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要 旨  
【 背 景 】  

細 胞 は ， そ の 機 能 を 正 常 に 維 持 す る た め に 状 況 に 応 じ て さ ま ざ

ま な 遺 伝 子 の 発 現 を 変 化 さ せ る 必 要 が あ り ， 神 経 細 胞 に お い て も

カ プ サ イ シ ン 刺 激 後 に は 多 く の 遺 伝 子 の 発 現 変 動 が 検 出 さ れ て

い る ． ま た ， こ の よ う な 発 現 の 変 動 は 既 知 の タ ン パ ク 質 の み で な

く 機 能 性 R N A か ら 未 知 の 転 写 産 物 に ま で 広 く 及 ん で い る ．   

 

【 目 的 】  

カ プ サ イ シ ン 侵 害 刺 激 を 与 え た 後 の 三 叉 神 経 節 内 転 写 産 物 の

発 現 変 動 に つ い て ， 特 に イ ン ト ロ ン 領 域 に 相 当 す る 配 列 に 注 目 し ，

そ の 発 現 の 実 証 と ， 経 時 的 な 発 現 動 態 の 解 析 を 目 的 と し た ．   

 

【 実 験 動 物 と 方 法 】  

す で に 報 告 さ れ て い る マ イ ク ロ ア レ イ の 結 果 か ら 対 象 配 列 を

選 び 出 し た ．  S p r a g u e  D a w l e y 系 （ S D） 雄 性 ラ ッ ト の 左 側 口 髭

部 に カ プ サ イ シ ン を 注 入 し た カ プ サ イ シ ン 群 ， 生 理 食 塩 水 注 入 し

た 生 食 群 ， 及 び 未 処 置 群 に 分 け ， 注 入 後 1 時 間 ， 3 時 間 で 三 叉 神

経 節 を 摘 出 し た ．  t o t a l  R N A を 抽 出 し D N a s e 処 理 後 ， R T－ P C R

及 び r e a l  t i m e  P C R を 行 っ た ．  

 

【 結 果 】  

カ プ サ イ シ ン 刺 激 に よ り 発 現 が 上 昇 す る 転 写 産 物 に は ， 多 く の

未 知 配 列 が 含 ま れ て お り ， そ の う ち 2 4 種 は イ ン ト ロ ン 相 当 配 列

で あ っ た ． R T- P C R で は ， こ れ ら 全 て が 転 写 産 物 と し て 発 現 し て

い る こ と が 確 認 で き ，r e a l  t i m e  P C R で は そ の う ち C h d 2，A n k h，

G n a s， Tr a 2α - 1， Tr a 2α - 2， P i k 3 i p 1， Tc f 4 の 8 種 に て カ プ サ イ

シ ン 刺 激 に よ る 有 意 な 発 現 上 昇 を 認 め た ．   
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【 考 察 】  

有 意 な 発 現 上 昇 を 示 し た 8 種 に つ い て は ， カ プ サ イ シ ン に 相 当

す る T R P V 1 を 経 由 す る 発 現 調 節 を 受 け て い る と 考 え ら れ る ．  

カ プ サ イ シ ン 刺 激 に よ る 発 現 変 動 が ， イ ン ト ロ ン 領 域 に ま で 及

ん で い る こ と が 示 さ れ た ．   

 

【 結 論 】  

 対 象 と し た う ち の 8 種 の 転 写 産 物 は ，カ プ サ イ シ ン 刺 激 に よ り

有 意 な 発 現 上 昇 を 示 し た こ と に よ り ， カ プ サ イ シ ン 依 存 的 な 因 子

の 可 能 性 ， 機 能 的 な 意 義 が あ る の で は な い か と い う こ と を 示 唆 し

て い る が ， 詳 細 に つ い て は 不 明 で あ り ， 今 後 の 課 題 と も 言 え る ． 
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緒 言  

 お よ そ 3 0 億 塩 基 対 あ る ヒ ト ゲ ノ ム に は タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸

配 列 を コ ー ド す る 領 域 ， い わ ゆ る 「 遺 伝 子 」 と 呼 ば れ る 領 域 が 2

万 個 以 上 存 在 す る ． し か し ， ゲ ノ ム 全 体 か ら み る と 遺 伝 子 と 同 定

さ れ て い る 領 域 は 全 体 の 2 %程 度 に 過 ぎ ず ， テ ロ メ ア や セ ン ト ロ

メ ア と い っ た 構 造 部 位 を 除 い て も ， 残 り の 領 域 の ほ と ん ど に つ い

て は 機 能 不 明 も し く は 機 能 を 持 た な い 領 域 と 考 え ら れ て き た 1 ) ．

さ ら に ， 遺 伝 子 領 域 内 に お い て も ア ミ ノ 酸 配 列 コ ー ド 領 域 は 長 い

イ ン ト ロ ン 配 列 に よ り い く つ も の エ ク ソ ン に 分 断 さ れ て お り ， こ

の イ ン ト ロ ン に つ い て も 機 能 的 意 義 は な い と さ れ て き た ． し か し ，

ゲ ノ ム 配 列 が 解 明 さ れ た 後 に ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 解 析 と し て

