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要 約

炎症性疼痛の鎮痛薬であるアスピリンの研究から、この薬の標的がプロスタグランジ

ン（PGs）合成酵素であるシクロオキシゲナーゼ（COX）阻害であることがわかってき

た。その後 COX は細胞構築性の COX-１と炎症誘導性の COX-２とに分離された。薬

理学的研究により PGs は痛覚情報を修飾し、痛覚過敏やアロディニア（異痛症）を起

こすことが示された。我々は脊髄後角における痛覚修飾における COX-２の役割を明ら

かにするため、片側足跡に急性炎症を起こしたニワトリの脊髄後角を用いて COX-２陽

性細胞と痛覚伝達１次ニューロン、後角固有ニューロンとの関係を形態学的に調べた。

結果は後角の COX-２陽性細胞数と痛覚情報伝達物質である P 物質（SP）の増加を観

察し、COX-２陽性細胞は γ アミノ酪酸（GABA）やエンケファリン（ENK）との共存

が観察された。これらのことから、SP を持つ１次ニューロンが後角表層の GABA 或い

は ENK を持つ COX-２陽性細胞に影響を及ぼし PGs の産生を促して炎症時の痛覚情報

を修飾していることが示唆された。
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緒 言

紀元前から、痛み止め或は炎症を抑えるために柳の葉や樹皮が用いられてきた。１９世

紀になってこの薬効成分がサリチル酸であることが明らかになり、その後１８９７年バイエ

ル社（ドイツ）のフェリックス・ホフマンによって副作用の少ないアセチルサリチル酸

（商標アスピリン）が開発された。この薬の鎮痛、消炎作用の機序は永らく不明のまま

であったが、およそ７０年後の１９７１年プロスタグランジン合成阻害薬（Vane, 1971 ;

Ferreira, 1972 ; Ferreira et al., 1973）であることが証明された。この後プロスタグラン

ジン（PGs）研究は飛躍的に進み、プロスタグランジン合成酵素であるシクロオキシゲ

ナーゼ（COX）については１９９１年に炎症誘発性の COX-２（Xie et al., 1991 ; Kujubu et

al., 1991）が見つかり COX-１と分離された。COX-１はほとんどの細胞に存在する構築

性タンパクであることがわかった。更に２００２年に COX-１のスプライスバリアントで脳

に多くある COX-３（Chandrasekharan et al., 2002）が分離同定された（表：森田育

男、２００１）。

PGs は細胞膜を構成する脂質の一つであるアラキドン酸から合成される。この合成過

程をアラキドン酸カスケードといい COX はアラキドン酸から PGG２への反応を促す、

次に PGG２は PGH２となり、ここから PGI２、PGF２α、PGD２、PGE２、トロンボキサン A２へ

と各々の酵素によって合成されていく（図１）。PGs の合成の開始は①神経細胞の場

合、情報伝達を受けた細胞膜下で Ca２＋イオンが増加することによってフォスフォリパー

ゼ A２が活性化され細胞膜からアラキドン酸が切り出される。この反応は容易におこ

る。②構築性タンパクの COX-１は常時存在し、アラキドン酸量の増加に対して早い応

答をして PGs の合成を行う。一方、炎症誘発性の COX-２は、末梢炎症で誘導されたイ

ンターロイキン１β（IL１β）が血行を介して細胞に到達し、細胞内の COX-２mRNA 合

成を活発化し COX-２を増やすことによって PGs の合成を促進する。従って、炎症に

伴った PGs 合成が促進されるためには①細胞膜下の Ca２＋イオンの増加と②IL１β の刺激

が必要となる。COX はこの反応系（アラキドン酸カスケード）の中の律速酵素である

表

COX-１ COX-２ COX-３

mRNAのサイズ
タンパク質の性質
構成アミノ酸数
発現細胞

選択的阻害剤

３kb
構築性タンパク質
５７６個
ほとんどすべての細胞

通常のNSAIDs
(aspirin, indomethacin)

４～４．５kb
誘導性タンパク質
６０３～６０４個
刺激後の炎症関連細胞
など炎症反応に関与す
る細胞
Meloxicam, celecoxib
など

１．９kb，２．７kb（犬）

４１４個（犬）
中枢神経に多い

acetaminophen

（プロスタグランジン研究の新展開、２００１改変／Chandrasekharan et al.,2002）
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（図１）。

