベートした。その後培地を交換し、細胞を 37°Cで 18–24
時間インキュベートし、メーカープロトコルに従って ISOGEN 試薬 (ニッポンジーン) を用いて全
RNAを単離し、定量的 RT-PCRを実施した。 

 
AAV ベクターの精製 

Lenti-X 293T 細胞 (Clontech) にポリエチレンイミン (“Max”、Polysciences) を使用して作製した
プラスミドベクター、pHelper (Cell Biolabs)、pAAVDJ (Cell Biolabs) または pAAV6 (Cell Biolabs) をト
ランスフェクションした。60–72時間インキュベートした後、細胞を回収し、4回の凍結融解処理に
より細胞膜を破壊した。その後 DNA と RNA をベンゾナーゼヌクレアーゼ (Cat# E1014、Sigma-
Aldrich) により除去して溶解液を得た。溶解液を 45°C で 15分間インキュベートした後に 14,000 × 
gで 10 分間遠心し上清の AAV溶液を採取した。AAV の力価は、表 2-3に記載した。 
表 2-3. TRPC3 KDで用いた AAVの力価 

Name Titer (genome copies/mL) 
AAVDJ-CMV-EmGFP-miRNA-NC 4.04 × 1012 
AAVDJ-CMV-EmGFP-miRNA-Trpc3 4.75 × 1012 
AAVDJ-hSyn-mCherry-miRNA-NC 16.7 × 1012 
AAVDJ-hSyn-mCherry-miRNA-Trpc3 42.5 × 1012 
AAVDJ-CMV-DIO-EmGFP-miRNA-Trpc3 19.0 × 1012 
AAV6-hSyn-mCherry-miRNA-NC 2.70 × 1012 
AAV6-hSyn-mCherry-miRNA-Trpc3 1.17 × 1012 

 
AAVの注入 

AAVの脊髄内注入は、既報 (80) にわずかに修正を加えて実施した。マウスを三種混合麻酔によ
り麻酔し、第 12 胸椎 (Th12)–L3 に沿って約 1.5 cm 皮膚を切開した。Th13–L1 の椎骨間の空間に存
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在する傍脊柱筋を除去し、30G針を使用して硬膜とクモ膜を慎重に切開し小さな注入窓を作製した。
AAVDJ 溶液を充填したガラス製マイクロピペットを脊髄後角 (正中線から右外側に 500 μm、脊髄
後角の表面から深さ 200 μm) に挿入し、自作のポンプを使用して溶液を約 500 nL注入した。マイク
ロピペットを抜去後、皮膚を縫合した。 

AAVの坐骨神経内注入は、既報 (81) にわずかに修正を加えて実施した。マウスを三種混合麻酔
により麻酔し、pSNL処置と同様の手順で右坐骨神経を露出させた。AAV6溶液を充填したガラス製
マイクロピペットを坐骨神経に挿入し、自作のポンプを使用して溶液を約 1 μL注入した。マイクロ
ピペットを抜去後、筋肉層と皮膚層を縫合した。 
 
GSK1702934A の投与 

GSK1702934A の髄腔内投与は次のように実施した。マウスを 1.5%イソフルランで吸入麻酔し、
L5–L6椎骨間から GSK1702934A (Focus Biomolecules; 5–50 pmol/5 μL) を髄腔内投与した。対照群に
は、溶媒 (10% DMSO および 1% Tween80 を含む生理食塩水) を投与した。GSK1702934A (50 pmol) 
の髄腔内投与後、引っ掻き行動などの自発的反応は観察されなかった。機械刺激感受性を投与 1 時
間後に評価し、その結果を投与後 0日目の結果として使用した。 

GSK1702934A の足底内投与は次のように実施した。測定前にマウスをアクリル筒 (直径 25 cm、
高さ 30 cm) の中で 1匹ずつ 1時間以上馴化させた。馴化後、GSK1702934A (100 pmol) または溶媒
10 μLを右後肢の足底内に注入し、その後 10分間の足舐め・噛み行動の合計時間を記録した。また、
機械刺激感受性を投与 1時間後に評価し、その結果を投与後 0日目の結果として使用した。 
 
サブスタンス Pの髄腔内投与 
サブスタンス Pの髄腔内投与は、既報 (82) にわずかに修正を加えて実施した。マウスを 1.5%イ

ソフルランで吸入麻酔し、サブスタンス P (1 nmol、Sigma-Aldrich) または溶媒 (0.01 M酢酸) を 5 μL
髄腔内投与した。投与後、引っ掻き行動などの自発的反応は観察されなかった。機械刺激感受性は

投与 1時間後に von Freyテストにより評価した。 
 
m-3M3FBSの髄腔内投与 
マウスを 1.5%イソフルランで吸入麻酔し、m-3M3FBS (Sigma-Aldrich; 5–50 pmol) または溶媒 

(10% DMSOおよび 1% Tween80を含む生理食塩水) を 5 μL髄腔内投与した。m-3M3FBS (50 nmol) 
の髄腔内投与後、引っ掻き行動などの自発的反応は観察されなかった。機械刺激感受性を投与 1 時
間後に評価し、その結果を投与後 0日目の結果として使用した。 
 
統計解析 
統計解析は Prism 10 (GraphPad Software) を使用して実施した。単一の実験群と対照群との比較に

はWelch の t 検定を使用した。複数の実験群間の比較には、one-way ANOVAおよび Tukey's post-hoc 
test または two-way ANOVA または two-way RM ANOVA および Bonferroni’s post-hoc test または
Dunnett’s post-hoc testを適宜使用した。危険率 5%未満の場合には、統計的に有意な差であると判定
した。データは平均 ± 標準誤差として示した。各データポイントは、1匹のマウスまたは 1 wellの
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細胞から得た 1つのサンプル (特定の組織からの切片または抽出物など) を表す。各実験のサンプル
サイズは、図の凡例に記載した。すべての実験において、実験条件について盲検化された状態で評

