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要旨：Protease-activated receptor（PAR）は特定のプロテアーゼを内因性

リガンドとする 7 回膜貫通型 G タンパク共役型受容体である。本研究では，扁

平上皮癌（SCC）細胞の舌接種による舌癌モデルラットを作製し，同モデルラッ

トに発症する舌機械痛覚過敏に対する PAR2 の役割を検討した。SCC 細胞接種 2

日目から 7 日目，SCC 細胞を舌左側縁部に接種した群で舌への機械刺激に対する

逃避反射閾値（MHWT）の有意な低下を認めた。SCC 細胞接種後 7 日間，舌左側縁

部への PAR2 の選択的アンタゴニストである FSLLRY-NH2 の投与により，SCC 細胞

接種後 7 日目の MHWT 低下が有意に抑制された。SCC 細胞接種 7 日目，舌に投射

する三叉神経節ニューロンにおける PAR2，TRPV1，P2X3，TRPA1，Nav1.8 または

TRPV2 発現を解析した。舌に投射する PAR2 陽性三叉神経節ニューロン数は，PBS

群と比較して有意に増加し，その増加は SCC 細胞接種後 7 日間の舌左側縁部へ

の FSLLRY-NH2 投与により有意に抑制された。さらに，SCC 細胞接種 7 日目にお

いて舌に投射する PAR2 陽性で TRPV1，P2X3 または Nav1.8 陽性三叉神経節ニュー

ロン数は，PBS 群と比較して有意に増加し，その増加は SCC 細胞接種後 7 日間

FSLLRY-NH2 の舌左側縁部への連続投与により有意に抑制された。以上の結果か

ら，舌に投射する一次侵害受容ニューロンにおいて，舌癌発症部から持続的に

放出されるトリプシンをはじめとしたプロテアーゼが PAR2 シグナルを介して

TRPV1，P2X3や Nav1.8 を含む疼痛関連イオンチャネルの発現を増強することで，

舌癌による機械アロディニアが発症することが示唆された。 

キーワード：舌癌，三叉神経節，機械アロディニア，protease-activated 
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緒  言 

 我が国において，口腔癌は頭頸部癌の中で最も頻度が高いことが知られてい

る 1）。口腔癌の種類としては，舌に発症する扁平上皮癌（SCC）が大多数を占め，

舌癌の 5 年生存率は約 60％であることが報告されている 2-4）。舌癌は発音，口腔

感覚，咀嚼や嚥下などの口腔機能の破綻を招き，quality of life（QOL）の低下を

引き起こす 5）。また，舌癌発症初期における舌の感覚異常は少ない一方，舌癌

の進展に伴い難治性の舌異常疼痛が発症し，QOL の低下を引き起こす 6）。しか

しながら舌癌発症メカニズムは不明な点が多く，臨床の場において舌異常疼痛

の制御に難渋する場合が多い。 

 口腔癌浸潤に伴い，炎症や末梢神経傷害あるいは癌細胞からサイトカイン，

ケモカイン，神経ペプチド，オータコイドなど様々な分子が放出される 7,8）。ま

た，癌細胞もしくは間質細胞が各種プロテアーゼやグリコシダーゼを産生分泌

し，その結果として細胞外マトリックスを分解して正常細胞間を移動し，細胞

外マトリックスへ接着することを繰り返すことによって癌が浸潤すると考えら

れている 9）。特に，癌細胞から放出されるプロテアーゼの一つとして知られて

いるトリプシンは，癌組織において増加し，癌の浸潤に対して重要な役割を有

する可能性があると考えられている 10）。 

 Protease-activated receptor（PAR）は，特定のプロテアーゼを内因性リガンド

とする三量体 G タンパクと共役した 7 回膜貫通型受容体である 11）。現在，4 つ

の PAR ファミリーがクローニングされているが，なかでもトリプシン，トリプ
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ターゼ，Ⅶa 因子やⅩa 因子などによって活性化される PAR2 は生体内に広く分

