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研究成果の概要（和文）：慢性痛で生じる扁桃体における可塑的変化に対する内因性ノルアドレナリンの意義を
解明することを目的とし、DBH-tTA-2A-Cre BAC Tg rat孤束核ニューロンにCre依存的にチャネルロドプシンを発
現させ、光刺激により内因性ノルアドレナリンの放出を誘導し、腕傍核-扁桃体中心核シナプス伝達、および、
扁桃体ニューロン興奮性への影響を評価した。腕傍核－扁桃体中心核間興奮性シナプス後電流振幅の微増または
微弱化、細胞外ノルアドレナリン再取り込み阻害薬duloxetine存在下での作用増強、および、過分極活性化非時
間依存的不活性化型カチオンチャネル電流の振幅の微小変化を見出した。。

研究成果の概要（英文）：Chronic pain is characterized by plastic changes in the brain networks. This
 study was undertaken to reveal the mechanism of pain chronification focusing on noradrenaline as an
 enhancer of plastic changes in pain network. We used a transgenic rat line, DBH-tTA-2A-Cre BAC Tg 
rat, to induce intrinsic noradrenaline release and analyze the effect of noradrenaline release on a 
pivotal synapse in pain pathway, the synapse between lateral parabrachial nucleus and central 
nucleus of the amygdala capsular part (LPB-CeC synapse). We injected AAV vector into a noradrenergic
 nucleus, nucleus solitary of tract, to express channelrhodopsin with cre-dependent manner. In acute
 brain slices, we induced intrinsic noradrenaline release by blue light and recorded light-evoked 
EPSCs in LPB-CeC synapse. We could observe slight synaptic modulation of noradrenaline and the 
effect of noradrenaline was enhanced by duloxietine, suggesting that the intrinsic noradrenaline 
release might be volume transmission.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ノルアドレナリン神経特異的Creリコンビナーゼ発現ラットと光遺伝学技術を組み合わせ、内因性ノルアドレナ
リン放出を誘発し、ノルアドレナリンのvolume transmissionを示唆するシナプス伝達修飾作用を捉えることに
成功した。また、ペインマトリクス全体の痛みの慢性化過程での脳活動の可視化、および、それに対する経路特
異的活動介入評価が可能な小動物MRIの実験系を得ることができ、痛みの慢性化におけるノルアドレナリン神経
やその他の特異的な経路の役割解明の技術基盤を得た。これらの実験事実、実験手法に基づき今後研究を発展さ
せることで、慢性痛治療における新たな治療標的の提示が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 痛みの本質的な臨床医学的問題は、その強い「苦痛」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の苦しみが持続し、日常生活を著しく損なうため、医療経済
や高齢者の社会福祉の面からも重要な問題である。近年ヒトおよび動物モデルでの研究から慢
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広義の「ペインマトリクス」において
シナプス伝達の可塑的変化とその固定化があり、その結果侵害受容-情動連関が亢進する可能性
が示されつつある。この可塑的変化のメカニズムの解明と固定化回復法の開発は喫緊の課題で
ある。 
 侵害受容-情動連関亢進のキーとなる脳部位として扁桃体中心核（CeA）が同定されている。CeA
には、脊髄－外側腕傍核(LPB)－扁桃体中心核(CeA)路を介し侵害受容情報が視床を経由せずに
直接的に入力する。我々を含む複数の研究チームが様々な疼痛モデル動物で LPB-CeC（CeC:扁桃
体中心核外包部）興奮性シナプス伝達が増強することを報告してきた。この事実から CeA は侵害
受容性扁桃体と呼ばれている。さらに CeA は下行性疼痛制御系を介し脊髄レベルでの疼痛閾値
制御に関与すると考えられている。 
 ノルアドレナリンは、下行性疼痛制御系の代表的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（LC）ニューロンから脊髄に放出され、α1，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抑制する。また、脊髄だけではなく、中脳水道周
囲灰白質や吻側延髄腹内側部に投射する脳幹ノルアドレナリン神経は、これらの下行性疼痛制
御系としての活動を修飾する。それらに加え、侵害受容情報が上行性に入力する CeA でもノルア
ドレナリンによる α2 受容体を介したシナプス伝達修飾が報告されている。我々の研究チーム
は、LPB-CeC シナプス伝達、および、扁桃体中心核内側部(CeM）の自発的抑制性シナプス伝達の
アドレナリン受容体を介した修飾、および、炎症性疼痛モデルで亜急性期のわずか数時間に CeM
シナプス伝達に対するアドレナリン作動性の修飾作用が、継時的に変化する事実を見出してい
る（Yamamoto et al.,北米麻酔科学学会 2015 で発表）。さらに、CeA ニューロンはノルアドレナ
リン神経核にも投射しており、神経核間の双方向性連絡によるノルアドレナリン制御の最適化
も示唆されている。扁桃体の機能としてよく知られる恐怖記憶学習ではノルアドレナリンがシ
ナプス可塑性を制御するが、痛みの慢性化における侵害受容性扁桃体シナプス可塑性へのノル
アドレナリンの役割についてはほとんど情報がない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、「扁桃体とノルアドレナリン神経核が相互に作用し、慢性化プロセスの進行に関与
する」という仮説を立て、以下の４つの側面に着目して検証することを目的として計画した。 
（1）扁桃体シナプス伝達におけるノルアドレナリンによる修飾機構 
（2）扁桃体-青斑核（LC）、扁桃体-孤束核（NTS）シナプス伝達の様式 
（3）急性～慢性痛におけるこれらの可塑的変化とその機構 
（4）慢性痛形成過程におけるこれらの双方向性制御への介入が痛み情報処理機構に及ぼす影響 
 