m R N Aを 含 め た 転 写 産 物 全 体 の 解 析 が 進 む と ， 遺 伝 子 領 域 以 外 の

部 分 か ら も イ ン ト ロ ン か ら も 大 量 の R N Aが 転 写 さ れ て い る こ と

が 明 ら か に な っ て き た ． イ ン ト ロ ン か ら の 転 写 産 物 の 多 く は ， 未

発 見 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ エ ク ソ ン で あ る 可 能 性 が 高 く ， 従 来

考 え ら れ て き た よ り も 著 明 に 多 く の 遺 伝 子 が 発 現 時 に 選 択 的 ス

プ ラ イ シ ン グ を 受 け る こ と を 示 し て い る ． ま た ， そ の 他 の ア ミ ノ

酸 を コ ー ド し な い R N A群 は ， 翻 訳 さ れ る こ と な く 機 能 す る 「 機 能

性 R N A」と し て m i R N A，s n R N A等 が 数 多 く 同 定 さ れ て い る も の の ，

そ の 多 く は 機 能 が 未 知 の ま ま で あ る ． 細 胞 は 細 胞 種 や 組 織 に よ っ

て ， ま た 環 境 や 外 的 刺 激 に 応 じ て も 発 現 す る タ ン パ ク 質 の パ タ ー

ン を 変 化 さ せ る ． そ れ は 神 経 細 胞 も 同 様 で あ り ， 神 経 細 胞 特 異 的

タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る と 同 時 に 炎 症 や 損 傷 と い っ た 外 的 刺

激 や 神 経 興 奮 に よ っ て も 発 現 パ タ ー ン は 変 化 す る 2 , 3 , 4 ) ．こ の よ う

な 細 胞 の 性 質 と 機 能 は ， タ ン パ ク 質 と そ の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ

産 物 ， 機 能 性 R N A群 ， さ ら に 機 能 未 知 の も の ま で 含 め た こ れ ら 全

て の R N Aの 転 写 制 御 に よ っ て 決 定 さ れ る も の と 考 え ら れ る ．  

神 経 細 胞 を 興 奮 さ せ る 物 質 と し て カ プ サ イ シ ン が よ く 知 ら れ

て い る ． カ プ サ イ シ ン は ， 唐 辛 子 に 含 ま れ る 辛 み 成 分 と し て 発 見

3 
 



さ れ た 物 質 で ， 末 梢 神 経 の 中 で も 小 型 神 経 特 異 的 に 発 現 す る

Tr a n s i e n t  r e c e p t o r  p o t e n t i a l  c a t i o n  c h a n n e l， s u b f a m i l y  V，

m e m b e r  1（ T R P V 1） を 受 容 体 と し て い る 5 - 8 ) ． 陽 イ オ ン チ ャ ネ ル

型 受 容 体 で あ る T R P V 1 は カ プ サ イ シ ン が 結 合 す る こ と で 開 口 し ，

カ ル シ ウ ム イ オ ン を 細 胞 内 に 流 入 さ せ る こ と で 脱 分 極 を 誘 発 し

て 痛 み や 熱 感 を 発 生 さ せ る ． カ プ サ イ シ ン 刺 激 に よ る 神 経 細 胞 内

で の 遺 伝 子 発 現 変 動 は す で に 報 告 さ れ て お り ， マ イ ク ロ ア レ イ チ

ッ プ を 用 い た 結 果 と し て 数 多 く の 遺 伝 子 の 発 現 が 上 昇 ， も し く は

減 少 し て い る 9 ) ． 使 用 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ の チ ッ プ に は ， 4 万

以 上 の 配 列 が ス ポ ッ ト さ れ て い る が ， こ れ に は 既 知 の 遺 伝 子 の み

で は な く 上 述 の よ う な 機 能 性 R N Aや 未 知 の 配 列 ま で あ ら ゆ る 転

写 産 物 の 配 列 が 用 い ら れ て い る ． そ の た め ， 発 現 変 動 が 検 出 さ れ

た 配 列 に も 機 能 不 明 の 配 列 が 多 く 含 ま れ て い る ．  

本 研 究 で は ， カ プ サ イ シ ン 刺 激 に よ っ て 1 . 7 倍 以 上 発 現 上 昇 が

検 出 さ れ た 配 列 の う ち ， 既 知 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る も の 以