布し，様々な機能の制御に関与している 12-14）。PAR2 アゴニストの足底部投与に

よって疼痛関連行動や痛覚過敏が惹起され，脊髄後角表層において Fos 発現が

誘導されることから，PAR2 シグナル増強は異常疼痛発症の重要な因子であるこ

とが強く示唆される 15,16）。例えば，PAR2 は transient receptor potential vanilloid 1

（TRPV1）陽性の一次ニューロン末梢端に発現し，PAR2 シグナル増強によって

TRPV1 感受性の増大を引き起こすことが痛覚過敏の原因になることが示されて

いる 17）。また，癌細胞から分泌されるサイトカインである TNF-α や IL-1β は，

PAR2 の発現を増加させることが知られている 18）。以上のことから，口腔癌浸

潤に伴い癌細胞から分泌されるトリプシンが，一次侵害受容ニューロンに発現

する PAR2 を活性化し，口腔癌による異常疼痛を発症させる可能性がある。 

そこで本研究では，SCC 細胞の舌接種による舌癌モデルラットを作製し，同

ラットに発症する舌機械痛覚過敏に対する PAR2 の役割を検討した。 
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材料および方法 

1. 実験動物 

実験には，Fischer 系雄性ラット（n = 51, 100-200 g, 日本エスエルシー）を使

用した。ラットは 12 時間明暗サイクル（午前 7 時点灯，午後 7 時消灯）で恒

温恒湿の環境下で，十分な飼料と水を与えて飼育した。本研究は, 日本大学動物

実験委員会の承認（承認番号: AP18DEN012-2）を受け , 国際疼痛学会の動物実

験ガイドラインに従って行われた。実験に際して，動物の苦痛を最少限にする

よう配慮し，動物数は必要最少限とした。 

 

2. 舌癌モデルの作製 

2%イソフルラン（Mylan）による吸入麻酔下にて，ラットを開口させ舌を引

き出した後に 26 G 針にて SCC 細胞（SCC-158，JCRB）の懸濁液（30 μl, 2×106 

SCC 細胞/0.1 M phosphate buffer saline（PBS））を舌左側縁部（舌先端から 5 mm 

後方）の位置に接種した（SCC 群）19,20）。対照として，同様の方法で溶媒（0.1 

M PBS）を舌左側縁部に接種した（PBS 群）。 

 

3. 舌の機械刺激に対する逃避反射閾値の測定 

2%イソフルラン吸入による浅麻酔下にて，舌左側縁部（舌先端から 5 mm 後

方）にデジタルフォーセップス（0 - 200 g [カットオフ値, 200 g] ; Bioseb）を用

いて機械刺激を加え，機械刺激に対する逃避反射閾値（MHWT）を測定した。
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MHWT 測定時は，ラットを側臥位に寝かせた状態で，左側後肢への侵害機械刺

激により弱い屈曲反射が起こるレベルに 2%イソフルランによる麻酔深度を維

持した。ラットの舌を口腔外に引き出し，機械刺激強度を徐々に増加させ（10 

g/s），頭部を引込める逃避反射が生じた時点でただちに機械刺激を止めた。SCC

細胞接種後 7 日間，0.1 M PBS を溶媒とした 6.0 µl の PAR2 アンタゴニスト（1.25 

mM, FSLLRY-NH2, R&D systems）を舌左側縁部（舌先端から 5 mm 後方）に皮

下投与（1 回/日）した。SCC 細胞接種前および SCC 細胞接種後 7 日目，2 回

MHWT を計測し，その平均値を各ラットの MHWT とした。  

 

4. 免疫組織化学染色 

SCC 細胞接種 3 日前，舌に投射する三叉神経節ニューロンを同定するために，

2%イソフルラン吸入による浅麻酔下にて， 4% FluoroGold（ FG）（ 4 µl; 

Fluorochrome）を 30 G 針にて舌左側縁部（舌先端から 5 mm 後方）粘膜下に注

射した。SCC 細胞接種後 7 日間，0.1 M PBS を溶媒とした 6.0 µl の PAR2 アンタ

ゴニスト（1.25 mM, FSLLRY-NH2, R&D systems）を舌左側縁部（舌先端から 5 

mm 後方）粘膜下に投与（1 回/日）した。SCC 細胞接種前および SCC 細胞接種

後 7 日目，塩酸メデトミジン（0.15 mg/kg, i.p.），ミダゾラム（2 mg/kg, i.p.）お

よび酒石酸ブトルファノール（2.5 mg/kg, i.p.）を 0.9％生理的食塩水に溶解した

三種混合麻酔薬を腹腔内投与して麻酔した後，0.9％生理的食塩水（500 ml）を

用いて経心的に脱血し安楽死させた。その後，0.1 M PBS に溶解した 4% パラホ
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ルムアルデヒド固定液（pH 7.4）にて灌流固定を行った。その後，三叉神経節を

