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研究成果の概要（和文）： 
 ラット顔面部の三叉神経を絹糸でゆるく結紮する三叉神経刺激により、疼痛を誘発すること、
結紮側の三叉神経節細胞からの神経伝達物質遊離が増加していることが理解できた。また、毒
素成分を精製した改良 A型ボツリヌス毒素を顔面部皮膚に注射することにより、疼痛が軽減し、
増強された神経伝達物質遊離を抑制することを証明した。 
 以上から、本研究結果は神経痛の発症メカニズムの解明に大きく貢献するとともに、改良 A
型ボツリヌス毒素の末梢投与は、神経痛患者に対して有意義な治療法となる可能性を示唆して
いる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We found that trigeminal nerve constriction induced facial pain and increased 
neurotransmitter release from trigeminal ganglion cell body. Also, facial injection of 
highly purified Botulinum toxin type A 150 kDa (BoNT/A/A) decreased the pain level and 
the neurotransmitter release. 
These results made clear the mechanisms of trigeminal neuralgia and peripheral BoNT/A 
injection may be an important treatment in the near future. 
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１．研究開始当初の背景 

 高齢者に多発する三叉神経痛は、その病態
が十分解明されておらず、使用薬物は中枢性

副作用が強く、服用不可能である患者も少な



くない。我々のこれまでの研究では三叉神経

節にはシナプスが存在しないにもかかわらず、

神経伝達物質が神経節内において遊離され、

一次侵害受容ニューロンの過敏化が生じるこ

とを解明している。この過敏化プロセスが、

中枢神経にまで到達しない三叉神経節内で生

じることから、中枢性副作用を生じない三叉

神経節細胞を標的とした新しい治療法が開発

できる可能性がある。考慮される治療法は三

叉神経受容野である顔面部皮膚に薬物を注入

し、三叉神経節細胞内で機能させ、神経伝達

物質の遊離を減少させるものである。 

 

２．研究の目的 

(1)一次侵害受容ニューロンの過敏化プロセ

スの分子レベルでのさらなる理解 

末梢三叉神経慢性刺激モデルを用いて、三

叉神経節細胞での神経伝達物質の遊離・取り

込みの変化およびメカニズムを解明する。 

 

(2)培養三叉神経節細胞への標的分子の導入

が及ぼす影響の観察 

培養三叉神経節細胞に蛍光色素でマーキン

グした薬物を投与し、細胞内に取り込まれる

ことを確認し、神経伝達物質の遊離・取り込

みが減少するかどうかを明らかにする。 

 

(3)一次ニューロン過敏化プロセスを選択的

に抑制する分子標的治療の開発 

実験動物を用いて三叉神経受容野に実験的

に注入した薬物が神経過敏化プロセスを抑制

することを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)三叉神経刺激モデルの作製 

腹腔内麻酔（ペントバルビタール50mg/kg）

下で、ラットの片側眼前部の皮膚に切開を加

え、眼下窩神経（IoN）を剖出し、絹糸（2本）

をゆるく結紮した。コントロールラットは眼

下窩神経を剖出するSham手術を施行した。 

 

(2)三叉神経刺激モデルにおける知覚閾値・痛

覚閾値計測 

 知覚閾値の測定は電気的“von Frey hair”

(Model 1601C、 IITC Instruments、 Woodland 

Hills、 CA、 USA)を用いて行った。IoN支配

領域である頬髭部中央に圧を加え、ラットが

頭部を逃避させプローブから離れる際の最大

圧を計測した。プローブによる刺激は、IoN

結紮側ならびに疑似手術側に１分間以上の回

復時間をおいて交互に加え、それぞれ5回計測

し、平均値を求めた。 

痛覚閾値に関してはラットの水飲み時に顔

面部皮膚が温熱刺激（45℃）に接触するよう

に設定し、1回の接触時間を計測した。この装

置は海外共同研究者が開発した装置である

（Neubert et al. 2005）。 

 

(3)三叉神経刺激モデルにおける三叉神経節

細胞での伝達物質の遊離変化 

神経刺激モデルの三叉神経節細胞からの神

経伝達物質の遊離を観察した。ペントバルビ

タール麻酔下（75mg/kg）で三叉神経節を摘出

し、コラーゲナーゼとトリプシン処理で結合

組織を分解した後、パスツールピペットで機

械的に細胞を分離した。分離後の細胞は

poly-L-lysin処理を行ったカバーガラス（直

径12ｍｍ）に接着させ、5％CO2環境下での

Minimum Essential Medium溶液内で培養した。

細胞分離時の障害から回復する2時間経過以

降に神経伝達物質の遊離を観察した。神経小

胞性の遊離を観察することが可能である

FM4-64を投与し、神経伝達物質の遊離を顕微

鏡下で観察した。 

 

(4)三叉神経刺激モデルにおける改良A型ボツ

リヌス毒素（BoNT/A）の疼痛抑制効果 



三叉神経刺激により疼痛閾値が減少してい

るラットにBoNT/Aを眼下窩神経支配領域皮内

に注射し、疼痛反応の変化を観察した。 

 