外 ， な か で も イ ン ト ロ ン 領 域 か ら の 転 写 産 物 に 相 当 す る も の に 注

目 し ， そ の 発 現 変 動 に つ い て 解 析 を 行 っ た ．  

  
実 験 動 物 及 び 方 法  

 

1 )  実 験 動 物  

実 験 に は ，6～ 8 週 齢（ 2 0 0～ 2 5 0  g）の S p r a g u e  D a w l e y 系（ S D）

雄 性 ラ ッ ト （ 日 本 エ ス エ ル シ ー 株 式 会 社 ， 静 岡 ） を 用 い た ． 実 験

動 物 の 取 り 扱 い に つ い て は ， 松 本 歯 科 大 学 動 物 実 験 委 員 会 の 承 認

を 得 て ，『 松 本 歯 科 大 学 動 物 実 験 取 り 扱 い 規 定 』 ガ イ ド ラ イ ン に

従 い 行 っ た ．  

 

2 )  マ イ ク ロ ア レ イ の 配 列 の 分 類  

 マ イ ク ロ ア レ イ の 各 ス ポ ッ ト に 用 い ら れ た 配 列 は ， マ イ ク ロ ア

レ イ チ ッ プ に 添 付 の G e n e  L i s t（ ア ジ レ ン ト テ ク ノ ロ ジ ー 株 式 会
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社 ， 東 京 ） か ら 得 た ．  

 ラ ッ ト ゲ ノ ム 配 列 と の 比 較 に は 国 立 生 物 工 学 情 報 セ ン タ ー

（ N C B I） 遺 伝 子 配 列 解 析 プ ロ グ ラ ム （ B L A S T） を 使 用 し ， ラ ッ

ト ゲ ノ ム 配 列 は N C B I の デ ー タ ベ ー ス （ G e n B a n k） か ら 得 た ．  

 

3 )  プ ラ イ マ ー 設 計  

プ ラ イ マ ー は デ ー タ ベ ー ス か ら 得 た 標 的 部 位 周 辺 の ラ ッ ト ゲ

ノ ム 配 列 を も と に ， プ ラ イ マ ー 設 計 プ ロ グ ラ ム P r i m e r 3（ オ ー プ

ン ソ ー ス ） を 用 い て 設 計 し た ． 標 的 配 列 は 1 5 0～ 2 5 0  b p 程 度 と し

た （ Ta b l e  1）． プ ラ イ マ ー の 合 成 は ， 日 本 遺 伝 子 研 究 所 （ 宮 城 ）

及 び 株 式 会 社 日 本 バ イ オ サ ー ビ ス （ 埼 玉 ） に 依 頼 し た ．  

 

4 )  カ プ サ イ シ ン 刺 激 と 組 織 摘 出  

カ プ サ イ シ ン 刺 激 は 濃 度 3  m g / m l（ 1 0 %  エ タ ノ ー ル ，8 %  Tw e e n  

8 0， 生 理 食 塩 水 ） の カ プ サ イ シ ン 5 0  μ l を ラ ッ ト の 左 側 口 髭 部 に

皮 下 注 射 し ， カ プ サ イ シ ン 群 と し た ． ま た ， 対 照 と し て 生 食 群 は

生 理 食 塩 水 5 0  μ l を 左 側 の 同 じ 部 位 に 注 入 し た ． 注 入 後 1 時 間 ，

も し く は 3 時 間 で 三 叉 神 経 節 を 摘 出 し た ．  

組 織 摘 出 時 に は ， ラ ッ ト を ジ エ チ ル エ ー テ ル に て 深 麻 酔 し た 後 ，

剪 刀 に て 断 頭 し ， 頭 蓋 腔 か ら 脳 幹 部 な ど を 除 去 し ， 脳 底 部 の 脳 硬

膜 を 丁 寧 に 剥 離 し て 三 叉 神 経 節 を 露 出 し ， 三 叉 神 経 節 第 3 枝 の 分

岐 部 か ら 中 枢 側 に 向 か い ピ ン セ ッ ト で 鈍 的 に 第 3 枝 領 域 と 第 1・2

枝 領 域 を 分 離 し （ F i g .  1） 第 1・ 2 枝 領 域 の 組 織 の み を 取 り 出 し ，

直 ち に 液 体 窒 素 に て 凍 結 さ せ た ． ま た カ プ サ イ シ ン 群 ・ 生 食 群 ・

未 処 置 群 は そ れ ぞ れ n = 5 と し た ．  

 

