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Summary

　This　study　investigated　functions　of　the　K＋channel　family　K　member3（KCNK3）and

Calmodulin　kinase　Hβ（CaMK　Hβ）in　rat　trigeminal　ganglion　neurons　under　orofacial　in一

且ammation．

　We　investigated　gene　expression　following　orofacia1　inflammation　in　the　rat　trigeminal

ganglion　using　complementary　DNA　microarray．　Up－regulation　of　two　molecule　genes，

KCNK3　and　CaMK　HβmRNAs　were　demonstra七ed．　Therefbre，　we　investigated　the七wo

molecules　showing　changes　in　gene　expression，　pattem　and　quantity　over　a　1－week　tilne

course　after　injection　of　Complete　Freund’s　A〔加vant（CFA）七〇七he　rat　upper　lip．　Trigeminal

ganglion　neurons，3days　after　CFA　injection，　expressed　the　two　molecule　mRNAs　and

strong　staining　was　identified　ipsilateral　to　the　i珂゜ection　site　by　in　situ　hybridization　histo－

chemistry．　Quantity　of　KCNK3　mRNA　par七icipated　in　the　changes　during　orofacial　inflam．

mation．　These　data　suggest　that　profbund　mechanisms　are　involved　in　the　symptom．

　　　　　　　　　　緒　　　言

「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，特に慢性疾痛の病態

を解明することは急務とされている．それは，慢

性疾痛に対する適切な治療薬や治療法が確立され

（2007年10月30日受付　2007年12月19日受理）
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ておらず，多くの慢性痛に苦しむ患者が存在する