価を行った。 
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実験結果 
 
pSNL処置後の疼痛様行動への TRPC3欠損の影響 
はじめに生理的条件下での感覚機能における TRPC3の関与を検討するため、naïve WTマウスと 

TRPC3-KO マウスを使用して行動実験を実施した。TRPC3-KO マウスは、WT マウスと比較して正
常な機械刺激感受性および熱刺激感受性を示した (図 2-1A–C)。さらに、化学刺激に対する感受性を
評価するためにカプサイシンまたはアリルイソチオシアネート (AITC) の足底内投与を行ったとこ
ろ、TRPC3 の欠損はカプサイシンまたは AITC の足底内投与によって誘発される自発痛様行動に影
響を与えなかった (図 2-2A–C)。これらの結果から TRPC3-KO マウスは正常な感覚機能を有してい
ることが示唆された。 
次に TRPC3 が末梢神経損傷後の神経障害性疼痛の発症に必要かどうかを明らかにするため、WT

マウスおよび TRPC3-KO マウスに神経障害性疼痛モデルである pSNL 処置 (72) を行い、その後の
疼痛様行動を評価した (図 2-1D)。pSNL処置後の機械刺激感受性を von Freyテストにより評価した
ところ、WTマウスは pSNL処置 3日後から機械痛覚過敏を発症したが、TRPC3-KOマウスでは機械
痛覚過敏が減弱された (図 2-1E, 2-3A)。同様に熱刺激感受性を Hargreaves テストにより評価したと
ころ、WT マウスは pSNL 処置 3 日後に熱痛覚過敏が観察されたのに対し、TRPC3 の欠損により熱
痛覚過敏が軽減された (図 2-1F, 2-3B)。 
近年の研究により神経障害性疼痛を制御するいくつかの重要なメカニズムには性差が存在する

ことが明らかになっている (83-85)。そのため、雌性マウスにおける pSNL 処置後の疼痛様行動に
TPRC3が必要であるかを検討した。雄性マウスと同様に、pSNL処置後の雌性 TRPC3-KOマウスに
おいても機械痛覚過敏が軽減された (図 2-3C, D)。さらに、TRPC3 の欠損は別の神経障害性疼痛モ
デルである SNT モデル (73) においても、pSNL モデルと同様に機械痛覚過敏を抑制した (図 2-3E, 
F)。 

TRPC チャネルファミリーのメンバーである TRPC6 は、TRPC3 と共役して機能的なヘテロ四量
体を形成する (86)。以前の研究により TRPC6は神経障害性疼痛に関与することが示唆されているた
め (87-89)、神経障害性疼痛の発症に対する TRPC6の関与を TRPC6-KOマウスを用いて検討した。
しかし、TRPC6 の欠損は pSNL 処置後の機械痛覚過敏および熱痛覚過敏に影響を与えなかった (図
2-1E, F)。これらの結果は、TRPC3が末梢神経損傷後の神経障害性疼痛の発症に重要な役割を果たし
ているのに対し、TRPC6は神経障害性疼痛の発症にほとんど影響しないことを示唆するものであっ
た。 

 
pSNL処置後のグリア細胞の活性化および炎症性サイトカイン産生への TRPC3欠損の影響 
神経障害性疼痛の病態形成において脊髄グリア細胞の活性化が重要な役割を果たすことが明ら

かになっているため (41, 42)、免疫染色により脊髄グリア細胞の活性化を評価した。WT マウスと 
TRPC3-KOマウスの間では、pSNL処置後の脊髄ミクログリアの活性化に有意な差は認められなかっ
た (図 2-4A, B)。しかし、TRPC3-KO マウスではミクログリアの活性化のわずかな遅れが観察され
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た (WT マウスでは pSNL 後 3 日目にミクログリアの活性化が観察されたのに対し、TRPC3-KO 
マウスでは pSNL 後 7 日目にミクログリアの活性化が観察された)。意外なことに、pSNL処置後の
脊髄後角で有意なアストロサイトマーカーGFAP に対し免疫染色を行ったところ蛍光強度の有意な

図 2-1. TRPC3 欠損は神経障害性疼痛の発症を抑制するが、末梢免疫細胞 TRPC3 は関与しない 
(A–C) (左) von Frey (A)、Hargreaves (B)、ホットプレート (C) テストの模式図。(右) naïve WTマウスおよび TRPC3-KO
マウスにおける機械刺激感受性 (A)、熱刺激感受性 (B)、有害な熱刺激に対する反応 (C)。 (D) pSNL処置の模式図。
(E, F) WT、TRPC3-KO、TRPC6-KOマウスにおける pSNL処置後の傷害側後肢の機械刺激感受性 (E) および熱刺激感
受性 (F)。(G, H) WT (G) または骨髄キメラ (H) マウスの血液細胞におけるフローサイトメトリーヒストグラムの代表
例。(I, K) 骨髄キメラマウス作製の模式図。TRPC3-KO-GFP (ドナー) マウスの骨髄細胞をWTマウス (レシピエント) 
に移植して、WTTRPC3-KO-BMキメラマウス (I) を作製した。WT-GFP マウス (ドナー) の骨髄細胞を TRPC3-KO マウス 
(レシピエント) に移植して、TRPC3-KOWT-BMマウス (K) を作製した。対照群となる骨髄キメラマウス (WTWT-BM) は、
WT-GFPマウス (ドナー) の骨髄細胞をWTマウス (レシピエント) に移植することによって作製した。(J, L) WTWT-BM
およびWTTRPC3-KO-BM (J) または TRPC3-KOWT-BMマウス (L) における pSNL処置後の傷害側後肢の機械刺激感受性。(A) 
n = 9–14. (B) n = 15–16. (C) n = 10. (E) n = 10–14. (F) n = 11–16. (J) n = 6–7. (L) n =12–14. *p < 0.05, ***p < 0.001 vs WT (E 
and F). **p < 0.01 vs WTWT-BM (L). 
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増大は観察されなかった (図 2-4C, 
D)。 
さらに、pSNL処置が TRPC3の発