アスピリンのような COX 阻害剤を含めステロイド以外の抗炎症剤を非ステロイド系

抗炎症剤（non-steroidal anti-inflammatory drugs ; NSAIDs）という。これらは抗炎症

効果（解熱・鎮痛・浮腫の抑制など）を示すが、末梢の組織だけでなく中枢神経でも作

用することが明らかになった。特に脊髄では、PG 或は PG 作動薬を脊髄の髄腔内に投

与すると痛覚過敏やアロディニアが起こること、ここに NSAIDs を投与すると鎮痛効

果が得られること、更に実験的に炎症性疼痛を起こすと脳脊髄液中の PG が増えてくる

ことなどが明らかになった。このことから PG が脊髄で痛覚の調節にかかわり、COX-

２阻害剤が脊髄レベルでも鎮痛作用を表すことが示された。脊髄レベルで炎症誘発性の

COX-２増加によって合成されるのは PGE２である。PGE２のレセプターは EP１、EP２、

EP３、EP４の４つのサブタイプがあり、EP１、EP３は脊髄神経節で多く発現してお

図１ アラキドン酸カスケード
（プロスタグランジン研究の新展開、２００１改変）
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り、EP２、EP４は脊髄後角に発現している。EP２、EP３は痛覚過敏に EP１はアロディ

ニアに関与することが薬理学的に示された（伊藤誠二、２００４）。

我々は Samad et al.（２００１）の論文から末梢炎症誘発の後に脊髄後角表層の細胞に

COX-２が発現してくることに注目し、これら COX-２陽性細胞が既知の後角細胞のど

の細胞に発現してくるのか、また、痛覚情報を伝達する１次ニューロン終末との関係に

ついて形態学的に明らかにすることを試みた。脊髄後角における痛覚制御と細胞構築に

ついては著者らが健康科学大学紀要（２００９）で報告している。

材料と方法

以下の動物実験はすべて山梨大学医学部解剖学講座で行われており、山梨大学が定め

る「山梨大学動物実験指針」（２００２）に従っている。

実験動物はニワトリ（交配種）雌約１，０００g（成熟動物）を用いた。末梢炎症を形成

するためニワトリの左足蹠に complete Freund’s adjuvant（CFA ; Sigma）０．２ml 注入

し、経時的（６―２４時間）に深麻酔下（ペントバルビタールナトリウム（７０-８０mg/kg）

筋注）で、心臓から ４％ paraformaldehyde （ PFA ） 単独または４％ PFA ＋０．１％

glutaraldehyde（GA）in phosphate buffered saline（PBS）（pH７．４）で灌流固定を行っ

た。灌流固定の詳細は以前に記載している（Atsumi and Ohsato，１９８４）。固定後直ちに

腰膨大を取り出しマイクロスライサー（Dosaka, Kyoto）で５０µm 切片を作り、この切

片を用いて次の１次抗体で１晩インキューベートし、酵素抗体法（ABC 法：ABC kit,

Vector Lab.）並びに間接蛍光抗体法を行った（Sakamoto and Atsumi, 1989）。酵素抗体

法を行った切片の観察は光学顕微鏡（OLYMPUS BX 50）で、蛍光抗体法を行った切片

はコンフォーカルレーザー顕微鏡（TCS 4 D, Leica, Germany）で観察した。

１次抗体は抗 COX-２抗体（rabbit polyclonal, Santa Cruz）、痛覚伝達物質 P 物質（SP）

を持つ１次ニューロンのマーカーとして抗 SP 抗体（rat monoclonal, Biogenesis）、神経

細胞体と樹状突起のマーカーとして抗 microtuble-associated protein 2（MAP２）抗体

（mouse monoclonal, Chemicon）、痛覚伝達１次ニューロンのマーカーとして抗 CGRP 抗

体（guinea pig polyclonal, Peninsula）、脊髄後角内介在ニューロンにある抑制性伝達物

質である γ アミノ酪酸（GABA）とエンケファリン（ENK）のマーカーとして抗 GABA

抗体（mouse monoclonal, Sigma）、抗 L-ENK 抗体（mouse monoclonal, Chemicon）を

用いた。これら１次抗体は異なる動物種の抗体を組み合わせて用いることによって細胞

や神経線維を夫々に染色した。更にこれらは異なる励起波長を持つ蛍光色素で標識し、

コンフォーカルレーザー顕微鏡で観察した。

１次抗体の組み合わせは以下の通りである。①抗 COX-２抗体（１：５００）と抗 SP 抗

体（１：１００）、②抗 COX-２抗体（１：５００）と抗 MAP２抗体（１：５００）、③抗 COX-２抗

体（１：５００）と抗 SP 抗体（１：１００）と抗 CGRP（１：２０００）、④抗 COX-２抗体（１：５００）

と抗 GABA 抗体（１：１００）、⑤抗 COX-２抗体（１：５００）と抗 L-ENK 抗体（１：２００）。

蛍光抗体は次の組み合わせで用いた。抗 COX-２抗体は、２重標識の組み合わせの関
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係で biotinylated anti-rabbit IgG（ABC kit, Vector Lab）で１時間インキュベートし

