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Summary

　　This　study　investigated　the　involvement　of　a　transcription　factor　STAT　3（signal　trans－

ducer　and　activa七〇r　of　transcrip七ion　3）in　acu七e　in且amma七ion　of　the　maxillo血cial　area．　We

demons七rated　localization　of　some　inflammatory　cytokine　recep七〇rs　and　its　downstream　sig－

nal　molecules，　JAK（Janus　kinases）－TYk（Tyrosin　kinase）family，　in　trigeminal　ganglion

（TG）．　Therefbre，　when　the　maXillofacial　area　is　inflamed，　it　is　expec七ed　that　STAT3，　a　me－

diator　of　JAK／STAT　signal　transduction　pathway，　will　be　up－regulated　in　trigelninal　gan－

glion　neurons　that　innervate　the　irrita七ed　tissues．

　Acute　inf【amma七ion　was　produced　by　capsaicin　injectioii　to　serially　the　unilateral　upper

lip，　and　expression　of　STAT3　in　TG　after　injection　was　observed　over　a　7－day．　By　immuno－

histochemistry，　STAT3－immunoreactivities（IR）were　detected　in　small　and　medium　size

neurons，　and　the　number　of　immunoreactive　neurons　increased　both　in七he　ipsi－and　contra－

1ateral　TG　after　injection。　Immunoblot　analysis　showed　that　the七〇tal　amount　of　STAT　3　in

TG　did　not　change　ipsilaterally，　bu七was　increased　contralaterally．　The　anlount　of　phospho一

（2007年11月1日受付；2007年12月19日受理）
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rylated　STAT　3　was　slightly　increased　in　TG　on　both　sides．

　These　data　suggest　that　STAT3　expression　in　the　bilateral　TG　is　regulated　by　unilateral

