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研究成果の概要（和文）：慢性痛の本態は中枢神経系の可塑的変化にあることが臨床・基礎的な様々な知見から
示唆されており、扁桃体は様々な疼痛モデル動物でシナプス伝達の増強が報告されている。本研究ではノルアド
レナリンによる神経活動修飾作用が疼痛下での扁桃体の可塑的変化の一因となるという仮説を立てた。ノルアド
レナリン神経特異的Cre発現ラットを作製し、ウイルスベクターによる光遺伝学ツールを適用することにより、
扁桃体で光誘発内因性ノルアドレナリン放出を誘導しそれによる応答を電気生理学的に記録した。また、扁桃体
ノルアドレナリン神経終末を特異的に神経毒で脱落させ、扁桃体ノルアドレナリンが疼痛関連行動の表出に関与
する事実を見出した。

研究成果の概要（英文）：Accumulated lines of evidence indicates pain chronification is characterized
 by plastic changes of central nervous system. The synaptic potentiation in the amygdala in various 
types of pain models are reported. This study was undertaken to examine a hypothesis that 
noradrenergic modulation of the amygdala is one of the key mechanisms of pain chronification. For 
this purpose, we produced DBH-tTA-2A-cre BAC Tg rats and we injected AAV vectors for the 
channelrhodopsin into noradrenagic receptors. In the brain slices, we could observe light-evoked 
release of noradrenalin, which evoked electrophysiological responses. The involvement of endogenous 
noradrenalin in the central was also confirmed by evaluating the pain-associated behavior after 
inactivating noradrenergic neurons with DBH-saporin. Altogether, we demonstrated that endogenous 
adrenaline play essential role during the establishment of chronic pain.

研究分野：神経科学

キーワード： 情動　疼痛　シナプス可塑性　扁桃体　パッチクランプ記録　モノアミン

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）痛みの本質的な臨床医学的問題は、そ
の強い「苦痛」が、日常生活を著しく妨害し、
人格や理性までをも破綻させることにある。
特に慢性痛では、一次的組織損傷や炎症の回
復期を過ぎても痛みが持続し、その痛みは生
物的意義に乏しい。慢性痛成立の背景には、
脳内の痛み関連諸領域から構成される「痛み
のマトリクス」においてシナプス伝達が可塑
的に変化し、固定化することにより、侵害受
容-情動連関を亢進させる可能性がヒトおよ
び動物モデルでの研究から示されつつある。
この可塑的変化の固定化の解除は慢性痛治
療の重要な戦略となる可能性がある。 
 
（２）侵害受容-情動連関亢進の責任部位と
して、扁桃体中心核外包部（CeC）が同定さ
れている。CeC には、脊髄－腕傍核(LPB)－扁
桃体(CeC)路を介して侵害受容情報の大部分
が直接入力する。この経路の最終段 LPB-CeC
シナプスでのシナプス伝達は、様々な疼痛モ
デル動物で増強する。一方、扁桃体は下行性
疼痛制御系の最上流核として脳幹の神経核
を介し脊髄レベルで疼痛閾値を制御すると
考えられている。 
 
（３）ノルアドレナリンは、下行性疼痛制御
系の主要な神経伝達物質である。末梢組織損
傷時、ノルアドレナリンは主に青斑核ニュー
ロンから脊髄に放出され、α１およびα２受
容体を介し、一次感覚神経から二次ニューロ
ンへのシナプス伝達を下行性に抑制する。脳
幹ノルアドレナリン神経は、脳内にも多くの
部位に投射しており、海馬や扁桃体などでは
シナプス可塑性を修飾する。我々は扁桃体に
おいて LPB-CeC シナプス伝達や、CeC ニュー
ロンの投射先である扁桃体中心核内側部
（CeM）の自発的抑制性シナプス伝達が外因
性ノルアドレナリンによって修飾されるこ
とを見出している。その一方で、このように
ノルアドレナリンによってシナプス伝達修
飾を受けうる扁桃体中心核ニューロンは、脳
幹ノルアドレナリン神経核に投射している。 
 
２．研究の目的 
（１）以上の背景により、扁桃体と脳幹ノル
アドレナリン神経核は痛み関連神経回路ル
ープを作っている可能性がある。そこで、研
究代表者らは、この扁桃体-ノルアドレナリン
神経核ループが痛みの慢性化形成に寄与す
るという仮説を立てた。その検証のために、
扁桃体シナプスでのノルアドレナリンシナ
プス伝達修飾メカニズム、および、疼痛存在
下におけるその変化を解明し、さらに疼痛存
在下における扁桃体での内因性ノルアドレ
ナリンの役割を明らかにすることを目的と
した。この目的を果たすために、光遺伝学、
疼痛モデル作製、脳スライス標本でのシナプ
ス伝達解析を組み合わせてアプローチした。 
 

３．研究の方法 
（１）ノルアドレナリン合成酵素 DBHプロモ
ーター下に Creリコンビナーゼが発現してい
る、ドパミンβハイドロキシラーゼ(DBH) 
DBH-tTA-2A-cre BAC Tg ラット（C.B.S.N リ
ソース・技術支援により作出され非営利的譲
渡を受けた）の脳幹ノルアドレナリン神経核
(青斑核、孤束核等)に、Cre 依存的チャネル
ロドプシン（ChR2）発現用アデノ随伴ウイル
スベクターを微量注入する。数週間後、ウイ
ルスベクター注入部位であるノルアドレナ
リン神経核、または、扁桃体を含む急性脳ス
ライスを作製し、ホールセルパッチクランプ
法によりニューロンから記録を行う。青色
LEDで、ChR2 発現ノルアドレナリン神経細胞
の細胞体、または、扁桃体の ChR2 発現軸索
終末を刺激し、その応答を記録する。 
 