摘出し，4%パラホルムアルデヒド固定液に 4°C で 48 時間浸漬し，後固定を行

った。後固定した三叉神経節を 20%蔗糖液に浸漬（12 時間）した後，三叉神経

節を Tissue Tek（Sakura Finetechnical）にて凍結包埋した。クライオスタット

（CM1850, Leica）を用いて三叉神経節の長軸と平行に厚さ 10 μm の切片を作製

し，MAS コートスライドガラス（MAS-coated Superfrost plus, Matsunami）に貼

り付け，室温にて乾燥した。HistoVT One（1:10; nacalai tesque）を用いて 70°C

で抗原を賦活化し，0.01 M PBS にて洗浄後，4%正常ヤギ血清を含む 0.3% Triton 

X-100（Sigma-Aldrich）で希釈したマウス抗 PAR2 モノクローナル抗体（1:50; Santa 

Cruz Biotechnology）およびウサギ抗 TRPV1 ポリクローナル抗体（1:400; Alomone 

Labs），ウサギ抗 P2X3 ポリクローナル抗体（1:1000; Genetex），ウサギ抗 TRP 

Ankyrin 1（TRPA1）ポリクローナル抗体（1:1000; Abcam）またはウサギ抗 Nav1.8

ポリクローナル抗体（1:500; Alomone Labs）に 24時間 4℃で浸漬した。0.01 M PBS

にて洗浄後，0.01 M PBS にて希釈された Alexa Fluor 488 抗マウス IgG（1:200; 

Thermo Fisher Scientific）および Alexa Fluor 568 抗ラビット IgG（1:200 Thermo 

Fisher Scientific）に 2 時間，室温で反応させた。0.01 M PBS にて洗浄後，mounting 

medium（Thermo Fisher Scientific）を用いて封入した。蛍光顕微鏡（BZ-9000, 

Keyence）を用いて，背景に比べ 2 倍以上の蛍光強度を示した場合を陽性反応と

定義し，FG に標識された細胞のうち PAR2 陽性かつ TRPV1，P2X3，TRPA1，

Nav1.8 または TRPV2 陽性の細胞を解析した。解析は，1 つの三叉神経節あたり
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5 つの切片（100 µm 毎）を使用して行った。FG 標識かつ PAR2-免疫陽性（IR）

で TRPV1-IR であったニューロンの割合（FPTR）（％）を以下の式で求めた。

FPTR = &'標識かつ ()*+,-*	かつ 	/*(01,-*
&'標識

	𝑋	100 

P2X3-IR，TRPA1-IR，Nav1.8-IR および TRPV2-IR も同様の式で求めた。 

 

5. 統計学的分析 

各データは平均値 ± 標準誤差で表した。有意差検定には繰り返しのある一元

もしくは二元配置の分散分析を行った後，post hoc テストとして Bonferroni’s 

multiple comparison tests を用いた。p < 0.05 を有意差ありとした。 
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結  果 

1. 舌 MHWT の変化 

SCC 細胞接種 2 日目から 7 日目において，PBS 群と比較して SCC 群で有意な

MHWT の低下を認めた（図 1A）。  SCC 細胞接種後 7 日間，舌左側縁部への

FSLLRY-NH2粘膜下投与を行ったラットでは， SCC 細胞接種後 7 日目の MHWT

低下が有意に抑制された（図 1B）。 

 