現に影響を及ぼすか、あるいは

TRPC3 欠損が疼痛形成に関わる主要
な分子の発現に影響を及ぼすかどう

かを定量的  RT-PCR を用いて評価
した。脊髄後角 (図 2-5A) における 
TRPC3 発現は pSNL 処置の前後で変
化しなかった (図 2-5B)。一方、L4  
DRG (図 2-5F) における TRPC3 発
現は減少する傾向にあった (図 2-5G)。TRPC3の欠損は、pSNL処置後の DRG における神経損傷マ
ーカーATF3 (90) の mRNA発現増加 (図 2-5H) や脊髄および DRG における主要な炎症性サイトカ
イン TNFα、IL1β、IL6 の mRNA 発現増加 (図 2-5C–E, I–K) に影響しなかった。これらの結果は、
TRPC3 が末梢神経損傷後の DRG または脊髄における神経炎症反応に関与していないことを示唆
するものであった。 
 
pSNL処置後の疼痛様行動に対する末梢免疫細胞 TRPC3の関与 

TRPC3 は末梢および中枢体性感覚に加えて末梢免疫細胞で機能的に発現している (49-51) こと
を踏まえ、末梢免疫細胞に発現する TRPC3が神経障害性疼痛の発症に寄与するかどうかを、骨髄キ
メラマウスを用いて検討した。フローサイトメトリーを用いた解析により、骨髄キメラマウス由来

の血液細胞の 90% 以上がドナーマウス由来の GFP+細胞に置換されており、骨髄キメラマウスの作

図 2-2. TRPC3 欠損が化学刺激誘発性疼痛様行動に及ぼす影響 
(A–C) WTおよび TRPC3-KO マウスにコーンオイル (A; 溶媒)、カプサ
イシン (B; 0.8 μg/匹) または 0.2% AITC 溶液 (C) を足底内投与した直
後 10 分間の疼痛様行動 (足舐め・噛み) の合計時間。(A) n = 6. (B) n = 
10–11. (C) n = 7–8. 

図 2-3. TRPC3 欠損が pSNLまたは SNT処置後の疼痛に及ぼす影響 
(A, B) WT および TRPC3-KO マウスにおける pSNL 処置後の反対側後肢の機械刺激 (A) および熱刺激 (B) 感受性。
(C, D) WT および TRPC3-KO 雌性マウスにおける pSNL 処置後の傷害側 (C) または反対側 (D) 後肢の機械刺激感受
性。(E, F) WTおよび TRPC3-KOマウスにおける SNT処置後の傷害側 (E) および反対側 (F) 後肢の機械刺激感受性。
(A) n = 13–14. (B) n = 15–16. (C, D) n = 5–7. (E, F) n = 13 mice. *p < 0.05 (C). *p < 0.05 vs WT (E). 
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製に成功したことが確認された (図 2-1G, H)。末梢免疫細胞を含む骨髄系細胞のみで TRPC3 を欠損
した骨髄キメラマウス (図 2-1I; WTTRPC3-KO-BM) は pSNL処置により対照群 (WTWT-BM) と同程度に機
械痛覚過敏を示した (図 2-1J, 2-6A)。対照的に、骨髄系細胞のみに TRPC3を発現する骨髄キメラマ
ウス (図 2-1K; TRPC3-KOWT-BM) は、WTWT-BMマウスと比較して pSNL処置後の機械痛覚過敏が抑制
されていた (図 2-1L, 2-6B)。これらの結果は、末梢免疫細胞 TRPC3が神経障害性疼痛の発症に寄与
しないことを示唆するものであった。 

 
体性感覚神経系における TRPC3の発現 

TRPC3/6/7は相同性の高い配列を有することから TRPCチャネルファミリー内でサブグループを
構成している (86)。しかし、TRPC3/6/7 の体性感覚神経系における発現は明らかではなかった。そ
こで、定量的 RT-PCRを用いて脊髄、DRG、坐骨神経における TRPC3/6/7 mRNAレベルを評価した。
TRPC3は脊髄においては TRPC6の約 4倍、DRGでは約 2倍高い発現レベルを示した (図 2-7A, B)。
一方で、坐骨神経における TRPC3の発現レベルは TRPC6の半分以下であった (図 2-7C)。また、WT
マウスと TRPC3-KO マウスの間で脊髄、DRG、坐骨神経における TRPC6/7 mRNA の発現レベルに
有意差は認められなかった (図 2-8A–F)。これらの結果と pSNL処置後の疼痛様行動が TRPC3-KOマ
ウスでは抑制されたのに対し TRPC6-KO マウスでは抑制されなかったこと (図 2-1) を踏まえ、

図 2-4. pSNL処置後の脊髄グリア細胞活動性に対する TRPC3欠損の影響 
(A, B) WT および TRPC3-KO マウスでの pSNL 処置後の脊髄後角における Iba1+ミクログリアの代表画像 (A) および
定量結果 (B)。(C, D) WTおよび TRPC3-KOマウスでの pSNL処置後の脊髄後角における GFAP+アストロサイトの代表
画像 (C) および定量結果 (D)。(B, D) n = 5–9. *p < 0.05 (B). Scale bars: 200 μm. 
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TRPC3は脊髄またはDRGで機
能して神経障害性疼痛の発症

に寄与しているという仮説を

立てた。TRPC3 は一次感覚神
経の非ペプチド作動性侵害受

容線維で発現しており、ペプチ

ド作動性線維、有髄線維および

サテライトグリアでは発現し

ていないことが報告されてい

る (91)。しかし、in vivoでの脊
髄において TRPC3を発現する
細胞種は明らかではなかった。 
脊髄後角の表層 (I 層と II

層) には一次感覚神経のうち
Aδ線維と C線維が侵害性の機
械刺激および熱刺激情報を伝

達し、脊髄後角の深層  (II–V
層) には C線維、Aδ線維およ
びAβ線維が非侵害性の機械刺
激情報を伝達する  (92) こと
を踏まえ、脊髄切片において

RNAscopeを用いた in situハイ
ブリダイゼーションを行い脊

髄後角における TRPC3の発現
を検討した (図 2-7D)。TRPC3 
mRNA は脊髄後角の表層と深
層の両方に豊富に発現してい

た (図 2-7E)。さらに In situ ハ
イブリダイゼーションと免疫

組織化学染色の共染色を行っ

たところ、脊髄後角の表層と深

層の両方で TRPC3 mRNA は
ニューロンマーカーNeuNと高
い共局在を示したが (図 2-7F–
H)、アストロサイトマーカーGFAPとの共局在はわずかであった (図 2-7I–K)。また、L4 DRGでは、
TRPC3 mRNA は主に NeuN+小径ニューロンで発現しており (図 2-9A)、この結果は以前の報告 (91) 
と一致していた。TRPC3は初代培養脊髄後角ニューロンとアストロサイトで発現することが報告さ
れている (53, 54) 一方、ミクログリアにおける TRPC3 の発現については相反する報告が存在する 