（２）扁桃体中心核での内因性ノルアドレナ
リンの疼痛関連行動への影響を解析するた
め、扁桃体中心核に抗 DBHサポリンを微量注
入する。数週間後、扁桃体中心核のノルアド
レナリン神経終末が脱落する。この動物を用
い、疼痛関連行動を評価し、扁桃体での内因
性ノルアドレナリンの疼痛行動における役
割を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（ １ ） 本 研 究 計 画 の 根 幹 と な る
DBH-tTA-2A-cre BAC Tg ラットの作製と評
価：包括型脳科学研究推進支援ネットワーク
リソース・技術支援により作製された
DBH-tTA-2A-cre BAC Tg ラット 9 系統中 3 系
統 に つ い て Cre 依 存 的 蛍 光 タ ン パ ク
（tdTomato）発現レポーターラットとの交配
および抗 DBH抗体での免疫染色を行い Creリ
コンビナーゼ発現の評価を行った。ノルアド
レナリン作動性神経において選択的な
tdTomato 発現を確認した。A6 である青斑核
では青斑核ニューロンの密な細胞集団で（図
１）、A1/2 である孤束核ではやや腹側にまば
らに（図２）tdTomatoが発現していた。ラッ
トの系統により導入された cre遺伝子のコピ
ー数が異なり、それに応じて DBH免疫染色陽
性細胞中の tdTomato 発現細胞の割合が異な
ったが、発現細胞の分布には系統間での著し
い違いは認められなかった。これらの結果か
ら、この動物が光遺伝学や化学遺伝学などに
応用できる可能性を確認した。また、本研究
計画では痛みの慢性化における内因性ノル
アドレナリンの影響の評価を目的としてこ
の動物を作製したが、他のノルアドレナリン
が関与するさまざまな生理機能における内
因性ノルアドレナリンの意義を解明する研
究に用いることができるため、京都大学ナシ
ョナルバイオリソースプロジェクト「ラッ
ト」に W-Tg(Dbh-tTA/cre)***Fusa（***部分；
2_7, 5_4, 5_9 の 3 系統、それぞれ NBRP 
No.0856，0878，0879）を寄託し、公開する
こととした。本研究計画の重要な社会的成果



である。導入遺伝子のコピー数が最も多い
W-Tg(Dbh-tTA/cre)2_7Fusa 系統を維持し研
究に用いることとした。 

図１：青斑核における Cre 依存的 tdTomato
発現（左上：Cre依存的 tdTomato、右上：抗
DBH抗体での免疫染色、左下：微分干渉画像、
右下：以上３つの重ね合わせ画像） 

図２：孤束核における Cre 依存的 tdTomato
発現（上段４パネル…左上：Cre 依存的
tdTomato、右上：抗 DBH 抗体での免疫染色、
左下：微分干渉画像、右下：以上３つの重ね
合わせ画像、下段３パネル…左から tdTomato、
DBH 免疫染色、微分干渉画像、tdTomato、抗
DBH 免疫染色の重ね合わせ（上段右下の白い
枠で囲まれた領域）） 
 
（２）DBH-tTA-2A-cre BAC Tg ラットへのウ
イルスベクターによる遺伝子発現系を用い
たノルアドレナリン神経の形態評価と光操
作：上記のレポーターラットとの交配による
Cre発現の確認実験により、青斑核、および、
孤束核において、明瞭な tdTomato 発現が確
認された。この動物のノルアドレナリン神経
核に Cre依存的チャネルロドプシン発現用ウ

イルスベクターを導入し、特異的ノルアドレ
ナリン神経核から扁桃体への投射を光遺伝
学的に操作することに取り組んだ。まず、孤
束 核 へ ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー
AAV5.EF1a.DIO.EYFPを微量局所注入し、孤束
核ノルアドレナリン神経から扁桃体への投
射の形態を観察した。扁桃体中心核内の腹側
に主に投射が認められ、終末の形態はブトン
様の構造が多い傾向にあり、腕傍核から扁桃
体中心核に投射するグルタミン酸作動性ニ
ューロンの軸索終末とは異なる形態を示し
ていた。次にチャネルロドプシン発現ベクタ
ーAAV5.EF1a.DIO.hChR2(H134R)-EYFP を孤束
核に導入し、導入部位での発現とチャネルロ
ドプシン機能の確認を目的とした急性脳ス
ライス標本でのノルアドレナリンニューロ
ンからのパッチクランプ記録を行った。ウイ
ルスベクター投与部位の EYFP 陽性細胞から
の記録において、光刺激に応じ光誘発脱分極
が認められた。この動物において、扁桃体を
含む急性脳スライス標本を作製し光刺激を
行い内因性ノルアドレナリン放出を誘発し
た。h 電流への影響を解析したところ、わず
かではあるが光刺激による振幅変化が確認
された。以上の実験により、扁桃体ニューロ
ンへの「内因性」ノルアドレナリンの役割を
解明するのに必要な実験系を確立すること
ができた。 
 
（３）ノルアドレナリン神経がどのような痛
み行動に影響するのかを解析するために、扁
桃体中心核に抗 DBH サポリンを微量注入し
DBH 発現神経終末の選択的脱落を誘導し疼痛
関連行動解析を行った。扁桃体中心核ノルア
ドレナリン神経終末の脱落によって炎症性
疼痛モデル動物における温度嗜好性が変容
する事実が明らかになった。扁桃体において
内因性ノルアドレナリンが疼痛関連行動調
節に関わることが示された。 
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