acute　in且ammation．

緒 言

　歯科疾患は，歯髄炎や歯周炎といった炎症と関

連するものが大半を占め，激烈な「痛み」を伴っ

て来院する症例が多く認められる．この「痛み」

は医療現場における重要な課題であり「痛み」の

メカニズム解明，特に炎症性疾痛の病態を解明す

ることは重要であるといえる．その理由として，

消炎鎮痛を目的とする適切な治療薬や治療法が確

立されつつあるものの，まだ副作用の問題など課

題も多いことがあげられる．炎症時の「痛み」の

メカニズムに関する研究では，カプサイシンを

ラット上口唇に注入する急性炎症モデルを用いて

研究されている1’‘）．カプサイシンは，唐辛子な

どの主成分であり，vanillyl基を有する化学構造

をもつ．この物質は，皮下などの末梢組織に注入

すると激烈な痛みと急性炎症を惹起する物質とし

て知られている．1997年にはカプサイシン受容体

TRPV　1（transient　receptor　potentia1　V　1）の

立体構造，機能構造などが明らかにされ，現在の

痛み研究において最も注目されている5・6）．

　炎症時の末梢組織においては各種のサイトカイ

ンが遊走され，炎症の病態に様々に関与している

ことが明らかにされ，さらに三叉神経節細胞にお

けるサイトカイン受容体gp－130の局在やサイト

カイン関連の細胞内セカンドメッセンジャーであ

るJAK（Janus　kinase）－T5tk（tyrosin　kinase）

ファミリーの局在が解析されてきた．その結果，

多くの三叉神経節細胞において，サイトカイン受

容体であるgp－130蛋白の陽性反応およびgp－－130

mRNAの発現が明かにされた．また，　JAK－Tyk

ファミリーの特徴的な局在パターンも明らかにさ

れた7）．

　gp－130は，細胞膜一回貫通型の蛋白で各種サ

イトカイン受容体a鎖等とダイマーを形成して

細胞内への情報伝達に不可欠な蛋白として知られ

ている8・9）．三叉神経節の小型細胞ではJAK　1，

JAK　2，　TYk　2が発現しており，さらにJAK－

TYkファミリーの下流に存在するサイトカイン

の細胞内情報伝達分子であるSTAT（signal

transducer　and　activator　of　transcription）分

子1°－15）の中でも特にSTAT　3経路が関与している

ことが示唆される7－9）しかし，炎症性サイトカイ

ンが三叉神経節細胞に与える影響についての詳細

な報告はない．

　本研究では，急性炎症時に三叉神経節細胞にサ

イトカインがどのような影響を与えるか明らかに

する目的で急性炎症時のサイトカイン細胞内情報

伝達分子であるSTAT　3の発現をカプサイシン投

与によるラット急性炎症モデルを用いて検討し

た．

実験動物および方法

・実験動物

　動物は，6週齢のSprague　Dawley系（SD）

雄性ラット（体重200～250g；日本SLC，静岡，

日本）を用いた．動物の三叉神経第2枝支配領域

である右側上ロ唇にカプサイシン（Cap）（150

μgcapsaicin　i皿10％ethano1　，　10％Tween　80，

80％生理食塩水）を50μ1注入し，炎症モデル動物

を作製した．また，比較対照群（Con七ro1：Con七）

は無処置動物とした．実験動物数は，計53匹（免

疫組織化学30匹，Westem　blo七七ing用23匹）無処

置動物計27匹（免疫組織化学15匹，Westem　blot－

ting　12匹）合計80匹を使用した．

　なお，本研究は松本歯科大学動物実験委員会の

承諾（048－06号）を得て行なった．

・組織の摘出

　モデル作製の後，30分，3時間，1日，3日，7

日とタイムコースをとり，深麻酔下にて灌流固定

（4％PFA　in　O．1MPB：4％パラフォルムア

ルデヒド＋0．1　M　phosphate　buffer）後，大後頭

孔より頭蓋骨上部を切除し大脳，小脳部を除去し

た．脳底部の脳硬膜を丁寧に剥離し，三叉神経節

を剖出，各枝を切断し慎重に摘出した．この組織

は，免疫組織化学に供した．また，蛋白定量のた

めの組織は，灌流固定をおこなわず，ジエチル

エーテル（ナカライテスク，京都，日本）にて深

麻酔後，勇刀にて断頭し，三叉神経節を摘出し

た．摘出した組織はすぐに液体窒素にて凍結し保



存した．

松本歯学　33（3）2007

1．免疫組織化学法によるSTAT　3およびリン酸

　化STAT　3陽性細胞の検討

1）切片の作製

　摘出した組織は，灌流固定液にて後固定し，そ

の後30％庶糖液にて脱水した．さらに粉末状ドラ

イァイスにて凍結し，クライオスタットにて凍結

切片（15－20μm）を作製し，シランコーティン

グしたスライドグラス（Matsunami社製，　MS

コート，大阪，日本）に順次貼付した．

2）免疫組織化学

　スライドグラスに貼付した切片は，リン酸緩衝

液（0．1MPB）にて洗浄し，非特異的反応を除

去するため3％NGS（正常ヤギ血清）3％BSA
（bovin　serum　albumin）にてブロッキングをお

こなった．再度洗浄し一次抗体として抗STAT　3

抗体（Cel1　Signaling社，　Massachusetts，　USA

＃9132，500倍希釈）と抗リン酸化STAT　3（p－

STAT　3）抗体（Cell　Signaling社Massachu－

setts，　USA，＃9134，500倍希釈）を用い，作製

した切片上で免疫反応（4℃，108～120時間）を

行なった．その後，0．1MPBにて洗浄（室温，15

分間，4回）し，ビオチン化抗ラビット抗体
（bio七inylated　anti－rabbit　IgG，　Vector社，　Cal－

fornia，　USA　＃BA－1000，1000倍希釈）にて反

応（4℃48～60時間）し，0．1MPBにて洗浄（室

温15分間4回），次にABCキット（Vector社，

Calfbmia，　USA）にて反応した．さらにDAB

（3，3’－diaminobenzidine，同仁化学研究所，熊

本，日本）にて発色し，光学顕微鏡（OLYMPUS

BX　51，東京，日本）にて観察した．なお，各切

片での全細胞数における陽性細胞数の割合を鏡視

下でカウントし，統計処理を行なった．統計デー

タの解析は，クラスカル・ウォリスの検定並びに

Cap注入と対側間はウィルコクソン検定を行な

い有意水準P〈0．05をもって有意差ありと判定し

た．

2．Western　blottingによるSTAT　3およびリン

　酸化STAT　3蛋白の検出

　三叉神経節を各タイムコースの条件下で摘出

し，すぐ左右別に蛋白を抽出精製した．これら組

織の蛋白抽出には，TRIZOL（Invitrogen社，

USA）を用いて通法により行なった．精製した
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サンプルの蛋白濃度を，Protein　595　assay（Bio