３．研究の方法 
 上記の目的のために、光遺伝学・化学遺伝学技術、疼痛モデル作製、脳スライス標本でのシナ
プス伝達解析、および、小動物高磁場 MRI 解析を組み合わせて、以下の課題の解明に取り組む計
画を立案した。 
(1) 侵害受容扁桃体（扁桃体中心核）シナプス伝達において内因性ノルアドレナリン放出を誘発
しその作用機構を解析する。 
(2) 急性～慢性痛モデルで(1)を解析し、痛みの慢性化過程での可塑的変化を解析する。 
(3) 痛みの慢性化過程での痛みの情報処理回路への介入が、ペインマトリクス全体の可塑的変
化を破綻しうるかを調べるために、疼痛モデル慢性化過程で内因性ノルアドレナリン神経を活
動介入し扁桃体シナプス伝達解析、および、MRI によるペインネットワーク解析を行う。 
 
４．研究成果 
（1）光遺伝学技術による内因性ノルアドレナリン放出誘導 
 ドパミンβヒドロキシラーゼプロモーター制御下に Cre リコンビナーゼを発現する DBH-tTA-
2A-Cre BAC Tg rat の主要なノルアドレナリン神経核である孤束核に Cre 依存的チャネルロドプ
シン発現用アデノ随伴ウイルスベクターを微量注入した。8週間後に急性脳スライス標本を作製
し、扁桃体中心核におけるウイルスベクター由来蛍光タンパク陽性ノルアドレナリン神経終末
を観察した。その後、扁桃体中心核ニューロンよりパッチクランプ記録を行い、光刺激の影響を
解析し、以下の結果を得た。 
・孤束核にウイルスベクターを局所注入した動物では扁桃体中心核に豊富な蛍光シグナル陽性
終末が認められた。青斑核でのウイルスベクター導入は実施例が少なく、今後の引き続きの検討
が必要である。 
・連続光刺激によって、いくつかのニューロンにおいて腕傍核－扁桃体中心核間興奮性シナプス
後電流振幅の微増または微弱化が確認できた。 
・細胞外ノルアドレナリン再取り込み阻害薬 duloxetine 存在下では、シナプス後電流振幅変化
が亢進する例があった。 



・同様に duloxetine 存在下、光刺激による過分極活性化非時間依存的不活性化型カチオンチャ
ネル電流の振幅の変化がわずかに認められる例があった。この結果から、ノルアドレナリンが、
興奮性シナプス近傍ではなく細胞外に拡散的に遊離される volume transmission 様式で放出さ
れている可能性が示唆された。ノルアドレナリン神経線維ヴァリコシティの分布と腕傍核-扁桃
体中心核のシナプスの局在の解析が必要である。 
 以上の実験的試行を通して、内因性ノルアドレナリンの放出誘導の最適条件の検討が困難で
あったため、光遺伝学技術により腕傍核ニューロン終末を特異的に刺激して腕傍核-扁桃体中心
核シナプス伝達を選択的に記録し、外因性ノルアドレナリンの作用とその受容体を解析した。 
 
(2)腕傍核-扁桃体中心核興奮性シナプス伝達への外因性ノルアドレナリン作用 
 腕傍核ニューロンのマーカー分子であるカルシトニン遺伝子関連ペプチド（CGRP）のプロモー
ター制御下に Cre リコンビナーゼを発現する CGRP-cre マウス腕傍核に Cre 依存的チャネルロド
プシン発現ウイルスベクターを局所投与し、腕傍核ニューロン神経終末にチャネルロドプシン
を発現させることにより、腕傍核-扁桃体中心核シナプス伝達を特異的に記録した。これまでに
報告されてきた腕傍核-扁桃体中心核シナプス伝達におけるノルアドレナリンの作用は、プレシ
ナプスにおけるα2受容体によるシナプス伝達抑制であり、本研究でも実際にα2受容体を介し
たその作用を確認することができたが、それ以外にノルアドレナリンによって外向き膜電流が
生じる例があった。外向き電流の責任アドレナリン受容体はα2受容体以外であることが示唆さ
れたが詳細は解析中であり、今後扁桃体中心核ニューロン発現アドレナリン受容体分布を局所
ネットワーク内の役割と合わせて解析していく予定である。 
 
(3)内因性ノルアドレナリン放出実験系の評価方法の検討 
 内因性ノルアドレナリンを光遺伝学的手法により放出させるにあたり、繰返し光刺激への伝
達物質放出の追従性などのノルアドレナリン放出の性質を評価する必要が生じた。ノルアドレ
ナリンセンサー分子（GPCR activation-based NE（GRABNE sensor）を扁桃体ニューロンに発現
させ、ノルアドレナリンの放出を可視化し評価するために、現在センサーを扁桃体ニューロンに
発現させるためのウイルスベクターを作製している最中である。今後、ウイルスベクターを扁桃
体に発現させ、光刺激によるノルアドレナリンの最適条件を検討する予定である。 
 
(4)ペインマトリクス全体の活動に対するノルアドレナリン放出の影響の評価系の確立 
 内因性ノルアドレナリンの痛み関連脳内ネットワーク全体への影響を評価する方法として小
動物用 MRI による評価系を確立した。扁桃体中心核の神経活動を化学遺伝学技術で抑制するこ
とにより、炎症性疼痛モデル動物における脳内痛みネットワーク活動の一部が抑制される事実
を、マンガン造影 MRI 法により確認することができた(Arimura et al., Frontiers in Neural 
Circuits 2019)。今後、痛みの慢性化の過程で特異的ノルアドレナリン神経核-扁桃体シナプス
伝達の活動を化学遺伝学的に操作することにより、痛みネットワーク全体の可塑的変化にどの
ような影響を与えるか解析を進める。 
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