5 )  R N A の 抽 出 と c D N A の 作 製  

 凍 結 さ せ た 組 織 か ら R N A を 抽 出 す る に あ た り N u c l e o S p i n ®  

R N AⅡ （ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ， 滋 賀 ） を 使 用 し た 。 使 用 方 法 に

関 し て は 本 商 品 の 『 培 養 細 胞 ・ 組 織 か ら の R N A 抽 出 プ ロ ト コ ー
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ル 』に 基 づ き 行 い ，抽 出 し た t o t a l  R N A は R Q 1  R N a s e - F r e e  D N a s e

（ プ ロ メ ガ 株 式 会 社 ， 大 阪 ） と ， ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー （ 株 式 会 社

日 本 バ イ オ サ ー ビ ス ， 埼 玉 ）， M - M LV  R T 逆 転 写 酵 素 （ プ ロ メ ガ

株 式 会 社 ， 大 阪 ） を 使 用 し ， 添 付 説 明 書 通 り に 合 成 を 行 っ た ．  

 

6 )  R T- P C R  

未 処 置 ラ ッ ト の 組 織 か ら 合 成 し た c D N A を 用 い て ， M a s t e r -  

c y c l e r ®  e p（ E p p e n d o r f） に て P C R 反 応 を 行 っ た ．  

プ ラ イ マ ー は ， マ イ ク ロ ア レ イ で 用 い ら れ た 配 列 を 挟 む よ う に

設 計 し ， ア ニ ー リ ン グ 6 2℃ ， サ イ ク ル 数 3 5 回 で 行 い ， 増 幅 が 認

め ら れ な か っ た も の に 関 し て は ， ア ニ ー リ ン グ を 5 5℃ に 変 更 し ，

サ イ ク ル 数 を 4 5 回 と し た ．ま た ，対 照 プ ラ イ マ ー と し て ， Tr a 2 α

遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン の う ち マ イ ク ロ ア レ イ に 用 い ら れ て い な い

部 分 に 対 す る プ ラ イ マ ー を 設 計 し て 同 様 の R T- P C R を 行 っ た ．  

P C R 反 応 は Ta K a R a  E x  Ta q ®  H o t  S t a r t  Ve r s i o n（ タ カ ラ バ イ

オ 株 式 会 社 ，滋 賀 ）を 添 付 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た ．初 期 変 性（ 9 4℃ ，

5 分 ）の 後 ，変 性（ 9 4℃ ，1 分 ），ア ニ ー リ ン グ（ 5 5 ま た は 6 2℃ ，

1 分 ），伸 長（ 7 2℃ ， 1 分 3 0 秒 ）を 3 5～ 4 5 回 繰 り 返 し た ．増 幅 に

つ い て は 4 . 5％ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ 3 0％ ア ク リ ル ア ミ ド ， 水 ）

に て 電 気 泳 動 を 行 い 発 現 を 確 認 し た ．  

 

7 )  r e a l  t i m e  P C R  

カ プ サ イ シ ン 刺 激 1 時 間 後 と 3 時 間 後 の 間 で 生 食 群 を 対 照 と し

て カ プ サ イ シ ン 群 と の 比 較 ，ま た 未 処 置 群 を 1 . 0 0 と し て 未 処 置 群

と カ プ サ イ シ ン 群 と も 比 較 を 行 う た め ， R T- P C R と 同 様 の プ ラ イ

マ ー を 用 い て r e a l  t i m e  P C R を 行 っ た ． r e a l  t i m e  P C R 反 応 は

S Y B R ®  G r e e n E R ™  q P C R  S u p e r M I X （ L i f e  Te c h n o l o g i e s  

C o r p o r a t i o n， C a l i f o r n i a， U S A）を 用 い ，ア ニ ー リ ン グ の 温 度 条

件 は R T- P C R と 同 様 と し た ． r e a l  t i m e  P C R 及 び 解 析 は D N A 

E n g i n e  O p t i c o n ™  S y s t e m（ B i o - R a d， C a l i f o r n i a， U S A） で 行 っ
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た ． 各 サ ン プ ル の 測 定 値 は そ れ ぞ れ 1 8 S  r R N A で 補 正 し ， 相 対 定

量 と し た ．  

ま た ，各 サ ン プ ル は n = 5 で 計 測 し て い る が ，反 応 が な か っ た も

の は 除 外 し ， A n k h（ 生 食 群 1 時 間 : n = 4）， G n a s（ 未 処 置 群 : n = 3，

生 食 群 1 時 間 : n = 3），C r e b b p（ 未 処 置 群 : n = 3，生 食 群 3 時 間 : n = 4），

C a m k 2 d（ 未 処 置 群 : n = 3， 生 食 群 3 時 間 : n = 4， カ プ サ イ シ ン 群 3

時 間 : n = 4） と し た ．  

 