図 2-5. pSNL処置後の脊髄後角および DRGにおける炎症性サイトカイン発現
に対する TRPC3欠損の影響 
(A, F) 脊髄後角 (A) および L4 DRG (F) の定量的 RT-PCRの模式図。(B, G) WT
マウスにおける pSNL処置 3日後の傷害側脊髄後角 (B) および L4 DRG (G) に
おける Trpc3 mRNAの発現レベル。(C–E) WTおよび TRPC3-KOマウスにおけ
る pSNL処置 3日後の傷害側脊髄後角における Tnf (C)、Il1b (D) および Il6 (E) 
mRNA の発現レベル。(H–K) WTおよび TRPC3-KOマウスにおける pSNL処置
3日後の傷害側 L4 DRGにおける Atf3 (H)、Tnf (I)、Il1b (J) および Il6 (K) mRNA
の発現レベル。(B) n = 5–7. (C–E) n = 4–7. (G) n = 6–7. (H–I) n = 6–7. ***p < 0.001 
(H). 
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(93, 94) が、脊髄後角 TMEM119+ミクログリアにおける
TRPC3 mRNA の発現はわずかであった (図 2-9B)。こ
れらの結果は、体性感覚神経系における TRPC3発現細
胞は主に一次感覚神経と脊髄後角ニューロンであるこ

とを示唆するものであった。 
 
pSNL 処置後の疼痛様行動に対する組織・細胞種特異
的 TRPC3ノックダウン (KD) の影響 
体性感覚神経系で発現する TRPC3 の神経障害性疼

痛に対する関与をさらに詳細に解析するため、AAVベ
クターと miRNA を使用して組織または細胞種特異的
に TRPC3を KDする検討を行った。まず TRPC3を KD可能な miRNA配列を探索するため、TRPC3
を過剰発現する 293T細胞を用いて miRNAによる KD効率を評価したところ、miRNA #2の共発現
により Trpc3 mRNAの発現が約 80%減少し最も高い KD効率を示した (図 2-10A)。そのため、miRNA 
#2を以降の in vivoでの実験に使用した (図 2-10B)。 
はじめに脊髄 TRPC3 が神経障害性疼痛の発症に関与するかどうかを明らかにするために、

AAVDJ-CMV-EmGFP-miRNAを脊髄後角に注入することで脊髄 TRPC3を KDした (図 2-10C)。レポ
ータータンパク質である EmGFP の蛍光が脊髄後角で観察され、脊髄後角での遺伝子導入の成功が
確認された (図 2-10D)。脊髄 TRPC3-KDマウスは、対照群のマウスと比較して pSNL処置後の機械
痛覚過敏が抑制されていた (図 2-10E, 2-11A)。 

TRPC3 は非ペプチド作動性侵害受容線維を含む一次感覚神経でも発現している (91) ため、
AAV6-hSyn-mCherry-miRNA を坐骨神経内に注入し、一次感覚神経特異的な TRPC3 の KD を行った 
(図 2-10F)。レポータータンパク質である mCherry の蛍光が NeuN+ DRG ニューロンで観察され (図
2-10G)、約 40%の NeuN+ DRGニューロンが mCherryを発現していた (図 2-11B, C)。脊髄 TRPC3-KD
マウスとは対照的に、一次感覚神経特異的 TRPC3-KDマウスでは pSNL処置後の機械痛覚過敏は抑
制されなかった (図 2-10H, 2-11D)。これらの結果は、脊髄 TRPC3は神経障害性疼痛の発症に必要で
あるが、一次感覚神経 TRPC3は必要ではないことを示唆するものであった。 
脊髄後角において TRPC3 は主にニューロンで発現しているため (図 2-7)、脊髄後角ニューロン

における神経障害性疼痛の発症における TRPC3 の関与を検討した。脊髄後角ニューロンの TRPC3
は、ニューロン特異的プロモーターである hSyn の制御下で miRNA およびレポータータンパク質
mCherry を発現する AAV を脊髄後角に注入し、ニューロン特異的に TRPC3 を KD した (図 2-10I)。
大半の NeuN+脊髄後角ニューロンにおいて mCherry 蛍光が観察された (図 2-10J)。さらに、脊髄後
角ニューロン特異的 TRPC3-KD マウスでは、pSNL 処置後の機械痛覚過敏が抑制されていた (図 2-
10K, 2-11E)。また、Gfapcre マウスの脊髄後角に AAV-CMV-DIO-EmGFP-miRNAを注入し、非神経細
胞であるアストロサイトで TRPC3を KDした。しかし、脊髄後角アストロサイト特異的 TRPC3-KD
マウスでは pSNL処置後の機械痛覚過敏を抑制しなかった (SI 付録、図 S8F および G)。これらの
結果より、脊髄後角ニューロンに発現する TRPC3が神経障害性疼痛の発症に重要な役割を果たして
いることが示された。 

図 2-6. 骨髄キメラマウスにおける pSNL処置後
の反対側後肢の機械刺激感受性 
(A, B) WTWT-BM および WTTRPC3-KO-BM (A) または
TRPC3-KOWT-BM (B) マウスにおける pSNL処置後
の反対側足の機械刺激感受性。(A) n = 6–7. (B) n = 
12–14. 
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脊髄 TRPC3の活性化が機械刺激感受性に与える影響 
神経障害性疼痛の発症には脊髄後角ニューロンに発現する TRPC3 が必要であることを踏まえ、

脊髄 TRPC3の活性化が疼痛様行動を誘発する可能性があるという仮説を立てた。この仮説を検証す
るために、TRPC3アゴニストである GSK1702934A (GSK) を使用した (図 2-12A)。まず、一次感覚
神経に発現する TRPC3 の活性化が疼痛様行動を誘発するかどうかを明らかにするため、GSK の足

