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研究成果の概要（和文）：本研究は慢性の神経障害性疼痛モデルにおける青斑核のグルタミン酸とGABAのバラン
スの変化に注目し、青斑核活動の変化と内因性鎮痛の発現との関連性を調査したものである。神経障害性疼痛モ
デルのSNLモデルの作成６週後には痛みにより誘発される内因性の鎮痛機構が消失する。この状態で青斑核内で
は痛みを受けてもグルタミン酸とGABAの変化はなく、内因性鎮痛が発動しないことが確認できた。また、脳由来
神経栄養因子受容体のアゴニストである7,8-dihydroxyflavoneを５日間連日投与により青斑核の反応性が回復し
た。青斑核内で痛み刺激や薬剤に応じてGABAが減少することで相対的に興奮することが確認された。

研究成果の概要（英文）：This study focused on the balance of excitatory/inhibitory neurotransmitter 
in the locus coeruleus in order to examine the functional change of locus coeruleus following 
peripheral nerve injury (SNL model). The balance was assessed by measuring the concentration of 
glutamate and GABA with in vivo microdialysis. At 6 weeks following nerve injury, the animals did 
not show pain induced analgesia that reflects a part of endogenous analgesia. In the locus coeruleus
 of the animals, glutamate did not increase even after painful stimulation. Five days repeated 
treatment with 7,8-dihydroxyflavone (BDNF receptor agonist) could reverse the dysfuction of locus 
coeruleus by decreasing GABA release after painful stimulation. The restoration resulted in 
enhancement of analgesic effect of pregabalin. Co-administration of 7,8-dihydroxyflavone with 
pregabalin could be a novel strategy to treat chronic neuropathic pain.

研究分野： 麻酔科学
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１．研究開始当初の背景 

外傷や手術による切断などによる末梢神経

損傷は痛みに似る不快な感覚をもたらす。こ

れらは神経障害性疼痛として治療対象とな

るが治療は難しい。神経障害性疼痛の発症と

維持には青斑核を起始核とするノルアドレ

ナリン(NA)作動性神経系が関与している。

NA 作動性神経は中枢神経系に広く投射し、

機能調節を行っている。脊髄後角では内因性

鎮痛機構（下行性抑制系）として疼痛シグナ

ルの入力を調整している。また、前頭前野で

は認知機能に寄与する。我々の先行研究では

神経障害による慢性痛状態では認知機能が

低下し、NA による調整が破綻している可能

性が示されている(Suto, Pain 2014)。また、

内 因 性 鎮 痛 機 構 (noxious stimulation 

induced analgesia: NSIA)が神経障害疼痛モ

デルの慢性期では減弱していることを報告

した（Suto, Anesthesiology 2015）。青斑核

の機能減弱は痛みの遷延化における重要な

役割を果たしている可能性があり、機能低下

のメカニズムの解明と機能回復法の開発が

望まれる。 

 

２．研究の目的 

①慢性の神経障害性疼痛モデルにおける青

斑核の興奮と抑制のバランスは正常動物と

どのように異なるのか？ 

正常動物では痛み刺激に応じて青斑核内で

のグルタミン酸の放出が興奮を起こし、投射

先でノルアドレナリンの放出を起こす。これ

が内因性鎮痛の発現に関与すると考えられ

ている。慢性の神経障害性疼痛モデルでグル

タミン酸の上昇が起こらないことが報告さ

れている。しかし、抑制性の神経伝達物質で

ある GABA の挙動については未解明である。 

 

②内因性鎮痛の改善と青斑核機能の関連の

調査 

これまでの研究で、脳由来神経栄養因子

(BDNF)は認知機能を改善させる効果が報告

されている。また、鎮痛薬として使用される

抗うつ薬は BDNF を増加させるものが報告

されている。BDNF 受容体の低分子アゴニス

トである7,8-dihydroxyflavoneが減弱した内

因性鎮痛に対しどのような効果を持つか検

討する。また、青斑核機の興奮と抑制の調節

へ影響を調査する。 

 

③内因性鎮痛と神経障害による痛みの関連

性についての調査 

痛みにより誘発される鎮痛(NSIA)を含む内

因性鎮痛の回復が神経障害による痛みに対

して鎮痛的に働くのかについて調査する。

7,8-dihydroxyflavone が内因性鎮痛を改善さ

せる場合、それが von Frey filament test の

逃避閾値（誘発痛）に対してどのような影響

を与えるのか調査する。 

 

３．研究の方法 

慢性の神経障害性疼痛モデルとして spinal 

nerve ligation model (SNL)を用いた。

Sprague-Dawley 雄性ラットの右第 5、第 6腰

神経を結紮切離した後、６週間飼育したもの

を用いた(SNL6 週群)。このラットに

7,8-dihydroxyflavone (5mg/kg/day)を５日

間連続投与し、以下の実験に用いた。対照動

物には溶媒のみを投与した。 

 