2. 舌に投射する三叉神経節ニューロンにおけるイオンチャネルの発現変化 

SCC 細胞接種 7 日目，FG に標識された三叉神経節ニューロンにおける PAR2，

TRPV1，P2X3，TRPA1，Nav1.8 または TRPV2 発現を確認した（図 2-7）。SCC

細胞接種 7 日目において FG に標識され PAR2 陽性であった三叉神経節ニューロ

ン数は，PBS 群と比較して有意に増加し，その増加は SCC 細胞接種後７日間の

舌左側縁部への FSLLRY-NH2粘膜下投与により有意に抑制された（図 2）。さら

に，SCC 細胞接種 7 日目において FG に標識され PAR2 陽性で TRPV1，P2X3 ま

たは Nav1.8 陽性であった三叉神経節ニューロン数は，PBS 群と比較して有意に

増加し，その増加は SCC 細胞接種後 7 日間 FSLLRY-NH2 の舌左側縁部への連続

粘膜下投与により有意に抑制された（図 3, 4, 6）。一方，FG に標識され PAR2 陽

性で TRPA1 陽性であった三叉神経節ニューロン数は，PBS 群と比較して有意に

増加したが，その増加は FSLLRY-NH2 の舌左側縁部への粘膜下投与により抑制

されなかった（図 5）。SCC 細胞接種によっては FG に標識され PAR2 陽性で
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TRPV2 の陽性三叉神経節ニューロン数には，変化が見られなかった（図 7）。 
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考  察 

舌癌発症後の舌への侵害刺激は舌神経の一次侵害受容ニューロンにより受容

されると考えられる。侵害刺激を受容する一次侵害受容ニューロンは Ad線維と

C 線維であり，その末端は自由神経終末の形態を有している。一次侵害受容ニ

ューロンの細胞膜上には，侵害刺激に反応して開口するさまざまなイオンチャ

ネルが存在していることが分かっており，痛み刺激が加わると開口して陽イオ

ンが神経軸索内に流入する 21）。これらのイオンチャネルの開口が受容器電位を

脱分極させ，Nav1.8 をはじめとした電位依存性ナトリウムチャネルが開口する

結果，活動電位が発生する 22）。この活動電位が侵害情報として三叉神経脊髄路

核尾側亜核および上部頸髄に伝達され，痛みが引き起こされる。 

PAR2 は，さまざまな組織に発現しているが，末梢神経系ではアウエルバッハ

神経叢や一次侵害受容ニューロンに発現が認められる 16,23,24）。 トリプシンをは

じめとしたプロテアーゼおよびその分解産物は，口腔癌，子宮癌，膵臓癌，胃

癌などの微小環境において豊富に存在し，発癌および癌性異常疼痛に重要な役

割を果たしていることが報告されている 25-27）。また，プロテアーゼは癌微小環

境における一次侵害受容ニューロン末梢端に発現する PAR2 を直接活性化する

だけでなく，そのペプチド分解産物によっても活性化される 28）。トリプシンは

癌細胞が主な供給源であるが，上皮細胞もまたトリプシンの供給源となり得る

29）。さらに，胃癌組織に囲まれた血管壁や口腔癌組織内の線維芽細胞にもトリ

プシンの発現が確認され，胃癌患者の血清中トリプシン量も増加していること
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が報告されている 30）。ヒト癌細胞より放出されるプロテアーゼの曝露は一次ニ

ューロンにおける PAR2 発現を増強する 31）。このような報告から，癌微小環境

における癌および非癌細胞からのトリプシンをはじめとしたプロテアーゼの持

続的放出は，癌患者における癌性機械アロディニアに関連した一次侵害受容ニ

ューロンの長期的興奮性増強に寄与する可能性がある。 

本研究では，舌への SCC 細胞接種による舌癌発症後，舌癌発症部に機械アロ

ディニアが生じるとともに，舌に投射する PAR2 陽性の三叉神経節ニューロン

数が有意に増加した。さらに，PAR2 拮抗薬の舌癌発症部投与は舌癌による機械

アロディニアを抑制した。 よって，舌癌組織の微小環境において増加するトリ

プシンをはじめとしたプロテアーゼおよびその分解産物が PAR2 シグナルを介

して一次侵害受容ニューロンの興奮性を増大することにより，舌癌発症部に機

械アロディニアが生じたと考えられる。 

TRP チャネルは 6 回膜貫通領域を有する非特異的陽イオンチャネルであり，

侵害熱刺激（43℃以上）および侵害機械刺激に対して開口する TRPV1 や侵害機

械刺激に対して開口する TRPA1 が知られており，侵害受容機構に深く関わって

いる 32）。侵害情報伝達に関与する小型から中型の一次ニューロンにおいて PAR2

は protein kinase C epsilon（PKCɛ）や protein kinase A（PKA）と共発現する 33）。

そして，PAR2 シグナルは PKCɛ と PKA の感覚神経節細胞膜へのトランスロケ

ーションを引き起こし，cyclic adenosine monophosphate/PKA カスケードを活性

化させる。PKCɛ と PKA の活性化は TRP チャネル の過敏化を引き起こし，異
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常疼痛を発症させることが知られている 34,35）。 