FluoroLink Cy2- or Cy3-labelled streptavidin（Amersham）で標識した試料と Cy2-

conjugated goat anti-rabbit IgG（Jackson Immunoresearch）で標識した試料がある。

抗 SP 抗体は Texas red-conjugated anti-rat IgG（Vector Lab）、抗 MAP２抗体を Cy2-

conjugated anti-mouse IgG（Chemicon）、抗 CGRP 抗体は Cy5-conjugated goat anti-

guinea pig IgG（Jackson Immunoresearch）、抗 GABA 抗体と抗 L-ENK 抗体は Cy2-

conjugated goat anti-mouse IgG（Jackson Imunoresearch）で標識した。

１次抗体を除いて行なったコントロール実験並びに対照血清、蛍光抗体のみで処理し

た実験では、すべて非特異的な標識は観察されなかった。

COX-２と GABA、ENK との関係を調べるため正常な動物において、蛍光２重標識

を行った切片２７枚（ニワトリ４羽）について後角１・２層の GABA 陽性、ENK 陽性細

胞で同時に COX-２を発現する細胞数を計数した。

結 果

非炎症状態と急性末梢炎症状態下における COX-２陽性細胞

ニワトリ脊髄腰膨大における COX-２陽性反応は炎症を誘発していない場合でも、灰

白質全体の神経細胞とグリア細胞に観察された（図２ contra）。図３は抗 COX-２抗体

と抗 MAP２抗体による２重染色であるが、矢印は COX-２・MAP２が共存する神経細

胞を示し、矢尻は MAP２単独陽性のグリア細胞を示している。神経細胞のすべてが

COX-２陽性というわけではなかった。痛覚情報の伝達や修飾に関与する細胞がある脊

髄後角１層と２層における COX-２陽性細胞について、炎症を末梢に誘発した側（炎症

側）と炎症を誘発していない側（コントロール側）とで細胞数の比較を行った。後角１

層では痛覚に関与する COX-２陽性細胞数が少なかったため炎症側とコントロール側で

の比較はできなかった。後角２層の COX-２陽性細胞は、炎症側では１２時間後にコント

ロール側と比較して１．６倍となり、２４時間後では１．４倍であった（図２）。炎症側におけ

図２：COX-２陽性細胞（ABC法） 図３：COX-２/MAP２陽性
細胞（蛍光２重標識）左足蹠に CFA 注入２４時間後。ipsi は炎症側（腰髄後角１・２層左

側）を、contra は対照側（腰髄後角１・２層右側）である。後角
１・２層全体に COX-２陽性細胞が認められる。炎症側の２層で
COX-２陽性細胞数の増加がみられる。bar：１００µm

CFA 注入後３時間の対照側。
矢 印 は COX-２/MAP ２陽 性
細胞、矢尻はグリア細胞を示
している。bar：５０µm。
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lamina 2