－Rad社，　Calfbmia，　USA）を用いて吸光度測

定した．Laemmliの方法’6）に従い，7．5％のアク

リルアミドゲルを用いてSDS－PAGEにて分画

した．作製した7．5％アクリルアミドゲルを泳動

槽にセットしru皿ing　buffer（25　mM　Tris，192

mM　GIycine，0．1％SDS）で満たした後，総蛋

白量を合わせたサンプルをゲルのウエルに装填し

た．次に20mA約45分間電流を流し電気泳動し

た．電気泳動後PVDF膜（polyvinylidene　fluo－

ride　membrane；immun－blot　PVDF，　Bio－Rad

社）に転写した（15V，90分間；セミドライ法）．

転写済みのメンブレンを1％BSA／TBS（Tris

buffered　saline：20mM　Tris－HCI（p且7．4），

150mM　NaCl）に入れて，非特異的反応をブロッ

キングした（室温，30分間）．その後，一次抗体

である抗STAT　3抗体および抗リン酸化STAT

3抗体を用い，免疫反応をおこなった（室温，1

時間）．反応後，Tween－TBS（0．1％Tween　20　in

TBS）にて洗浄した（室温，15分間3回）．さら

に2次抗体（アルカリホスファターゼ結合抗ラ

ビット抗体：anti　rabbit　IgG－Alkaline　phospha－

tase　conjugated；5000倍希釈，室温，30分間）に

て反応し，洗浄した．発色はNBTIBCIP（0．45

mg／ml　nitro－blue　te七razolium　chl磁de，0．175

mg／ml　5－bromo－4－chloro－3’－indolylphos－

phatase，100　mM　Tris－HCI　pH　9．5，0．1M

NaC1，50　mM　MgCl2）にて行なった．発色反応

が落ち着いたところで，5mM　EDTAにて停止，

乾燥させて保存した．明らかになったバンドは，

画像解析装置（Versa　Doc　5000，　Bio　Rad社Cal－

fornia，　USA）にて数値化した．

　統計データの解析は，クラスカル・ウォリスの

検定にて多重比較を行った．

結 果

1．免疫組織化学法によるSTAT　3およびリン酸

　化STAT　3陽性細胞の検討

　抗STAT　3抗体（STAT　3）を用いてカプサイ

シン処理3時間後のラット三叉神経節における

STAT　3発現細胞を免疫組織学的に検討した．そ

の結果，カプサイシンを注入した動物（以下Cap－

saicin注入群）（Fig．1Cap；上段）とカプサイシ

ンを注入しない動物（以下無処置動物）（Fig．1
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Contra lpsi

　　　　　　　　　　　　　　Fig．1：抗STAT　3抗体による免疫組織化学像
　三叉神経節での抗STAT　3抗体による免疫組織化学像を示す．（×200）

　上段はCapsaicin注入3時間後（Cap）の組織像．右は注入側（Ipsi）左は対側（Contra）を示す．下段は無処置（Cont）動物

より摘出した三叉神経節の組織像．Capsaici11注入群は両側ともコントロール群に比較して中型・小型細胞で濃染する傾向が見ら

れた．（Scale　bar＝100μln）

Cont；下段）の三叉神経節組織を比較すると，

カプサイシンを注入した神経節細胞の細胞質に，

STAT　3が濃染する傾向がみられた（Fig．1）．こ

れらSTAT　3陽性細胞は，主に中型（直径30－40

pm）や小型（直径30μm以下）の神経節細胞で

あった．一方，リン酸化STAT　3（p－STAT　3）

に対する抗体（抗リン酸化STAT　3抗体）を用い

てカプサイシン注入後3時間の神経節を染色した

ところ，注入側と対側ともに7～8割の神経節細

胞の核が濃染したものの，注入側（Fig．2上段；

右Ipsi）と対側（Fig，2上段；左Con七ra）間，ま

たCap（Fig．2上段）とCont（Fig．2下段）間で

染色性に差は認められなかった（Fig．　2）．さら

に，カプサイシン注入後30分，3時間，1日，3日，

7日の経時的変化を検討したところ，STAT　3陽

性細胞の割合は，Contでは全神経細胞に対し約

30％であったのに対し，急性炎症モデル動物群

（30m－7d）では，注入3時間（3h）後にSTAT　3

陽性細胞の割合がCap注入側で67．3％まで増加

した．その後，STAT　3陽性細胞はCap注入側で

は60％台を維持し7日（7d）には66％となった．

一方，対側では3時間まで20～30％とコントロー

ル値に近い割合であったが，1日で44．9％，3日

で63．7％，7日で57．5％と上昇した（Fig．3）．次

にp－STAT　3陽性細胞の割合は，　Con七で約80％

あった．カプサイシン注入以降，p－STAT　3陽性

細胞の割合は，徐々に低下し，7日では69．4％で

あった．対側は，注入30分で64．8％に低下し，そ

の後60～70％間を変動した（Fig．4）．

2．Wes七em　blo七七ingによるSTAT　3およびリン

　酸化STAT　3蛋白の検出

　抗STAT　3抗体または抗p－STAT　3抗体を用

いたWestern　blottingでは，それぞれ約80　kDa

相当部位に蛋白バンドが検出された．（Fig．5）．

検出された蛋白バンドの濃度をContを1．0とし

てデンシトメトリーで比較したところ，カプサイ

シン注入後30m～7dの注入側三叉神経節の
STAT　3蛋白量は，　Cont群と差が認められなかっ
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　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．21抗リン酸化STAT　3抗体による免疫組織化学像