図 2-7. 体性感覚神経系における TRPC3 の発現 
(A–C) Naïve WTマウスの脊髄 (A; L3–L5)、L4 DRG (B)、坐骨神経 (C) における Trpc3、Trpc6、Trpc7 mRNA の発現レ
ベル。(D) 脊髄切片における in situ ハイブリダイゼーション-免疫組織化学二重染色の模式図。(E) 脊髄後角における
Trpc3 mRNAの発現を示す in situハイブリダイゼーションの代表画像。IIo、II層の表層部分、IIi、II層の深層部分。Scale 
bar: 200 μm. (F–H) 脊髄後角の表層 (G; I層および IIo層) と深層 (H; IIi–V層) における NeuNおよび Trpc3 mRNA発現
の代表画像 (F) と定量結果 (G, H)。矢尻: Trpc3+ NeuN+ ニューロンの代表例。Scale bar: 50 μm. (I–K) 脊髄後角の表層 
(J; I層および IIo層) と深層 (K; IIi–V層) における GFAPおよび Trpc3 mRNA発現の代表画像 (I) と定量結果 (J, K)。
矢尻: Trpc3+ GFAP+アストロサイトの代表例。Scale bar: 50 μm. (A, C) n = 7. (B) n = 6. (G, H, J, K) n = 3. 
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底内投与を行った (図 2-12B)。GSK 
の足底内注射は自発痛様行動を誘発

せず、機械刺激感受性も変化させな

かった (図 2-12C, D)。これらの結果
は一次感覚神経 TRPC3の活性化は疼
痛様行動を誘発しないことを示唆す

るものであった。一方で、GSK の髄
腔内投与 (図 2-12E) は用量依存的に
機械刺激に対する逃避閾値を低下さ

せ、機械刺激感受性を亢進させた (図
2-12F)。機械刺激感受性の亢進は投与
1日後には消失していた (図 2-12G)。
さらにGSKの髄腔内投与により誘発
される機械刺激感受性の亢進は

TRPC3-KO マウスでは認められなか
った (図 2-12H)。これらの結果は、脊
髄 TRPC3の活性化が機械痛覚過敏の
形成に十分であることを示唆するも

のであった。 
 

脊髄 PLC活性化により誘発される機械痛覚過敏に対する TRPC3の関与 
TRPC3 は PLC の下流で DAG を介して活性化されることを踏まえ、疼痛病態下における TRPC3

の上流因子を探索した。発痛物質であるサブスタンス P は一次感覚神経終末から脊髄後角に放出さ
れ、脊髄後角神経に発現する NK1受容体に結合し主に Gqシグナルを介して疼痛を誘発する (95) (図
2-12I)。このことを踏まえ、サブスタンス P 誘発機械痛覚過敏における TRPC3 の関与を評価した。
サブスタンス P の髄腔内投与は急性の機械痛覚過敏を誘発したが、TRPC3-KO マウスでは抑制され
ていた (図 2-12J)。この結果は、サブスタンス Pが脊髄において TRPC3を介して機械痛覚過敏症を
誘発することを示唆するものであった。 
サブスタンス P-NK1受容体-Gqを含め、様々な Gq シグナルが脊髄後角で痛み情報の伝達を担う 

(60) ことから、TRPC3 が脊髄において Gqシグナルを介した機械痛覚過敏に関与しているという仮
説を立てた。この仮説を検証するために、PLC 活性化薬 m-3M3FBS (96) を用いた (図 2-12K)。m-
3M3FBS投与による脊髄 PLC活性化が機械刺激感受性に与える影響は明らかではなかったため、ま
ず髄腔内に m-3M3FBSを投与し機械刺激感受性を評価した。m-3M3FBSの髄腔内投与により、投与
1 日後において用量依存的な機械刺激感受性の亢進が認められた (図 2-13A)。この機械刺激感受性
の亢進は投与後 3日間持続し、7日目の時点では投与前と同じレベルまで回復していた (図 2-13B)。
続いて TRPC3-KOマウスに m-3M3FBSを髄腔内投与したところ、機械刺激感受性の亢進は TRPC3-
KO マウスで抑制されていた (図 2-12L)。これらの結果より、脊髄において PLC の下流で活性化さ
れた TRPC3が機械痛覚過敏の形成を媒介することが示された。 

図 2-8. TRPC3-KOマウスの体性感覚神経系における TRPC6/7の発現 
(A–F) naïve WTマウスと TRPC3-KOマウスの脊髄 (A, D)、L4 DRG (B, 
E)、坐骨神経 (C, F) におけ Trpc6 (A–C) および Trpc7 (D–F) mRNA発
現レベル。(A, D) n = 9–10. (B, E) n = 12–13. (C, F) n = 6–7. 
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考察 
 
本章では、以下の 3 つ

の知見が明らかになった。

(i) 脊髄後角ニューロン
TRPC3 の KD により末梢
神経損傷後の神経障害性

疼痛が抑制された。(ii) 脊
髄 TRPC3の活性化は機械
痛覚過敏を誘発した。(iii) 
脊髄 NK1 受容体または

PLC の活性化によって誘
発される機械痛覚過敏が

TRPC3 欠損により抑制さ
れた。神経障害性疼痛の発

症メカニズムにおいて、中

枢における神経感作は侵

害刺激に対する応答の増

強または非侵害刺激に対する異常な疼痛反応の形成の原因となる (97)。TRPC3は Ca2+透過性カチオ
ンチャネルであるため、脊髄後角ニューロンに発現する NK1受容体などの Gq 共役型受容体の下流
における TRPC3の活性化は、神経障害性疼痛の病態形成において Ca2+流入を促進し、脊髄後角ニュ
ーロンの神経活動および疼痛シグナルを増強する可能性がある (図 2-14)。 

 
神経障害性疼痛における TRPC3/6の機能の相違 

TRPC3/6は TRPCチャネルファミリーのメンバーであり、高い配列相同性を有する。TRPC3/6は
DAG によって活性化され、ヘテロ四量体として機能する (86)。しかし、本章では TRPC3 欠損のみ
が神経障害性疼痛を抑制し、TRPC6 の欠損は神経障害性疼痛を抑制しなかった (図 2-1)。さらに、
脊髄において TRPC3は TRPC6の約 4倍の発現レベルを示す (図 2-7) ことから、TRPC3は脊髄にお
ける疼痛制御および神経障害性疼痛の発症において TRPC6 よりも主要な役割を果たしていること
が示唆される。 
本章の結果とは反対に、以前の研究では TRPC6 が神経障害性疼痛に関与していることが示唆さ