る細胞数のピークは CFA 注入後１２時間であった。この結果はラットで行われた Samad

et al.（２００１）の結果と類似するが反応時間のピークはニワトリの方が遅い傾向にあっ

た。

後角１・２層における COX-２陽性細胞と SP 線維

痛覚伝達１次ニューロンの神経伝達物質はグルタミン酸（早い伝達）と SP（遅い伝

達）があるが、この実験ではグルタミン酸はアミノ酸１個であるため抗体が作りにくい

こと、また痛覚伝達以外の１次ニューロンにも存在することから特異性の高い抗 SP 抗

体を用いている。しかしながら、後角１層の投射ニューロンに SP を持つものがあるた

め、後根神経節からの SP を持つ１次ニューロンの線維と区別するため抗 CGRP 抗体で

確認をした。CGRP と SP を持つ線維が痛覚伝達の

１次ニューロンである（図４矢尻）。図４矢印は

CGRP を持たず SP のみを持つ線維である。

炎症誘発時のニワトリ腰髄後角ではコントロール

側と比較して炎症側の SP 線維が明瞭に増幅してい

るのが観察された。しかし、これは線維数が増加し

ているわけではなくバリコシティといわれる膨らみ

に SP が増加し活性化した状態を示すと考えられ

た。

SP・CGRP 共存線維は COX-２陽性細胞に近接し

ており、これらの線維が COX-２陽性細胞に直接シ

ナプスを形成していたことは Yamada et al.（２００６）

が報告している。

図４：COX-２陽性細胞、SP/CGRP
陽性線維、SP陽性線維（蛍光
３重標識）

CFA 注入後１２時間の炎症側。矢尻は
SP、CGRP の共存終末を、矢印は SP 単
独終末を示している。bar：５０µm。

図５：COX-２/GABA陽性細胞（左図）、COX-２/ENK陽性細胞（右図）（蛍光２重標識）

小枠はそれぞれの陽性細胞を１層、２層の別に拡大して矢印で示している。
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後角１・２層における COX-２陽性細胞と GABA 並びに ENK 陽性細胞