　三叉神経節での抗リン酸化STAT　3抗体による免疫組織化学像を示す．（×200）

　上段はCapsaicin注入3時間後（Cap）の組織像。右は注入側（lpsi）左は対側（Contra）を示す．下段は無処置（Cont）動物

より摘出した三叉神経節の組織像．いずれの群も核が染色し，リン酸化したSTAT　3が核内移行している像が得られた．（Scale

bar＝100　pm）
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　　Fig．3：抗STAT　3抗体陽性細胞数の経時的変動

　抗STAT　3抗体での免疫組織化学における陽性細胞の割合

を示す．横軸に時間経過（コントロール，30分，3時間，1

日，3日，7日）を，縦軸には全細胞数に対する陽性細胞数

の割合（％）を示す．3時間のCapsaicin注入群で陽性細
胞の割合が上昇傾向を示した．

（％｝
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80

60

40

20

Cont 30m 3h ld 3d 7d

Fig．4：抗リン酸化STAT　3抗体陽性細胞数の経時的変動

　抗リン酸化STAT　3抗体での免疫組織化学における陽性

細胞の割合を示す．横軸に時間経過（コントロール，30分，3

時間，1日，3日，7日）を，縦軸には全細胞数に対する陽
性細胞数の割合（％）を示す．コントロールに比べ陽性細胞

の割合が両群共に下降傾向を示した．

た．これに対し，対側では30分後に0．8に減少し，

3日，7日と増加した（Fig．6）一方，　p－STAT

3蛋白バンドの濃度は，カプサイシン注入側にお

いて，30分で1，38，3時間で1．3と増加した後，

3日目以降にCont値まで減少した．また，対側

では3日，7日に再び増加する傾向がみられた
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Fig．5：三叉神経節組織におけるSTAT　3およびリン酸化

STAT　3の発現

Western　Blottingのバンド像を示す．

レーン1：Cap注入後3時間の注入側のSTAT　3蛋白を示
　　　　す．

レーン2：レーン1と同一動物の対側のSTAT　3蛋白を示
　　　　す．

レーン3：Cap注入後3時間の注入側のp－STAT　3蛋白を
　　　　示す．

レーン4：レーン3と同一動物の対側のp－STAT　3蛋白を

　　　　示す．

MW：左端レーンは，分子量マーカー．

矢印は約80kDaを示す．

（Fig．7）．しかし，有意差検定では有意な差を

見出すことは出来なかった．

考 察

　本研究では，カプサイシン注入3時間後におい

て炎症側三叉神経節のSTAT　3陽性細胞の割合が

増加傾向を示した．この結果は，動物疾痛逃避行

動試験などでみられる急性炎症時の潜時の減少，

つまり痛覚過敏やアロディニアの症状発現が約3

時間であることと一致していた2・3）．ウエスタンブ

ロットの結果から，カプサイシン注入側の神経節

では，p－STAT　3が30分で1．38，3時間で1．3倍

に増加傾向を示し，その後減少していることか

ら，急性炎症を惹起し，急激なSTAT　3のリン酸

化が進み，その代償反応として3時間経過時に炎

症側三叉神経節細胞内でSTAT　3産生充進が起き

たと考えられる．また，p－STAT　3陽性反応は，

神経細胞の核に濃染している像が得られたことよ

2．5

2

1．5

1

o．5

STA丁3 口対側
■c・・注入

　fi
　　Cent　　　　　30m　　　　　3h　　　　　　ld　　　　　　3d　　　　　　7d

Fig．6：三叉神経節組織におけSTAT　3蛋白量の経時的変動

　Western　Blottingのバンド（抗STAT　3抗体；STAT　3）

を画像解析装置で数値化し，無処置動物（Cont）の値に対

する各経過時間の変化の割合を示す．3日・7日目に対側で

上昇傾向を示した．
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Fig．7：三叉神経節組織におけるリン酸化STAT　3蛋白量の