8 )  統 計 処 理  

デ ー タ の 統 計 解 析 は ， S P S S  s t a t i s t i c s  1 7 . 0 を 用 い て M a n n -  

W h i t n e y 検 定 に て 比 較 を 行 い ， p < 0 . 0 5 を 有 意 差 あ り と し た ．  

 

結 果  
 

1 )  マ イ ク ロ ア レ イ 配 列 の 分 類  

 カ プ サ イ シ ン 刺 激 後 の 三 叉 神 経 節 に お い て マ イ ク ロ ア レ イ で

1 . 7 倍 以 上 の 発 現 上 昇 が 認 め ら れ た も の は 8 0 種 と 報 告 さ れ て い る

が 9 ) ，そ れ ぞ れ の ス ポ ッ ト に 用 い ら れ た 配 列 を B L A S Tに て 検 索 し

た 結 果 ， 既 知 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 当 す る も の は 3 2

種 で あ り ，4 8 種 が 未 知 の 転 写 産 物 で あ っ た ．さ ら に 詳 細 な ラ ッ ト

ゲ ノ ム と 比 較 す る と 2 4 種 が 遺 伝 子 間 領 域 に ，残 り の 2 4 種 が イ ン

ト ロ ン 領 域 に 相 当 し た ．  

ま た ，マ イ ク ロ ア レ イ で 発 現 の 0 . 5 6 倍 以 下 の 減 少 が 認 め ら れ た

も の 1 7 種 に つ い て も 同 様 に 調 べ た と こ ろ ， 未 知 の 転 写 産 物 は 1

種 の み で あ り ， こ れ は イ ン ト ロ ン 領 域 の も の で あ る こ と が 分 か っ

た ． 更 に 上 昇 を 認 め た イ ン ト ロ ン 領 域 2 4 種 ( Ta b l e  2 )に つ い て 検

証 を 行 っ た ．  

 

2 )  発 現 の 実 証 （ R T- P C R）  

2 4 種 全 て に お い て 増 幅 を 確 認 し た （ F i g .  2）． ま た ， 対 照 プ ラ
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イ マ ー に つ い て は ， い ず れ の 条 件 下 に お い て も ， 増 幅 は 認 め ら れ

な か っ た ．こ の 結 果 か ら 2 4 種 全 て R N A と し て 存 在 し て い る こ と

が 実 証 さ れ た ．  

  

3 )  r e a l  t i m e  P C R  

明 確 な 発 現 を 認 め た も の が 2 4 種 中 1 0 種 で あ っ た ．ま た ，そ の

う ち ，有 意 差 を 認 め た も の が C h d 2，A n k h，G n a s，Tr a 2α - 1，Tr a 2α - 2，

D c t n 2， P i k 3 i p 1， Tc f 4 の 8 種 で あ っ た ( F i g .  3 : A - H )．  

 ま た 残 り の C r e b b p，C a m k 2 d の 2 種 に つ い て は 有 意 差 を 認 め な

か っ た も の の カ プ サ イ シ ン 群 が 未 処 置 群 や 生 食 群 に 比 べ 上 昇 傾

向 で あ る こ と が わ か っ た ( F i g .  3 : I， J )．  

 
考 察  

 