ニワトリ腰膨大後角１・２層共に COX-２陽性細胞は GABA 並びに ENK を持つ神経

細胞があった（図５）。COX-２陽性細胞のうち GABA を持つ細胞は２８．９％（４０３/１４２０

細胞数）、逆に、GABA 陽性細胞で COX-２を持つ細胞は６２．５％（４０３/６４４細胞数）で

あった（ニワトリ４羽、腰膨大切片数２７枚）。COX-２陽性細胞のうち ENK を持つ細胞

は５．７％（１０２/１８０４細胞数）、これら ENK 陽性細胞はすべて COX-２を持っていた。

まとめと考察

我々はニワトリ腰髄後角１、２層の細胞について、免疫組織化学的手法を用いて COX

-２陽性細胞を確認した。更に片側後肢足蹠に CFA を注入して炎症を誘発し、COX-２

陽性細胞数を経時的に測定し、１２時間後に最も COX-２陽性細胞数が多くなることを確

認した。痛覚情報を伝達する SP を持つ線維（痛覚伝達１次ニューロンの終末）と、COX

-２陽性細胞は近接していた。COX-２陽性細胞の中には GABA 並びに ENK を持つ神経

細胞があった。

非炎症状態脊髄後角１・２層における COX-２陽性細胞ついて

COX-２陽性細胞は大型のものから小型のものまで、様々な大きさで腰髄全体に分布

していた。神経細胞マーカーとして MAP２を用いて蛍光２重標識を行ったところ、比

較的大きい COX-２陽性細胞はほとんどが神経細胞であり、小型のものはグリア細胞で

あった。後角表層の COX-２陽性細胞の免疫組織化学的研究はラット（Willingale et al.,

1997 ; Beiche et al., 1998 a ; Samad et al., 2001）とマウス（Maihofner et al., 2000）で既

に報告がある。非炎症状態（コントロール）においてニワトリはほぼラットと同様の結

果を得た。非炎症状態下でのマウスは、ラットと比較して後角表層の COX-２陽性細胞

数はかなり少ないようである。ラットでの非炎症状態において、COX-２の特異的阻害

剤を用いると脊髄における PGE２が減少することが確認されている（Goppelt-Struebe

and Beiche, 1998）。最近では、構築型 COX-１や非炎症状態で細胞内に存在する COX-

２は、ごく初期段階の炎症で誘導される PGs の合成に関与し、引き続き誘導されて増

加してくる COX-２が PGs の合成を行うことがわかっている（Verdeh et al., 2009）。更

に、神経細胞に存在する COX-２－／－マウスの研究から誘導型 COX-２は mechanical

hyperalgesia（機械的刺激に依る痛覚過敏）に関与することが示唆されている（Verdeh

et al., 2009）。

急性炎症状態下の後角１・２層における COX-２陽性細胞数の変化

我々は片側足蹠に CFA 注入後３―２４時間後の腰髄１、２層における COX-２陽性細胞

数の変化を観察した。その結果１２、２４時間後の CFA 注入後の後角２層において、コン

トロール側と比較して小型 COX-２陽性細胞数の有意な増加を確認した。ラットの研究

によると COX-２ mRNA は炎症側、コントロール側とも増加し始めるが炎症側で増加

急性炎症下における脊髄後角表層のシクロオキシゲナーゼ２（COX-２）陽性細胞について

121



率が高く、６時間で両側とも最大となり（炎症側１６倍、コントロール側９倍）、その後

減少傾向になり２４時間後には炎症側（９倍）とコントロール側（約８倍）とでほとんど

同じレベルになる（Samad et al., 2001）。別の研究者達は２２日後まで経過を追い COX-２

mRMA レベルが炎症側で若干高いもののコントロール側も高いレベルで推移すること

を示した（Beiche et al., 1998 b）。発現数が１２時間で最も多かったのは誘導型 COX-２タ

ンパクが mRNA から遅れて発現したためと考えられる。これらのことからニワトリに

おいてもラットと同様の経過をたどることが推測された。

炎症状態下における COX-２陽性細胞と SP 陽性線維の関係

SP は後根神経節（DRG）ニューロン並びに後角１層投射ニューロンに存在し、痛覚

伝達或いは調節に関与する神経伝達物質である（Otsuka and Yanagisawa, 1987 ; Cao et

al., 1998 ; De Felipe et al., 1998）。更に SP 並びに SP レセプター（NK 1 receptor）が炎

症誘発とともに脊髄後角表層で増加してくることも知られている（Mapp et al., 1993 ;

Abbadie et al., 1996 ; Honoré et al., 1999）。我々も CFA 注入後腰髄１・２層で、炎症側

の SP の免疫染色性がコントロール側と比較して明らかに増加しているのを観察した。

この SP 終末の由来が DRG ニューロンであるか後角ニューロンであるかを確認するた

めに CGRP（DRG ニューロンマーカー ; Gibson et al., 1984 ; Merighi et al., 1992）との

２重標識を行なった。この SP と CGRP の蛍光２重標識の結果から、免疫染色性が増加

している SP 終末のほとんどが DRG ニューロン由来であることが確認された。

SP 線維終末の入力部位は投射ニューロンである後角１層の特異的侵害受容ニューロ

ン、４―６層の広作動域ニューロン、そして後角固有の２層の介在ニューロンである。

急性炎症誘発後、後角１層並びに２層外側部の SP・CGRP 終末の染色性の増加が観察

されたが、この部位は上述の投射ニューロンと SP・CGRP 終末がシナプスを形成する

部位である。また後角２層の小型の COX-２陽性細胞数が増加し、SP・CGRP 終末と接

しているのが観察された。これらをまとめると、末梢の炎症部位で産生された IL-１ β

が血行性に神経細胞に作用し COX-２ mRNA が発現し COX-２が作られる。一方で

SP・CGRP 線維から SP 放出が起こると NK1 receptor が活性化され細胞内カルシウム

の上昇が起こり、細胞膜からアラキドン酸が遊離する。このアラキドン酸に COX-２が

酵素として働き PGE２が産生されると考えられる。最近の論文ではアラキドン酸遊離の

ための細胞内カルシウムの上昇にはグルタミン酸（SP 線維に共存する神経伝達物質：

痛覚伝達の主役的アミノ酸）の NMDA receptor の関与が示唆されている（伊藤誠二、

２００４）。

後角１・２層における COX-２陽性細胞と GABA 並びに ENK 陽性細胞

ニワトリ腰膨大後角１・２層共に COX-２陽性細胞は GABA 並びに ENK を持つ神

経細胞があった。これらの神経細胞は、IL-1 β receptor と、NK 1 receptor 或は NMDA

receptor またはその両方を持つ細胞の可能性がある。これらの細胞は PGs の合成と放
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出、GABA 或は ENK の放出を同時に行って痛覚修飾に関与していることが示唆される

が、この細胞内における相互作用の有無については明らかになっていない。因に PGs

は基本的に痛覚亢進（痛覚過敏やアロディニア）に働き、GABA、ENK は抑制性の神

経伝達物質で脱痛覚に働くことがわかっている。
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Abstract

Aspirin has been shown to block cyclooxygenase (COX), thus preventing the

synthesis of prostaglandins (PGs). Pharmacological studies have proved that PGs

modulate pain transmission and cause hyperalgesia and allodynia. More recently, an

inflammatory inducible COX isozyme (COX-2) was found using cloning techniques. In

this study, we elucidated the relationship among COX-2 expressing cells, nociceptive

primary afferents (substance P containing primary afferent terminals) and spinal

intrinsic neurons in the chicken spinal dorsal horn using morphological methods. We

discovered increases in the number of COX-2 expressing cells and substance P

containing terminals on the same side of the spinal dorsal horn as the hind paw on

which acute inflammation was induced beforehand. We also found that some of the COX

-2 expressing cells were neurons that co-localized γaminobutyricacid (GABA) and/or

enkephalin. These results indicate that nociceptive primary afferent terminals can

modulate noxious information processing through affecting COX-2 expressing cells in

the chicken dorsal horn.
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