為である．これらの患者は，当該部位の機能障害

のみならず痛みの原因が不明であることや長期的

症状を呈することなどから不安が増強し，精神的

な破綻をきたす場合もある．多数の医療機関を

転々としたり，痛みが激烈になると行動抑制が起

きたり，さらに増悪すると馨状態や自殺まで惹起

してしまう場合もある1・2）．

　これまでに，顎顔面領域における慢性疾痛メカ

ニズムの解明を目指して起炎症物質Complete

Freulld’s　Adjuvant（CFA）により発症した慢性

炎症モデル動物を用いた研究が行なわれてい

る3）．本実験モデル動物に関して，熱刺激装置に

て疾痛逃避行動を調べた結果，CFA注入後，1

日から5日まで熱刺激による刺激開始から逃避す

るまでの時間（潜時）の短縮を認め，本モデル動

物が，痛覚過敏やアロディニァを発症しているこ

とをこれまでに明らかにし，他の研究グループと

同様の知見を得ている3）、この結果を基に，CFA

注入3日後の動物から摘出した三叉神経節を用い

て三叉神経系における遺伝子動態変化をマイクロ

アレイにて網羅的に解析してきた4）．このマイク

ロアレイチップの解析によると，約420以上の遺

伝子について遺伝子発現動態変化を認めた．特

に，カルモジュリンキナーゼII　B（以下CaMKH

β）とK＋チャンネルのひとつ（以下KCNK3）

の発現量は，CFAの注入によって著明に増加し

ていた．

　リン酸化酵素であるCaMKHは，セロトニン

生合成の律速酵素のトリプトファンヒドロキシ

ラーゼがリン酸化の際にCa2＋／カルモジュリン複

合体で活性化されたことより発見された5）．ま

た，このCaMKllはマルチファンクション・プ

ロテイン・キナーゼの一種とされ，異なる発現型

のα，β，γ，δ，で存在する約12のサブユニット

からなる複合体である6・’）．α，βは神経細胞のみ

に発現しており特に脳・脊髄で観察される．

CaMKHαおよびβは，脳の海馬などの部位で記

憶や学習，特にLong－term　potentation（LTP：

長期増強）に関与すること，シナプス後膜に存在

しイオンチャネル，神経伝達物質などをリン酸化

することにより蛋白機能の調整を行うことでシナ

プス伝達に関与する事等，多くの報告がある7－11）．

また，CaMK　ll　Ctは炎症との関連性も報告されて

おり，カプサイシンを足底に投与した炎症ラット

の脊髄後角でその蛋白量が増加することや中枢神

経レベル（脊髄レベル）での過敏化に関与してい

ることが明らかにされている11）．その一方で，

CaMKII　pは，炎症と関連する機能について未だ

不明な点が多いが，CaMKHαと同様に脳や脊髄

で観察されること7）より，神経細胞の活動に関与

している可能性は考えられる．

　KCNK3についての報告は少なく，以前は

TASK　1とも呼ばれていたが，現在はKCNK3で

統一されている．Two－pore－domain　K＋チャネ

ルスーパーファミリ・一一・・の1つとされ12－14）細胞外の

pH，酸素分圧，揮発性の麻酔薬などの影響を受

ける15）．このことはKCNK3が炎症による患部の

p且の低下に対して大きく感受性が変化する可能

性があることを意味している16－19）．

　本研究ではCFAによる慢性炎症モデル動物の

マイクロアレイによる網羅的解析結果を基に

CaMKllβおよびKCNK3に着目し，この二つの

分子と炎症時の疾痛メカニズムの関連性を解析す

ることを目的に個々の細胞レベルにおける発現パ

ターンを形態学的手法で追跡調査し，また経時的

変化についても定量性に優れたリアルタイム

PCRを行い解析した．

実験動物及び方法

1．in　situハイブリダイゼーション

1）実験動物

　6週齢のSprague　Dawley系（SD）雄性ラッ

ト（200～250g）を用いた．動物に三叉神経第2

枝領域である左側上口唇にCFA（Sigma，　Mis－

souri，　USA）と生理食塩水を1：1で混合した

ものを50μ1注入し，炎症モデル動物を作製し

た3・2°－22）．また，コントロール動物として生理食

塩水を左側上ロ唇に50μ1注入したモデルも作製

した．これらの動物はCFAを注入したものを

CFA群，生理食塩水を注入したものを生食群と

した．尚，本実験は松本歯科大学実験動物委員会

の承諾（048－06）を得て行った．

2）組織の摘出

　CFA注入3日後，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，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
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し三叉神経節を剖出し，各枝を切断し摘出しin

situハイブリダイゼーションに供した．

　摘出した組織，CFA注入後3日目のラット6

匹の三叉神経節は粉末状ドライアイスにて凍結

し，クライオスタットにて新鮮凍結切片（8

pm）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．また，生理食塩水注

入モデル6匹も同様の処置を行った．

3）ハイブリダイゼーション反応と可視化反応

　切片は，4％ホルムアルデヒド燐酸緩衝液（4％

Formaldehyde　in　O．1M　Phosphate　buffer，4％

FA　in　O．1MPB）にて固定を行い，燐酸緩衝液

（0．1MPB）にて洗浄後，プロテアーゼK処理

（5mg／ml　proteinase　K，50mM　Tris－HCI（pH

7．5），5mM　EDTA），アセチル化処理（0．1M

Triethanolamine，24mM　Acetic　anhydride），エ

タノール系列による脱水，乾燥と前処理をした．

次にhybridization　buffer（20mM　Tris－HCI（pH

7．5），0．3MNaC1，5mM　EDTA，10％Dextran

sulfate，1xDenhart　solution，0．2％sarcosyl，

0．25mg／ml　yeast　tRNA，0．4mg／ml　salmon　tes一

七is　DNA，20mM　DTT）によるプ1／ハイブリダイ

ゼーションをおこなった（55℃，1時間）．さら

にジゴキシゲニン（Digoxigenin；DIG）標識し

たRNAプローブを作製し，このRNAプローブ
を含む（0．25－1ng／μ1）hybridization　bufferによ

り，ハイブリダイゼーション反応をおこなった

（55℃，16－20時間）．RNAプローブは，　cDNAを

pGEM－T－Easy　Vector（Promega，West　Indi－

ana，　USA）に組み込んだものをRNAポリメ

ラーゼSP　6（Promega）またはRNAポリメラー

ゼT7（Promega）にてDIG　RNA　labeling　Mix

（Roche，　Base1，　Switzerland）存在下で転写し

て作製した．RNAプローブには，　BLAST検索

（National　Center　for　Biotechnology　Informa－

tion；NCBI，　Washington，　USA）により他の分

子との相同性の低い領域を選び出し，以下の領域

を用いた．CaMK　Hβ（NM＿021739；GenBank，

USA），936－1303　bp；KCNK3（NM＿033376；

GenBank），926－1352　bp．

　次に5xSSC（0．75M　NaCl，75mM　Sodium
citrate；65℃，30分），　High　stringency　buf｛br

（50％Fo㎜amide，75mM　NaC1，7、5mM　So一
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dium　citrate；65℃，30分），　Wash　buffer（10