れている。例えば、絞扼性神経損傷モデルでは DRGにおける TRPC6発現の増加が観察され (88)、
アンチセンスオリゴデオキシヌクレオチドを用いた脊髄 TRPC6 のノックダウンは糖尿病性末梢神
経障害モデル (89) および坐骨神経部分損傷モデル (87) における疼痛様行動を抑制した。これらの
報告と本章における結果の矛盾は、動物種、神経障害性疼痛モデルおよび TRPC6の阻害方法の違い
によるものと考えられる。本章における研究は TRPC6-KOマウスを用いて神経障害性疼痛における

図 2-9. DRG および脊髄後角ミクログリアにおける Trpc3 mRNA の発現 
(A) naïve WTマウスの L4 DRGにおける NeuNおよび Trpc3 mRNA発現の代表画像。
矢尻: Trpc3+ NeuN+ニューロンの代表例。(B) naïve WT マウスの脊髄後角における
TMEM119および Trpc3 mRNA発現の代表画像。矢尻: Trpc3+ TMEM119+ミクログリ
アの代表例。矢印: Trpc3– TMEM119+ ミクログリアの代表例。Scale bars: 50 μm. 
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TRPC6の関与を調査した最初の研究であると考えられる。 
 

pSNL処置後の脊髄ミクログリア活性化における TRPC3の関与 
TRPC3-KO マウスでは、pSNL 処置後の脊髄後角におけるミクログリア活性化のわずかな遅延が

認められた (図 2-4)。脊髄ミクログリアにおいて TRPC3がほとんど発現しない (図 2-9) ことを考慮
すると、ミクログリア活性化の上流シグナル伝達が遅延に関与している可能性がある。オリゴデン

ドロサイト系列細胞 (OL) は神経障害性疼痛の病態形成に関与することが知られている。末梢神経
損傷後、脊髄 OLはインターロイキン 33 (IL33) を産生し、IL33はミクログリアを活性化して神経障
害性疼痛の発症を促進する (98, 99)。さらに、ミクログリアとオリゴデンドロサイトは、血小板活性
化因子 (PAF) 産生酵素である LPLAT9 を発現する (100)。PAF受容体は脊髄において主にミクログ
リアで発現し神経障害性疼痛に関与する (100)。ラット脳ではオリゴデンドロサイトが TRPC3 を発
現しており (101)、脊髄においても OL が TRPC3 を発現する可能性がある。これらの知見を踏まえ
ると、TRPC3-KOマウスでは OLにおける IL33および PAFの産生が変化している可能性があり、こ

図 2-10. pSNL処置後の機械痛覚過敏に対する脊髄後角および一次感覚神経 TRPC3の関与 
(A) TRPC3 過剰発現プラスミド (pCAG-Trpc3) および KD プラスミド (pAAV-CMV-EmGFP-miRNA-NC、pAAV-CMV-
EmGFP-miRNA-Trpc3 #1、#2,、#3のいずれか) を共処置した 293T細胞における Trpc3 mRNA発現レベル。(B) in vivo 
KD実験のタイムコース。行動実験は AAV注入の 3 週間後に開始した。(C) 脊髄後角 TRPC3-KDマウスの作製の模式
図。(D) 脊髄後角における EmGFP 発現の代表画像。Scale bar: 300 μm. (E) NCマウスまたは脊髄後角 TRPC3-KD マウ
スにおける pSNL 処置後の傷害側後肢の機械刺激感受性。(F) 一次感覚神経 TRPC3-KD 作製の模式図。(G) L4 DRG 
NeuN+ニューロンにおける mCherry発現の代表画像。Scale bar: 200 μm. (H) NCまたは一次感覚神経 TRPC3-KD マウス
における pSNL 処置後の傷害側後肢の機械刺激感受性。(I) 脊髄後角ニューロン特異的 TRPC3-KD マウスの作製の模
式図。AAVDJ-hSyn-mCherry-miRNA を脊髄後角に注入した。(J) 脊髄後角 NeuN+ニューロンにおける mCherry 発現の
代表画像。Scale bar: 300 μm. (K) NC または脊髄後角ニューロン特異的 Trpc3-KD マウスにおける pSNL処置後の傷害
側後肢の機械刺激感受性。(B) n = 4. (E) n = 8–10. (H) n = 9–10. (K) n = 11–14. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (A). *p < 
0.05 vs NC (E, K). 
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れが pSNL 処置後のミクログリア活性化の遅延につながり、本章で明らかにした脊髄後角ニューロ
ンを介するメカニズムに加えて疼痛抑制に寄与している可能性がある。この機序の疼痛への寄与は

比較的小さいと考えられるが、TRPC3が脊髄 OLで発現しているかどうか、また TRPC3欠損が OL
の IL33および PAF産生に影響を及ぼし、ミクログリア活性化を介して神経障害性疼痛に寄与してい
るかどうかを明らかにするにはさらなる研究が必要である。 

 
体性感覚神経系における TRPC3 発現細胞 

TRPC3 は一次感覚神経で機能的に発現する。初代培養 DRG ニューロンでは、TRPC3 は FcγRI 
複合体 (48)、P2Y2、PAR2 (61)、ETA/B、B1/2受容体 (62) といった主に Gq-PLC経路を活性化する受容
体の下流で活性化される。さらに、TRPC3 は DRG の非ペプチド作動性無髄線維で発現する (91)。
この既報と一致して、Trpc3 mRNA は L4 DRG において主に NeuN+小径ニューロンで発現していた 
(図 2-9)。しかし、本章の結果から、一次感覚神経 TRPC3は神経障害性疼痛の発症には必要ではない
ことが明らかになった。TRPC3は、痒み情報を伝達する一次感覚神経サブセットである MrgprA3+神
経線維で発現する (102)。さらに、起痒物質は主に Gqタンパク質の活性化を介して一次感覚神経を
刺激することで痒みを誘発する (102)。これらの知見を考慮すると、一次感覚神経に発現する TRPC3
は痛みではなく痒み情報の伝達に寄与している可能性がある。 