ヒ ト ゲ ノ ム の 解 析 が 始 ま っ た 当 初 ， そ こ に 含 ま れ る タ ン パ ク 質

を コ ー ド す る 部 分 で あ る エ ク ソ ン 領 域 は 約 2 %程 度 に 過 ぎ ず ， 残

り の 領 域 に は 重 要 な 機 能 は な い と 考 え ら れ て い た ．と こ ろ が D N A

チ ッ プ や 網 羅 的 c D N Aラ イ ブ ラ リ ー に よ る 大 規 模 な 転 写 物 解 析 が

行 わ れ る に つ れ ， 既 知 の エ ク ソ ン 以 外 の 領 域 か ら も タ ン パ ク 質 を

コ ー ド し な い R N Aが 多 数 転 写 さ れ て い る こ と が 明 ら か に さ れ て

い る 1 , 9 , 1 0 ) ．  

本 研 究 で は カ プ サ イ シ ン 刺 激 に よ る 遺 伝 子 発 現 変 動 の う ち ， 非

コ ー ド 領 域 ， 特 に イ ン ト ロ ン 領 域 か ら の 転 写 に 注 目 し て 研 究 を 行

っ た ． 対 象 と し た 配 列 は ， い ず れ も D N a s e処 理 し て も 検 出 さ れ た

こ と か ら R N Aと し て 存 在 し て い る こ と が 確 認 さ れ た ． 非 コ ー ド 領

域 か ら の 転 写 産 物 の う ち ，遺 伝 子 間 領 域 に 由 来 す る も の は m i R N A

や s n R N Aの よ う に 独 立 し た 転 写 単 位 と し て プ ロ モ ー タ ー 等 を 備

え て い る も の が 多 く 1 0 ) ，そ の 役 割 は 他 の 遺 伝 子 の m R N Aの 安 定 性

や 翻 訳 効 率 を 調 節 す る な ど ，非 常 に 多 岐 に わ た っ て い る ．一 方 で ，

イ ン ト ロ ン 由 来 の 転 写 産 物 は ， 独 立 し た 転 写 単 位 で あ る 可 能 性 よ
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り も ，前 後 の エ ク ソ ン と 独 立 し た 転 写 産 物 で あ る 可 能 性 が 高 い 1 1 ) ．

本 研 究 に て 検 証 し た 2 4 種 の 配 列 は ， い ず れ も イ ン ト ロ ン で あ る

た め ， 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け る 未 知 の エ ク ソ ン で あ る 可 能

性 が 高 く ， そ の う ち の 8 種 の 配 列 に つ い て は ， カ プ サ イ シ ン 依 存

的 ス プ ラ イ シ ン グ で あ る 可 能 性 が 考 え ら れ る ．  

選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に つ い て は ， 組 織 特 異 的 な も の は 多 く 知

ら れ て い る 他 1 2 , 1 3 ) ，神 経 疾 患 1 4 , 1 5 , 1 6 ) や 癌 1 7 , 1 8 , 1 9 ) な ど ，疾 患 特 異

的 な も の が い く つ か 報 告 さ れ て い る が ， 単 一 の 刺 激 に よ り 変 化 す

る も の は ほ と ん ど 知 ら れ て い な い ． 今 回 の 研 究 結 果 で 有 意 な 発 現

上 昇 が 確 認 さ れ た 8 種 が 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ で あ る な ら ば ， 5 ’

側 ， 3 ’側 の ス プ ラ イ ス 部 位 の 同 定 が で き れ ば ， カ プ サ イ シ ン 刺 激

依 存 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 制 御 す る 配 列 ， も し く は ス プ ラ イ シ ン グ

制 御 タ ン パ ク 質 の 特 定 へ と つ な が る と 考 え ら れ る ． R T- P C Rで は

サ イ ク ル 数 を 増 加 さ せ な い と 検 出 が で き な か っ た こ と や ， r e a l  

t i m e  P C Rで 明 確 な 発 現 変 動 が 得 ら れ な い も の が 多 か っ た こ と か

ら ， こ れ ら の 部 位 の 発 現 量 が 極 め て 少 な い と 予 想 さ れ る た め ， こ

の 少 量 の 発 現 量 に お け る 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に ど れ 程 の 機 能

的 意 義 が あ る の か は 現 段 階 で は 不 明 で あ る ． し か し な が ら ， カ プ

サ イ シ ン 依 存 的 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 制 御 因 子 が 特 定 で き れ ば ，

他 の カ プ サ イ シ ン 依 存 的 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け る 関 連 遺

伝 子 が 発 見 さ れ る と 期 待 で き る ．  

非 コ ー ド 領 域 の R N Aの 機 能 解 明 が 遅 れ て い る 理 由 の 1 つ は 機 能

が 分 か っ て い る も の に お い て も そ の 配 列 が 動 物 種 間 で 保 存 さ れ

て い な い ， 又 は 配 列 の 保 存 度 が 極 め て 低 い こ と に よ る ． 従 っ て 機

能 的 に 重 要 で あ る 配 列 の 特 定 は 現 行 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ グ ラ ム を

用 い て お こ な う こ と は 極 め て 難 し い 2 0 ) ，と い う こ と が あ げ ら れ る ．

非 コ ー ド 領 域 の 機 能 に つ い て は ， 依 然 と し て 未 知 な 部 分 が 多 い が ，

本 研 究 で は カ プ サ イ シ ン 刺 激 を 受 け た 神 経 細 胞 に て 刺 激 後 ， 早 期

で 多 く の 非 コ ー ド 領 域 か ら の 転 写 産 物 の 発 現 変 動 が 起 き て い る

こ と が 明 ら か に な っ た ． ま た 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ の 変 動 が 起 き
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て い る こ と が 示 唆 さ れ た ． こ の こ と よ り ， 非 コ ー ド 領 域 は ， 既 知