mM　Tris－HCI（pH　7．5），1mM　EDTA，0．5M

NaCl；37℃，10分，3回）と洗浄し，　RNase処理

（20μglml　RNase　in　Wash　buffer；37℃，30分）

の後，再度洗浄した（High　stringency　buffer；

65℃，30分）．

　さらに，アルカリフォスファターゼ標識された

抗DIG抗体（Roche）にて免疫組織反応をおこ

ない（4℃，12時間），洗浄（100mM　Tris－HCI

（pH　7．5），150mM　NaC1，0．2％Tween　20；室

温，15分，4回）した後に，発色反応をおこなっ

た　（0．45mg／ml　ni七ro－blue七etrazolium　chlo－

ride，0．175mg／ml　5－Bromo－4－Chloro－3’－In－

dolylphosphatase，100mM　Tris－HCI（pH　9．5），

0．1MNaCl，50mM　MgCl2）．適度に発色したと

ころでカバーガラスをかけて封入し，光学顕微鏡

（OLYMPUS　BX－51，東京，日本）で観察した．

2．リアルタイムPCR

1）実験動物

　1．の実験と同様にモデル動物を作製した．

2）組織の摘出

　三叉神経節を1，3，5，および7日の各タイ

ムコースの条件下で摘出し，すぐに左右別に1，

2枝領域を単離した．なお，各タイムポイントで

は4～6匹を使用した．

3）リアルタイムPCR

　これら組織のtotal　RNAは，　TRIZOL（Invi七ro－

gen社，　Califbrnia，　USA）を用いて指定の方法

により抽出・精製した．次にM－MLV逆転写酵

素（Invitrogen社）を用いて指定の方法により

cDNAを合成した．プライマーとプローブは

BLAST検索（NCBI）により他の分子との相同

性の低い領域を選び出し，そこからprimer　3

（Whitehead　lnstitute　for　Biomedical　Research，

Massachusetts，　USA）にて設計したものを合成

依頼した（日本バイオサービス，埼玉，日本）．

検出領域はそれぞれ，CaMKII　p（NM＿021739；

GenBank），増幅1009－1161　bp，プローブ1115－

1141bp；KCNK3（NM＿033376；GenBank），増

幅1043－1168bp，プローブ1094－1115　bpを用い

た．

　リァルタイムPCRは，　Ex　Taq　R－PCR　Kit

Version　2．1（TaKaRa，滋賀，日本）を用いて，
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熱変性（95℃，2分），増幅（95℃で15秒，その

後60℃で30秒，80サイクル）の反応条件で行い，

リアルタイムPCR解析システム（DNA　Engine

Opticon㎜System　Bio－Rad，　California，　USA）

にて測定及び解析をおこなった．尚，インターナ

ルコントロールとしてcDNAマイクuアレイに

て発現変動の見られなかったβアクチンを用い

た．

3．統計処理

統計データの解析は，Dr．　sPss　ll　for　windows

（エス・ピー・エス・エス，東京，日本）を用い

た．クラスカル・ウォリスの検定にて多重比較を

行い，p＜0．05を有意とした．

結 果

1．in　situハイブリダイゼーション（Fig．1，2）

　CFA注入3日後と生理食塩水注入3日後の三

叉神経節を用いて，in　situハイブリダイゼーショ

ンを行った．その結果，三叉神経節において神経

細胞のほぼ全てにCaMK　ll　p及びKCNK　3の発

色反応がみられた．しかし，CaMK　ll　p及び

KCNK　3共に生食群（ipsi）とCFA群（ipsi）を

比較するとCFA群（ipsi）が濃く染色する傾向

lpsi

Contra

Saline

CaMK皿β
　　CFA

二学’ 一：㌍

－at
　　’　コY．

・幽｝ご工
藩

CFA（sense　probe）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　scale　bar：50μm

Fig．1：注入後3日目の三叉神経節におけるCaMKU　P　rnRNA局在．

　　　上段が注入側（Ipsi），下段が非注入側（Contra）を示す．左側が生食注入，中央がCFA

　　　注入（右側がsense　probe）の組織像を示す．

KCNK3

lpsi

Contra

Saline CFA CFA（sense　probe）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　scale　bar：50μm

Fig．2：注入後3日目の三叉神経節におけるKCNK　3　mR［NA局在．

　　　上段が注入側（Ipsi），下段が非注入側（Contra）を示す．左側が生食注入，中央がCFA

　　　注入（右側がsense　probe）の組織像を示す．
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が明らかになった．また，その傾向は対側（非注