GSK の足底内投与による一次感覚神経 TRPC3 の刺激は疼痛様行動を誘発しなかった (図 2-12)。
しかし、Liuら (91) はマウス頬部に GSKを皮下投与すると疼痛様行動である前肢 wiping行動が誘
発されることを示している。この結果の相違は GSKの投与部位の違いに起因する可能性がある。足

図 2-11. pSNL処置後の機械痛覚過敏に対する組織・細胞種特異的 TRPC3-KDの影響 
(A) ネガティブコントロール (NC) または脊髄後角 TRPC3-KD マウスにおける pSNL 処置後の反対側後肢の機械刺激
感受性。(B, C) NCマウス (B) または一次感覚神経 TRPC3-KD (C) マウスの L4 DRG NeuN+ニューロンにおけるmCherry
陽性細胞割合の定量結果。(D, E) NC または一次感覚神経 TRPC3-KD マウス (D) および NC または脊髄後角ニュー
ロン特異的 Trpc3-KD マウス (E) における pSNL処置後の反対側後肢の機械刺激感受性。(F, G) WT および Gfapcreマ
ウスにおける pSNL処置後の傷害側 (F) または反対側(G) 後肢の機械刺激感受性。AAVDJ-CMV-DIO-EmGFP-miRNAを
脊髄後角に注入してから 3週間後に行動テストを実施した。(A) n = 8–10. (B) n = 4. (C) n = 3. (D) n = 9–10. (E) n = 11–14. 
(F, G) n = 7. 
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底は腰椎部 DRG によって神経支配されるが、頬は三叉神経節 (TG) によって神経支配されており、
TRPC3の発現パターンは DRGニューロンと TGニューロン間で異なる可能性がある。さらに、一次
感覚神経における TRPC3 の細胞内局在は明らかになっていないため、TRPC3 が DRG ニューロン
の自由神経終末で機能的に発現しておらず GSK 足底内投与では一次感覚神経 TRPC3 を刺激できて
いない可能性もある。そのため、DRG ニューロンにおける TRPC3 の正確な局在パターンをさらに
解明する必要がある。 
これまで、in vivoでの脊髄における TRPC3の発現パターンについては明らかではなかった。過

去の研究では in vitro での初代培養脊髄ニューロン (53) およびアストロサイト (54) における
TRPC3の発現が報告されている。本章では、naïveマウスの脊髄後角において Trpc3 mRNAがニュー
ロンで発現し、アストロサイトやミクログリアではほとんど発現しないことを明らかにした。以前

の報告で大脳皮質において TRPC3は生理的条件下ではニューロンで発現し、アストロサイトではほ
とんど発現しないことが示されており (55)、この結果は本章での脊髄後角における検討の結果と一
致している。また、脊髄後角ニューロンにおける TRPC3の KDは神経障害性疼痛を抑制したが、ア

図 2-12. 脊髄 TRPC3および上流因子の活性化による機械刺激感受性への影響 
(A) TRPC3 アゴニスト GSK1702934A (GSK) の模式図および構造式。(B) GSK足底内投与の模式図。(C) (左) 自発痛様
行動観察の模式図。(右) WT マウスに GSK (100 pmol) を足底内投与した直後 10分間の疼痛様行動 (足舐め・噛み) の
合計時間。(D) (左) von Frey テストの模式図。(右) WT マウスに GSK (100 pmol) を足底内投与した後の同側後肢にお
ける機械刺激感受性の経時変化。(E) GSK髄腔内投与および von Frey テストの模式図。(F) WTマウスに GSK を髄腔
内投与した 1時間後の後肢における機械刺激感受性。(G) WTマウスに GSK (50 pmol) を髄腔内投与した後の後肢にお
ける機械刺激感受性の経時変化。(H) WTおよび TRPC3-KOマウスに GSK (50 pmol) を髄腔内投与した 1時間後の後肢
における機械刺激感受性。(I) サブスタンス Pによる NK1受容体活性化の模式図。(J) WTおよび TRPC3-KOマウスに
サブスタンス P (1 nmol) を髄腔内投与した 1時間後の後肢における機械刺激感受性。(K) PLC活性化薬 m-3M3FBSの
構造式および Gq-PLC-DAG-TRPC3シグナルカスケードの模式図。(L) WTおよび TRPC3-KOマウスに m-3M3FBS (50 
nmol) を髄腔内投与した 1日後の後肢における機械刺激感受性。(C, D) n = 8. (F) n = 6–9. (G) n = 9. (H) n = 10–20. (J) n = 
7–11. (L) n = 8–9. **p < 0.01 (F). *p < 0.05 vs vehicle (G). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (H, J and L). 
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ストロサイトにおける TRPC3の KDは神経障害
性疼痛に影響しなかった。これらの結果は、in 
vivo における脊髄アストロサイトの TRPC3 発
現は低レベルで維持されており、疼痛制御には関

与していないことを示唆している。 
 

TRPC3 の上流分子 
TRPC3 は PLC と共役して活性化され、Gq-

PLC-DAGシグナルを介してさまざまな Gq共役
型受容体と相互作用する。神経障害性疼痛の発症

に PLC が関与していること (103) を踏まえる
と、TRPC3は PLC活性化依存的な神経障害性疼
痛の発症メカニズムに寄与する可能性がある。発痛物質として広く知られるサブスタンス Pは、NK1

受容体を介して主に Gq シグナルを介して疼痛を惹起する (95)。さらに、サブスタンス P は神経障
害性疼痛の病態に深く関与することが報告されており、ラット神経障害性疼痛モデルの脊髄におい

てサブスタンス Pレベルの上昇が観察されている (104)。また、一次感覚神経の大径有髄神経線維は
非侵害性の機械刺激を伝達しており通常はグルタミン酸作動性であるが、脊髄神経結紮処置後の大

径有髄線維はサブスタンス Pを発現することが報告されている (105)。本章では、TRPC3-KOマウス
においてサブスタンス P の髄腔内投与によって誘発される機械痛覚過敏が抑制されることを示した。
この結果は、脊髄後角ニューロン TRPC3がサブスタンス P-NK1受容体の下流で活性化され、Ca2+流
入を促進し、神経障害性疼痛の病態下で脊髄後角ニューロンの神経活動亢進につながることを示唆