の タ ン パ ク を コ ー ド す る 転 写 産 物 の 増 減 と 同 様 に 神 経 細 胞 の 性

質 に 重 要 な 影 響 を 与 え て い る と 考 え ら れ ， 今 後 の 研 究 が 期 待 さ れ

る ．   

結 論  
 

ラ ッ ト 左 側 口 髭 部 の カ プ サ イ シ ン 刺 激 に よ り ， 三 叉 神 経 節 に お

い て 複 数 の イ ン ト ロ ン 領 域 の R N A が 増 加 し て お り ， 更 に 追 求 し

た と こ ろ ， 8 種 に お い て 未 処 置 群 ・ 生 食 群 と 比 較 し て 有 意 差 の あ

る 遺 伝 子 発 現 量 の 上 昇 を 示 し て い た ． こ れ は カ プ サ イ シ ン 刺 激 依

存 的 な 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ の 可 能 性 ， 機 能 的 な 意 義 が あ る の で

は な い か と い う こ と を 示 唆 し て い る ． ま た ， こ の 発 現 上 昇 が

T R P V 1 活 性 化 特 異 的 で あ る か ど う か に つ い て は 不 明 で あ り 今 後

の 課 題 と も 言 え る ．  

今 後 の 研 究 の 進 展 に よ り ， 現 時 点 で ま だ 結 論 の 出 て い な い 詳 細

な 分 子 機 構 の 解 明 や ， そ の 結 果 に 基 づ く 医 療 を 含 む 様 々 な 分 野 へ

の 応 用 を 期 待 し て い る ．  
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Fig. 1

第1枝・2枝領域

第3枝領域
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末梢側

中枢側



F R

Chd2 GAAAGCATTCCAGAGGATTCG TTGTGTGTGTTACTGTGACAATGG
Sorbs1 GZGTTTGAGAGTCTGCCCTTCC TTCCAGACACATGGGAAACTG
Zfp74 CCATCTTTCCAGAACCAATCC ATAAGCACACACTGCCACACTC
Ankh TCTCCATCTCCACGGCTCTC GAAGCTTGTTTATGCCAAAGTGC
Camk2d ACACACTCCAGCAAAGCCATTAC TCTGGGTTGATTCGTTTTATCTCC
Ccnl1 AAGGACACTAACTGTGCTCAAAGTATC TCGTGGGAAAGGTACAAAGC
Baz2b ACGATTTCAAACCCCTTTCTTG CACAGTTGCACAGAAGTTCAAGG
Gnas CTCCATTTAAACCAACGACTTGC TGCTGCCTAAGGGCTACAGTG
Prkcbp1 TTTTCTCAAGCCCCAGGATG GGGCTGTTACAGATCCTTCCAG
Rbm39-1 TGGATTTCTTTCCCAATGCTG CCGGAGCCCTCTTGATTATCT
Rbm39-2 CCGGAGCCCTCTTGATTATCT GTGGCTCGTGCATTTAGTTCC
Zeb2 AAACAGGCTCCCTACAGCAAG CTATACACACCAAAGCAGGATGG
Srpk2 CTTGTCAAGTTTGCTATGGAACG GCGATCTGCTGTGTTATGGTG
Tra2α-1 CACGTTGGGTTCAAGTCTAACTC TGGTTGTGAGCTACCAAGGAC
Tra2α-2 TGTTAGGTGTGCACCAGCAG GGAGCATGTTAATCCCACCTC
Tra2α（対照プライマー）GAACCTACTGTGTTGGCCCAGA CTAAGCAGGCAGCTGAGGGTA
Cadm1 CCCAGCTTCTTCAGTACAGCAAC TTGACGCCAGTCAGATGGTC
LOC685917 ATTGGAGCCCAAGAAGATGG ACCTTTCTGCTGAGTTAGCTTGG
Crebbp CCCGACTCACTAAATAGCTTCCT CATTGGCAAGGTTATCATAGAGC
Gas5 GAACCATTCTAAGCCAGATGAGTAAG AATCAGTGAGAGAGTTCAAGTTGGAG
Pik3ip1 GAAGCAAGGACAAACTTGCAG GCACTCTACCACTGAGCTAAATCC
Mbln2 CTCACAGAGATGGACACTTCCTG TGCTCTGGAATGCTGAAACC
Csnk1a1 CCATGTTCAGACTAGAGCAGTCTTTC TCCGTGTTACTGACTCCCTGTG
Tcf4 AATTGCAGTCCCAGCCAAAG GTCCAGAATGAAGACAGAGAGTGG
18S rRNA CCGCGGTTCTATTTTGTTGC TCGTCTTCGAACCTCCGACT

Table 1
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遺伝子名
プライマー配列（5'to3'）