入側：con七ra）も同様であり，左右差は認められ

なかった．なお，センスプローブを用い反応する

と，CaMKII　B及びKCNK　3共に全く染色されな

かった．

2．リアルタイムPCR（Fig．3，4）

　CFA群の注入側（ipsi）における三叉神経節

の1，2枝支配領域から抽出したRNAについ

て，そこに含まれるmRNAの量をリアルタイム

PCRによって測定した．その結果CaMKIIβに

ついては，1日，3日，5日，7日を通じて有意

な変動は見られず，非注入側（contra）との差も

認められなかった．KCNK　3についても有意差

2

1．5

量1

0．5一

　O

　　　Naive　1357　　　　　　　　　　Days

Fig．3二Real－time　PCRにおけるCaMKUβのmRNA量の
　　測定結果．灰色の棒グラフが，注入側（Ipsi），白色

　　の棒グラフが非注入側（Contra）を示す．値は，無
　　処置（naive）に対する相対比として示した．

2

土5

ε1
星

0．5

CaMK兀β 購lpsi

口Contra

TI

一

　O

　　　Naive　1357　　　　　　　　　　Days

Fig．4：Real－time　PCRにおけるKCNK　3のmRNA量の測
　　定結果．灰色のグラフが，注入側（Ipsi），白色のグ

　　　ラフが非注入側（Contra）を示す．値は，無処置（na－

　　ive）に対する相対比として示した．
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は検出されないものの，注入側においては，3

日，5日，7日で上昇傾向が見られた．β一アク

チンについても測定を行い，これについても明ら

かな発現量の変動は見られないことを確認した

（データは提示せず）．

考 察

　今回のin　situハイブリダイゼーションの結果

について3日後での反応は，生食群に比べ，CFA

群の全細胞で濃い発色反応を示した．これは，マ

イクロアレイで得た結果である3日後の注入側で

CaMKIIβ3．34倍．　KCNK　3　4．15倍を示した

データと同じ傾向であった．三叉神経節はサイ

ズ，性質等の異なる神経細胞の集合体であるが，

CaMKIIβ，　KCNK　3の発現は，全神経細胞に認

められ，特定の性質の神経細胞のみに発現してい

る分子ではないことが考察される．また，CFA

群の強い発色反応は非注入側においてもほぼ同程

度に観察され，局所のCFAによる炎症が全身性

の反応を惹起し，神経細胞に影響を与えている可

能性が示唆される．また，注入側，非注入側に差

を認めなかった別の理由として，CFA投与によ

る刺激が中枢神経系に伝達された結果，上位中枢

から下行性の反応が両側の三叉神経中枢枝を刺激

あるいは抑制し，それが原因となり注入側，非注

入側に差が認められなくなった可能性も考えられ

る．

　他の報告において中枢神経系での中枢性過敏の

メカニズムにおけるCaMKHの役割が確認され
ている11）ことや，KCNK　3は，　pH依存性16’19）と

いう特殊なチャネル構造から炎症におけるpH低

下などが影響していると思われ，痛みや炎症との

関連性は高いと考えられる．

　今回，CaMK　IIβ及びKCNK　3は両者共に炎症

による疾痛伝達との関連はin　situハイブリダイ

ゼーションの結果から疑われたものの，リアルタ

イムPCR法による解析では有意差はみられな

かった．

　この原因として，各実験（in　situハイブリダ

イゼーション，リアルタイムPCR，　cDNAマイ

クロアレイ）それぞれに使ったプローブ等の検出

領域の差が挙げられる．検出領域の差は，領域が

異なっている，もしくは領域が重複していても完

全に一致するものではないため，選択的スプライ
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シングの存在などの影響により結果そのものや，

検出効率が変化する可能性がある、また，炎症に

対する応答としてのこれら分子の発現変動が，そ

もそも不安定であるという可能性も考えられる．

現段階では，リアルタイムPCRにおいて経時的

変化が検出できなかった理由は不明であり，これ

らの可能性については，さらに詳細な解析が必要

である．

結 論

　CaMK　llβ，　KCNK　3ともcDNAマイクロアレ

イやin　situハイブリダイゼーションの結果で

は，炎症による疾痛逃避行動試験において潜時減

少のピークを示した3日目のデータと一致した経

過時間に発現量の上昇が確認された．このことよ

り，炎症時の何らかの役割を担っていることが示

唆された、しかし，リアルタイムPCRの結果に

おいて経時的発現動態変化を明らかに出来なかっ

た．この結果より選択的スプライシング等の可能

性について，さらに詳細な解析と確認が必要であ

ろう．また，これらの分子の発現の変動が直接，

疹痛に関連するものであるかどうかについても別

途解析，確認を進める必要があるといえる、
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