している。 
TRPC3は脊髄後角ニューロンで発現する他の Gq共役型受容体、例えば group I mGluR (mGluR1/5) 

を介して疼痛発症に関与する可能性がある。mGluR1/5 は神経障害性疼痛の発症に関与することが知
られている (106, 107)。以前の報告では TRPC3が脊髄ニューロンにおいて mGluR1/5の下流での Ca2+

流入に寄与しないことが示唆されている (53) が、この既報ではTRPC3のKD効率が約 30%の siRNA
を使用して検討を行っているため、TRPC3を介した Ca2+流入を正確に観察できていない可能性があ
る。本章では PLC 活性化薬 m-3M3FBS の髄腔内投与を行い PLC 活性化により誘発される機械痛覚
過敏における TRPC3の関与を実証しており、TRPC3が Gq-PLC-DAGシグナルの下流で機能し神経
障害性疼痛の発症に寄与する可能性を示している。しかし、TRPC3の下流分子および TRPC3を介し
た脊髄後角ニューロン活性化の分子メカニズムを解明するにはさらなる研究が必要である。 

 
神経障害性疼痛における TRPC3の発現レベル 
本章の結果では pSNL 処置後の脊髄後角における TRPC3 発現レベルはほぼ変化しなかった。し

かし、TRPC3の上流分子が増加することによって TRPC3の活性化が起こり、神経障害性疼痛に関与
している可能性がある。例えば、pSNL 処置後の脊髄後角において NK1受容体 (108) および B1/2受
容体 (109) の発現レベルは増加する。これは、NK1受容体や B1/2受容体などの Gq共役型受容体によ
って媒介される Gq-PLC-DAG シグナルカスケードが神経障害性疼痛下で増強されることで TRPC3

図 2-13. PLC活性化薬 m-3M3FBS の髄腔内投与による
機械刺激感受性への影響 
(A) WT マウスに m-3M3FBS を髄腔内投与した 1 日後
の後肢における機械刺激感受性。(B) WT マウスに m-
3M3FBS (50 nmol) を髄腔内投与した後の後肢における
機械刺激感受性の経時変化。(A) n = 7–9. (B) n = 9. *p < 
0.05 (A). *p < 0.05 vs vehicle (B). 
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の活性化を促進し、脊髄後角ニューロンの興奮性増大につながる可能性があることを示している。 
Aoki ら (57) は、TRPC3 遺伝子の SNP である rs11726196 と慢性疼痛との関連を示している。こ

の SNPは TRPC3遺伝子のイントロン部分に存在し、転写調節に関与している可能性がある。TRPC3 
mRNA の発現レベルは末梢神経系を含むほとんどの末梢組織における rs11726196 の遺伝子型に依
存する (TT > GG)。この SNP が腰髄後角における TRPC3 発現レベルに影響を及ぼすかどうかは明
らかにされていないものの、TT遺伝子型の患者では腰髄後角ニューロンにおける TRPC3 発現が増
加することで神経活動が亢進し、神経障害性疼痛の発生に関与している可能性がある。この SNP が
腰髄後角での TRPC3 発現レベルに影響するかどうか、および慢性疼痛が TRPC3発現の変化に起因
しているかどうかを判断するには、さらなる研究が必要である。 

 
結論として、本章での研究により脊髄後角ニューロンで発現する TRPC3 が末梢神経損傷後の神

経障害性疼痛の発症に対し重要な制御因子として機能することを明らかにした。本研究成果は神経

障害性疼痛の病態形成メカニズムに関する新たな知見を提供し、TRPC3 が神経障害性疼痛の治療に
おける有望な新規治療標的となりうることを示すものである。 
  

図 2-14.神経障害性疼痛に対する脊髄後角ニューロン TRPC3の寄与 
末梢神経損傷後の神経障害性疼痛の病態形成における TRPC3の役割とメカニズムの仮説模式図。 
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総括および結論 
 
本研究において著者は、感覚機能の制御における末梢・中枢神経細胞 TRPチャネルの役割につい

て検討を行い、以下の新規知見を得た。 
 

第 1章 
• MrgprB4 陽性一次感覚神経において TRPA1 が機能的に発現しており、TRPV1, TRPV4, TRPM8
の発現は認められなかった。 

• MrgprB4 欠損マウスは不快感を惹起する頬アセトン塗布および頬へのスクロース溶液噴霧に対
する応答が増加した。 

• TRPA1欠損マウスにおいてもMrgprB4欠損マウスと同様に、頬への不快感を惹起する刺激に対
する応答が増加した。 

第 2章 
• 神経障害性疼痛モデルである pSNL処置による機械痛覚過敏および熱痛覚過敏が TRPC3欠損に
より抑制された。 

• 骨髄系細胞でのみ TRPC3を欠損する骨髄キメラマウスは pSNL処置により対照群と同程度に機
械痛覚過敏を発症したが、骨髄系細胞以外で TRPC3を欠損する骨髄キメラマウスでは pSNL処
置後の機械痛覚過敏が抑制されていた。 

• TRPC3 は脊髄後角においてニューロンで発現しており、アストロサイトでの発現は認められな
かった。 

• 脊髄後角ニューロン特異的に TRPC3を KDしたマウスでは pSNL処置後の機械痛覚過敏が抑制
されたが、一次感覚神経で TRPC3を KDしたマウスでは機械痛覚過敏は抑制されなかった。 

• 脊髄 TRPC3 の刺激により急性の機械痛覚過敏が形成され、一次感覚神経 TRPC3 の刺激は疼痛
様行動を惹起しなかった。 

• 脊髄 NK1受容体および PLC の活性化により誘発される機械痛覚過敏は TRPC3 の欠損により抑
制された。 

 
以上、著者はマウスモデルを用いて、感覚機能の制御における末梢・中枢神経細胞 TRPチャネル

の役割の一端を明らかにした。本研究の成果は、慢性疼痛をはじめとする様々な感覚障害の病態解

明および新薬の創出に資する重要な基礎的知見を提供するものである。  
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