(5) 三叉神経刺激モデルにおける末梢皮膚へ

のBoNT/A投与後の三叉神経節細胞での神経伝

達物質遊離の変化 

 三叉神経刺激モデル作製2週間後、BoNT/A

を眼窩下神経支配の顔面皮内に注射し、三叉

神経節細胞からの神経伝達物質の遊離の変化

を観察した。前項の(3)三叉神経刺激モデルに

おける三叉神経節細胞での伝達物質の遊離の

変化と同様の方法で顕微鏡下でのFM4-64の動

態を観察した。 

 

(6)三叉神経刺激モデルへのBoNT/A投与によ

る三叉神経節での遺伝子変化 

 三叉神経刺激モデルを作製し、末梢皮内に

BoNT/Aを投与した。1週間後、三叉神経節を摘

出し、疼痛現弱の原因を探るため、伝達物質

遊離に関する遺伝子をDNAアレイにより観察

した。 

 

(7)BoNT/Aの知覚神経内の取り込み 

 三叉神経節細胞を蛍光色素でラベルした

BoNT/A重鎖で30分間培養し、BoNT/Aの細胞内

動態を観察した。 

 

４．研究成果 

(1)三叉神経刺激モデルの作製ならびに閾値

計測 

 三叉神経刺激モデルでは知覚閾値あるいは

痛覚閾値が低下していた。これは、三叉神経

痛患者の臨床症状と類似しており、神経刺激

モデルが作製できたことを示している

（Kitamura et al. 2009）。 

 熱刺激による痛覚閾値の計測に使用したシ

ステムは現段階では市販されておらず、海外

共同研究者（Neubert et al. 2005）から送付

されたものである。この装置では、これまで

困難であった自由行動下での顔面疼痛反応が

観察でき、本研究結果は世界に先駆けた結果

である。 

 

(2)三叉神経刺激モデルにおける三叉神経節

細胞での伝達物質の遊離の変化 

 三叉神経節細胞を神経刺激モデルとコント

ロールモデルに分類して、FM4-64を投与し、

神経伝達物質の遊離を共焦点レーザー顕微鏡

で観察したところ、三叉神経刺激モデルでは

伝達物質の遊離が速く、遊離量が多いことが

理解できた（Matsuka et al. 2008, Kitamura 

et al. 2009）。このことから、三叉神経末梢

刺激により、三叉神経節細胞が興奮し、伝達

物質の遊離が活発化していることが理解でき

た。 

 この結果は、これまで国際的に発表されて

いた神経刺激モデルにおける神経節細胞の興

奮（Zhang et al. 2004, Thakor et al. 2009）

を裏付けるものであり、さらに知覚神経節細

胞からの神経伝達物質の遊離を報告する貴重

なものである。 
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(3)三叉神経刺激モデルにおけるBoNT/Aの疼

痛抑制効果 

 三叉神経刺激モデルを作製し、疼痛閾値が

減少しているラットに対し、BoNT/Aを神経支

配領域皮内に注射したところ、知覚閾値・痛

覚閾値が回復した（松香他, 2008, 2009）。

また、この効果は数週間持続した。BoNT/Aの

末梢皮膚投与による神経障害性疼痛の減弱に

関する報告は世界的にこれまで認められず、

神経障害性疼痛の治療法開発の可能性が広が

った。今後は臨床応用に向けて、準備を進め

ていく予定である。 

 

(4) 三叉神経刺激モデルにおける末梢皮膚へ

のBoNT/A投与後の三叉神経節細胞での神経伝

達物質遊離の変化 

 BoNT/Aを末梢皮膚へ投与することにより、

神経ペプチドの有無にかかわらず、三叉神経

節細胞からのFM4-64の遊離が抑制された。こ

のことから、BoNT/Aの末梢への投与は知覚神

経節細胞からの神経伝達物質の遊離を抑える

ことが理解できた（Kitamura et al. 2009）。 

 これまで、BoNTは知覚神経内を軸索移動し

ないというのが通説であったが、我々の結果

により、BoNT/Aが神経内を移動する可能性が

考えられる。この結果は他の研究グループ

（Antonucci et al. 2008）との結果とも合致

するものであり、今後の発展が期待できる。 
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 (5)三叉神経刺激モデルへのBoNT/A投与によ

る三叉神経節での遺伝子変化 

 三叉神経刺激モデル作成により増加し、

BoNT/A投与により減少する遺伝子あるいは三

叉神経刺激モデル作成により減少し、BoNT/A

投与により増加する遺伝子が観察された。こ

の結果より、BoNT/Aの末梢投与により、知覚

神経節細胞での遺伝情報の変化が理解でき

（Thakor et al. 2009）、今後の検討により、

さらに詳細が理解できると考える。 

 

(6)BoNT/Aの知覚神経内への取り込み 

 BoNT/Aは重鎖と軽鎖から構成されており、

重鎖によりシナプス小胞内に取り込まれるた

め、蛍光色素標識された重鎖の取り込みを観

察したところ、三叉神経節細胞内に取り込ま



れることが観察できた。これは世界的にもこ

れまで報告がなかった知覚神経節細胞への

BoNT/Aの取り込みを証明するものであり、重

要な結果である。また、BoNT/Aの作用部位の

解明に向けて大きく前進したと言える。 
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