遺伝子名 正式名称 遺伝子座

Chd2 Chromodomain helicase DNA-binding protein 2 1q31
Sorbs1 Sorbin-and-SH3-domain containing 1 isoform 3 1q53
Zfp74 Zinc finger protein 74 1q21
Ankh progressive ankylosis homolog 2q22
Camk2d Calcium/calmodulin-dependent protein kinase Ⅱ，delta 2q42-q43
Ccnl1 Cyclin L1 2q31
Baz2b bromodomain adjacent to zinc finger domain，2B 3q21
Gnas GNAS complex locus 3q42
Prkcbp1 Protein kinase C-binding protein 1 3q42
Rbm39-1 RNA-binding motif protein 39 (1) 3q42
Rbm39-2 RNA-binding motif protein 39 (2) 3q42
Zeb2 Zinc finger E-box-binding homeobox 2 3q12
Srpk2 Serine/arginine-rich protein specific kinase 2 4q11
Tra2α-1 Transformer-2 alpha (1) 4q24
Tra2α-2 Transformer-2 alpha (2) 4q24
Dctn2 Dynactin 2 7q22
Cadm1 cell adhesion molecule 1 8q23
LOC685917 hypothetical protein LOC685917 9q36
Crebbp CREB binding protein 10q12
Gas5 Growth arrest specific 5 13q22
Pik3ip1 Phosphoinositide-3-kinase-interacting protein 1 14q21
Mbln2 Muscleblind-like 2 20p12
Csnk1a1 Casein kinase 1，alpha 1 18q12.1
Tcf4 Transcription factor 4 18q12.1

Table 2  
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図 の 説 明  

 

F i g .  1  三 叉 神 経 節 の 第 1・ 2 枝 領 域 摘 出 方 法  

 ラ ッ ト の 三 叉 神 経 節 の 神 経 細 胞 局 在 の 模 式 図 を 示 す ． 直 線 （ 点

線 ） に 沿 っ て ， 末 梢 側 か ら 中 枢 側 に 向 け ， ピ ン セ ッ ト 等 で 鈍 的 に

第 1・ 2 枝 領 域 と 第 3 枝 領 域 に 分 離 し て 円 （ 点 線 ） に 示 す 第 1・ 2

枝 領 域 を 摘 出 し た ．   

 

Ta b l e  1  R T- P C R 及 び r e a l  t i m e  P C R に 用 い た プ ラ イ マ ー  

 

Ta b l e  2  対 象 遺 伝 子 の 正 式 名 称 と そ の 遺 伝 子 座   

 

F i g .  2  R T- P C R の 結 果 （ 発 現 の 実 証 ）  

対 象 2 4 種 の R T- P C R の 発 現 結 果 を 示 す ． 一 番 左 の 反 応 は マ ー

カ ー を 示 し て お り ，下 か ら 1 0 0， 2 0 0， 3 0 0 b p を 示 す ．ア ニ ー リ ン

グ 5 5℃ ，4 5 サ イ ク ル で R T- P C R を 行 っ た 配 列 は ，A n k h，C a m k 2 d，

G n a s， R b m 3 9 - 1， R b m 3 9 - 2， G a s 5， M b n l 2 で あ り ， そ れ 以 外 の

配 列 は 全 て ア ニ ー リ ン グ 6 2℃ ， 3 5 サ イ ク ル の 条 件 と し た ．  

C t r l - 1： ア ニ ー リ ン グ 5 5℃ ， 4 5 サ イ ク ル の 条 件 下 で Tr a 2 α 対 照

プ ラ イ マ ー を 使 用 ．  

C t r l - 2： ア ニ ー リ ン グ 6 2℃ ， 3 5 サ イ ク ル の 条 件 下 で Tr a 2 α 対 照

プ ラ イ マ ー を 使 用 ．  

 

F i g .  3   r e a l  t i m e  P C R の 結 果  

 1 0 種 の 遺 伝 子 の r e a l  t i m e  P C R の 結 果 を 示 す ．グ ラ フ 上 ，未 処

置 群 を 1 と し た 場 合 ，カ プ サ イ シ ン 群 の 発 現 上 昇 の 数 値 と の 大 き

な 格 差 に よ り 表 示 さ れ な い た め グ ラ フ 欄 外 に て 補 足 し て い る ．  

 斜 線 棒 グ ラ フ は 未 処 置 群 （ = 1 . 0 0） を 示 す ． 黒 棒 グ ラ フ は カ プ

サ イ シ ン 群 を 示 す ． 白 棒 グ ラ フ は 生 食 群 を 示 す ． ま た 、 横 軸 は 未

処 置 群 ，刺 激 1 時 間 後（ 1 h），刺 激 3 時 間 後（ 3 h）を 示 し て い る ．  
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 エ ラ ー バ ー は S E を 示 し ， 有 意 差 が 認 め ら れ た も の に 関 し て は

＊ に て 示 し ， ＊ = P < 0 . 0 5 と し た ．  
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