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研究成果の概要（和文）：神経障害性疼痛の特徴の一つは、触覚刺激が痛覚として知覚されることである。この
変調を来す可塑性機構を脊髄ニューロンの刺激-応答地図の中で形態学的、機能的変化として可視化を行った。
長時間にわたり、連続的に形態変化を追跡すると共に、それに伴うカルシウム動態変化を記録し、形態と機能の
連関の解析を試みた。自発呼吸下の個体のin vivo標本において2光子顕微鏡を用いて複数の脊髄後角ニューロン
の細胞内カルシウムイメージングを行った。皮膚への機械的な刺激に反応して細胞内カルシウム濃度増加するニ
ューロンの中にPGE2によってその反応が記録した。そのニューロンは脊髄後角表層に存在した。

研究成果の概要（英文）：One of the features of neuropathic pain is that tactile stimulation is 
perceived as pain sensation. We attempted to visualize the plasticity mechanism that causes this 
modulation as a morphological and functional change in the spinal cord neuronal network. We 
continuously tracked morphological changes of neuronal structures and recorded calcium ion dynamics 
in neuronal somata associated with them. Intracellular calcium imaging of multiple spinal dorsal 
horn neurons was performed in two-photon microscopy on in vivo preparations of 
spontaneous-respiratory individuals. The response was recorded by PGE2 in neurons that increase 
intracellular calcium ion concentration in response to mechanical stimulation to the skin. The 
neuron was present on the dorsal horn surface of the spinal cord.

研究分野：神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
神経障害性疼痛は神経を含む組織損傷後、損
傷の治癒後にも長期にわたり持続する激痛
とされ、多くの症例では一旦確立されてしま
った疼痛は様々な治療に対し抵抗性である。
この疼痛は非常に多くの生体因子が関与し、
DNA マイクロアレイ等を用いた網羅的な研
究が試みられているが、発生機序まで深く掘
り下げることができていない。我々の研究グ
ループは、第５腰髄脊髄神経(L5)の単独切断
による神経障害性疼痛モデル(L5-SNT モデ
ル)をマウスで確立し、末梢性神経障害性疼痛
は末梢神経からの異常入力が脊髄後角のグ
ルタミン酸遊離→NMDA 受容体の活性化→
神経型NO合成酵素(nNOS)の活性化→神経障
害性疼痛発症・維持という機能的かつ可逆的
変化で生じるという研究成果を得た。我々は
PGE合成酵素のKOマウスでは神経障害性疼
痛が消失すること、プロスタグランジン
(PG)E2が EP1〜EP4の 4つの受容体サブタイ
プがそれぞれ異なる作用機序で神経障害性
疼痛発症・維持に関与する中枢感作を引き起
こすことを脊髄後角組織レベルで明らかに
した。①シナプス終末に存在する EP1活性化
によりグルタミン酸放出を増大させシナプ
ス後ニューロンのNR2Bのリン酸化を促進す
る。②ミクログリアの EP2を活性化して NO
とともにその遊走を抑制する。③EP3を介し
てアクチン動態に作用し細胞骨格の再構築
に関与する。④EP4を介してノシセプチンを
遊離しシナプス前主末からのグルタミン酸
放出を増大させ NMDA受容体−NO系を活性
化する。EP2はまたシナプス後ニューロンで
グリシン受容体を阻害し痛みの感作に寄与
することを Harveyらが報告している。 
 
２．研究の目的 
我々が新規確立した in vivo脊髄標本を用いた
バイオイメージング法により体性感覚情報
伝達神経回路網の構造とその活動を経時的
に同時に可視化することが可能となった。神
経障害性疼痛の発生機序に大きな役割を担
うと考えられる脊髄後角内の神経可塑性を
伴う感覚情報伝達系の機能異常に焦点を絞
り、興奮性と抑制性介在ニューロンを選択的
にイメージングして刺激−応答地図を作成し、
同定したニューロンで PGE2の作用機序を受
容体サブタイプレベルで詳細に解析する。疼
痛モデルにおいて疼痛維持の可塑性形成に
関与するニューロンの形態学的変化と機能
的変化に PGE2がどのように関わるかを解明
することを目的とした。これらは、神経障害
性疼痛に対して選択的 PGE2受容体サブタイ
プ拮抗薬の臨床応用につながる糸口につな
がると予想した。 
 
３．研究の方法 
標的ニューロン特異的に蛍光タンパク質を
発現するマウスの作製  
 ニューロン特異的なプロモーター遺伝子

を用いて細胞特異的に発現する蛍光タンパ
ク遺伝子を脊髄に in utero 遺伝子導入法によ
り導入し、脊髄腰膨大部後角ニューロン特異
的に Ca2+イメージングを行った。YCnano50
よりもS/N比の高いGCaMP5を発現するマウ
スも用いた。 
 
急性スライス標本を用いたニューロンへの
PGE2の効果の解析 
 Fura2 などの Ca2+プローブ試薬の複数のニ
ューロンへの選択的な負荷は困難だったの
で、ニューロン特異的に発現する遺伝的プロ
ーブによって PGE2受容体サブタイプの脊髄
後角ニューロンにおける役割を検討した。 
 
in vivo標本における動物脊髄のニューロンの
EP 受容体の役割 in vivo 標本に多光子励起
顕微鏡を用い脊髄後角ニューロンのCa2+イメ
ージングを行い脊髄後角ニューロンの EP 受
容体の役割の解析を試みた。グルタミン酸投
与による反応に対する PGE2の修飾作用、皮
膚への機械刺激に応答するニューロンに対
する PGE2の修飾作用を記録した。 
 
４．研究成果 
標的ニューロン特異的に蛍光タンパク質を
発現するマウスの作製 
 ニューロン特異的なプロモーター遺伝子
を用いて細胞特異的に発現する蛍光タンパ
ク遺伝子を脊髄に in utero 遺伝子導入法によ
り導入し、脊髄腰膨大部後角ニューロン特異
的に蛍光タンパク発現に成功した。 in vivo
標本作製に際して呼吸・心拍振動ノイズをイ
メージングに耐えられる程度に抑えるため
に、動物麻酔法、椎弓削除法、脊椎固定法の
条件検討を行い（図 1）、皮膚つまみ刺激でカ
ルシウム濃度増大が惹起されるニューロン

図 1. in vivo 標本 自発呼吸している麻酔下のマウ
スの脊髄腰膨大部を露出し後根神経束を除けて脊髄
後角を露出し顕微鏡で経時的に観察 
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