①青斑核周囲のグルタミン酸・GABA 測定 

麻酔下にラットの左青斑核直上にカニュー

ラを挿入し、数日の休息期間後、実験に用い

た。麻酔下にマイクロダイアリシスプローブ

を挿入し、プローブ中を毎分 1μlでリンゲ

ル液を潅流させ、30 分間隔でサンプルを回収

した。HPLC により分離、電気化学検出器（ECD）

によるグルタミン酸・GABA の定量を行った。

また、カプサイシン皮下投与後の変化を記録

した。 

 



②脊髄の NA 測定 

麻酔下に脊髄腰膨大部を露出、脊髄硬膜を切

開し、マイクロダイアリシスプローブを刺入

した。プローブ中を毎分 1μlでリンゲル液

を潅流させ、30 分間隔でサンプルを回収した。

HPLC により分離、電気化学検出器（ECD）に

よる NA の定量を行った。また、カプサイシ

ン皮下投与後の変化を記録した。 

 

③侵害刺激誘発性鎮痛(Noxious stimulation 

induced analgesia: NSIA) 

ラットの前足にカプサイシン 150µgを皮下注

射 に よ る 侵 害 刺 激 を 与 え 、 後 足 で

paw-pressure test による逃避閾値を測定す

る。カプサイシン投与前と 30 分後の逃避閾

値の差を下行性抑制系による効果として評

価した。 

 

④免疫染色 

 ペントバルビタールによる深麻酔後、経心

臓的に paraformaldehyde で潅流し組織の固

定を行った。脊髄および青斑核付近組織を取

り出し、マイクロトームで切片を作成した。

脊髄では NAの合成酵素である DβHに対して

蛍光 2重染色法で免疫染色を行った。青斑核

を含む組織は、神経興奮のマーカーの一つで

あるリン酸化 CREB の染色を行い、カプサイ

シン投与前後の興奮性の変化を正常動物と

SNL6 週群、7,8-dihydroxyflavone 処置群で

比較した。染色した組織は蛍光顕微鏡で観察

し、画像解析ソフトを用いて脊髄後角および

脳における染色性を群間で比較した。 

 

④神経障害性疼痛に対する作用 

 SNL6 週群において 7,8-dihydroxyflavone

処置が神経障害性疼痛に与える影響を von 

Frey filament testおよび paw pressure test

により検討した。また、青斑核の興奮が鎮痛

機序のひとつとして考えられているプレガ

バリンの効果に与える影響を同手法により

検討した。 

 

４．研究成果 

①内因性鎮痛減弱時の青斑核周囲のグルタ

ミン酸/GABA の挙動 

今回の実験結果からは正常動物とSNL術後６

週のグルタミン酸/GABA の基礎放出量に差は

検出できなかった。また、カプサイシンを投

与すると正常動物ではグルタミン酸の上昇

が確認されたが、SNL６週後では見られなか

った。GABA に関してはいずれの群も有意な変

化がなかった。7,8-dihyfroxyflavone 処置後

の SNL６週群では基礎放出量には差が見られ

なかったが、カプサイシンを投与したあとで

GABA の減少が見られ、青斑核が相対的に興奮

する可能性が示唆された。 

 

②脊髄における NA の変化 

正常動物ではカプサイシンにより NA の上昇

が見られたが、SNL6 週群では上昇が見られな

かった。7,8-dihydrpxyflavone 処置した SNL

６週群ではカプサイシン刺激による NA の増

加が見られた。青斑核の興奮性の改善ととも

に投射先での NA の放出も確認できた。 

 

③NSIA 

正常動物ではカプサイシン投与により逃避

閾値の上昇が見られ、NSIA の発動が確認でき

た。一方、SNL６週群ではこの反応は見られ

なかった。7,8-dihydrpxyflavone 処置した

SNL６週群ではNSIAが再度見られるようにな

った。この群における NSIA は NA 受容体の拮

抗薬で消失し、青斑核および脊髄でのマイク

ロダイアリシスの結果を反映しているもの

と考えられる。 

 

④免疫染色 

正常動物ではカプサイシン投与により青斑

核のノルアドレナリン作動性神経にリン酸

化 CREB の発現が増加した。一方 SNL6 週群で



はカプサイシン投与前からリン酸化 CREB 陽

性のノルアドレナリン作動性神経が多く、カ

プサイシン投与後にも変化は見られなかっ

た。7,8-dihydroxyflavone 処置によりカプサ

イシン投与後のリン酸化 CREB 陽性のノルア

ドレナリン作動性神経は僅かに増加した。 

脊髄後角では正常動物に比較して SNL6 週群

では DβH 陽性の軸索密度が増加していた。

7,8-dihydroxyflavone 処置した SNL6 週群で

は更に増加が見られた。 

 

⑤内因性鎮痛の疼痛行動への影響 

減 弱 し た 下 行 性 抑 制 系 機 能 が

7,8-dihydroxyflavone の連日投与により回

復したが、神経障害による逃避閾値の低下に

は影響を与えなかった。しかし、術後早期の

SNL と比較して減弱していたプレガバリンの

鎮痛作用が増強された。自発痛など、この動

物実験では測定できなかった痛みは未解明

であり、今後の研究により解明していく。 
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