Adenosine triphosphate（ATP）は侵害化学刺激物質として知られ，ATP 受容体

としてイオンチャネル型の P2X と G タンパク共役型の P2Y が存在している。そ

のうち P2X3サブユニットが会合して中央にイオン透過チャネル孔が形成された

P2X3 受容体は一次侵害受容ニューロンにおいて，特異的に多く発現している 36）。

PAR2 シグナルは PKA や PKC の活性化を引き起こし，P2X3 受容体の細胞膜移

行を促進する 37）。その結果，P2X3 受容体の活性化に伴い一次侵害受容ニューロ

ンへの陽イオン流入が増大し，異常疼痛発症の原因となる 38）。 

Nav は，一次侵害受容ニューロンの興奮伝達を司っており，疼痛伝達に深く

関与している 39）。現在までに 9 種類のサブタイプが見つかっており，共通構造

として 6 回膜貫通ドメインが 4 回繰り返されるαサブユニットを有している。

そのサブタイプのひとつである Nav1.8 は，tetrodotoxin 抵抗性で一次ニューロン

に発現しており神経障害性疼痛との関連性を示唆する報告が多く，痛みのター

ゲット分子として注目されている 39）。PAR2 シグナルは prostaglandin E2（PGE2）

と calcitonin gene-related peptide の神経終末からの放出を増強し，Nav1.8 を介し

た Na+電流を増強する 40,41）。さらに，一次侵害受容ニューロンにおいて PGE2 シ

グナルを介して Nav1.8 発現が増強することも報告されている 42）。 

本研究では，SCC 細胞接種後，舌に投射する PAR2 陽性ニューロンでかつ

TRPV1，P2X3，TRPA1 または Nav1.8 の発現をみた三叉神経節ニューロン数が有

意に増加した。その増加は TRPV1，P2X3 および Nav1.8 について SCC 細胞接種
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後に FSLLRY-NH2 を舌左側縁部に粘膜下投与することにより抑制された。 

以上の結果から，舌に投射する一次侵害受容ニューロンにおいて，舌癌微小

環境における癌および非癌細胞から持続的に放出されるトリプシンをはじめと

したプロテアーゼが PAR2 シグナルを介して TRPV1，P2X3 や Nav1.8 といった疼

痛関連イオンチャネルの発現を増強することで，舌癌による機械アロディニア

が発症することが示唆された。今後，PAR2 が難治性癌性疼痛の治療ターゲット

になり得る可能性が高いことが考えられる。 
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結  論 

舌癌モデルラットを用いて，舌の機械刺激に対する感受性の変化をみた。ま

た，三叉神経節ニューロンにおける PAR2，TRPV1，P2X3，TRPA1，Nav1.8 と

TRPV2 の発現，および舌の機械刺激に対する感受性変化における PAR2 の役割

について検討を加えた。その結果以下の知見を得た。 

1. SCC 細胞接種後，舌癌発症部に機械アロディニアが生じるとともに，舌に投

射する PAR2 陽性三叉神経節ニューロン数が有意に増加した。さらに，PAR2

拮抗薬の舌癌発症部投与は舌癌による機械アロディニアを抑制した。 

2. SCC 細胞接種後，舌に投射する三叉神経節ニューロンで PAR2 陽性かつ

TRPV1，P2X3，TRPA1 または Nav1.8 の発現をみたニューロン数が有意に増

加した。その増加は TRPV1，P2X3，および Nav1.8 について SCC 細胞接種後

の FSLLRY-NH2 舌左側縁部への粘膜下投与により抑制された。 

以上の結果から，舌に投射する一次侵害受容ニューロンにおいて，PAR2 シグ

ナルを介して TRPV1，P2X3 や Nav1.8 を含む疼痛関連イオンチャネルの発現を

増強することにより，舌癌における機械アロディニアが発症することが示唆さ

れた。  
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