　　　経時的変動

　Westem　Blottingのバンド（抗リン酸化STAT　3抗体；p
－STAT　3）を画像解析装置で数値化し，無処置動物（Cont）

の値に対する各経過時間の変化の割合を示す．

　3日・7日目に対側において上昇傾向を示した．

り，カプサイシンに誘導されたIL－6，0SM，

LIFなどのサイトカインの発現により，三叉神経

節細胞内でSTAT　3がリン酸化し，核内移行した

ものと考えられる．一方，STAT　3のリン酸化反

応を炎症側と対側と比較すると，両者に有意な差

がみられないこと，さらにウエスタンブロットで

は，カプサイシンを注入した対側では，注入後3

日と7日に再度p－STAT　3の発現がみられるこ

とから，カプサイシンに誘導された炎症性変化

は，炎症側のみならず対側にも影響を与えること

が示唆された．また，サイトカインは，痛みの誘

発物質として作用するよりも，神経傷害後の修復

因子として作用するとの報告2°）がある．したがっ

て，カプサイシン注入後3日以降の神経節細胞に

おけるSTAT　3とp－STAT　3の動態は，急性炎
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症によるSTAT　3シグナル伝達経路の活性化と，

これに続いて生じる神経修復反応におけるSTAT

3の活性化である可能性があり，STAT　3の多彩

な役割が興味深い．今後，三叉神経節細胞への炎

症性サイトカインの作用が，局所の微小循環によ

るものか，体循環による全身性反応の一徴候なの

かを明らかにするとともに，急性炎症と神経修復

に伴うSTAT　3の活性化を誘導するサイトカイン

を明らかにする必要がある．

　近年，STAT　3は，　Neuropeptide　Y（NPY），

galanin，内因性のオピオイドの前駆物質など，

疾痛誘発および疾痛抑制遺伝子の転写活性化分子

であることも明らかにされた17－’9）．したがって，

急性炎症時に誘導されたSTAT　3は，疾痛関連物

質の他に痔痛抑制物質の発現に関与していること

が推測される．本研究においても，カブサイシン

注入側と対側間あるいは同一神経節内の神経細胞

間でもSTAT　3の発現やリン酸化が異なっている

ことから，神経細胞内でSTAT　3とそのリン酸化

によって疾痛誘発物質と疾痛抑制物質が同時に制

御され，最終的にカプサイシンによる急性炎症性

疾痛として，上位中枢に伝達されている可能性が

ある．したがって，神経節細胞内における疾痛関

連物質と疹痛抑制関連物質の共発現について解析

する必要がある．

　本研究の免疫組織化学染色とWestern　blot七ing

では，予想に反して三叉神経節の経時的な蛋白動

態が異なっていた．この結果は，免疫組織化学で

は神経細胞を中心にして形態学的に局在パターン

と発現率を検討したが，Westem　blottingでは，

組織をホモジネートして実験に供したことから，

組織構成細胞の不均一性の影響を受けている可能

性がある．また，経時的動態変化を検討したカプ

サイシン処理後30分，3時間，1日，3日，7日

では，それぞれの時間で発現するサイトカインの

種類と量ならびにSTAT　3が担う役割が異なって

いる可能性が推察される．炎症性サイトカイン

は，生体内で多様な機能を発揮していることが既

に知られていることから2°），急性炎症モデル動物

実験でのSTAT　3の経時的変動は，痛覚伝達の

他，痛覚抑制，神経修復機転などさまざまな要因

が複合的に作用した結果であると考えられた．

　以上，本研究によって，急性炎症時の三叉神経

節では，STAT　3の活性化が炎症側のみならず対
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側の神経節細胞に及ぶこと，さらにSTAT　3の発

現とリン酸化の経時的変動は，急性炎症による疹

痛誘発のほか，疾痛の抑制や神経修復物質の発現

など複数の要因が関与していることが示唆され

た．今後はSTAT　3の変動を誘導するサイトカイ

ンの種類と量的変化を明らかにすることが三叉神

経が関与する痛みのメカニズムを解明する上で必

要であると考えられた．

結 論

　急性炎症性変化が三叉神経節細胞にどのような

影響を与えるか明らかにすることを目的とし，急

性炎症で誘導されるIL－6スーパーファミリーの

受容体シグナル伝達分子であるSTAT　3の発現

を，ラットのカプサイシン注入による急性炎症モ

デルを用いて検討した．その結果，急性炎症時の

三叉神経節細胞では，STAT　3の活性化が炎症側

のみならず対側の神経節細胞に及ぶこと，さらに

STAT　3の発現とリン酸化の経時的変動は，急性

炎症による疾痛誘発のほか，痔痛の抑制や神経修

復物質の発現など複数の要因に影響されることが

示唆された．
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