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２．研究の目的 

 

最近、神経因性疼痛の原因のひとつとして、

グリアの関与が注目されてきており、グリア

が侵害受容器の感作に影響を与えている可能

性に着目した。 

末梢神経では髄鞘の有無にかかわらず、シ

ュワン細胞が神経を栄養、支持している。シ

ュワン細胞は線維芽細胞増殖因子（FGF）を初

め、多くの栄養因子（ニューロトロフィン）

を産生し、損傷した神経線維に働きかけ、生

存と再生に作用することがわかっている。 

すでに神経栄養因子である神経成長因子

（NGF）や脳由来神経栄養因子（BDNF）が、神

経損傷モデルにおいて神経の過敏性亢進にか

かわるとする報告もある。しかし、シュワン

細胞が産生する毛様体神経栄養因子（CNTF）, 

LIF, IL-6に関しては一次感覚神経への作用

は未知の部分が多く、痛みにかかわる研究は

われわれの知る限り見当たらない。 

そこで、本研究では、神経因性疼痛におい

て、グリア（シュワン細胞）から分泌される

ニューロカイン、特にCNTFを含むＩＬ－６ス

ーパーファミリーの侵害受容器に対する働き

を研究することを目的とし、疼痛研究の中で

新たな着目点を持っていると考えられる。 

 

 

３．研究の方法 

 

（１）足底皮膚・筋に分布する神経の同定 

麻酔下において、マウス(２０－３０ｇ)の

足底部分に、DMSOで溶解したdicarbocyanine 

dye DiIを２７Ｇ針を用いて2μｌ注入する。

DiI が脊髄後根神経節細胞まで逆向性輸送さ

れるまで、１週間程度待つ。 

１週間以降に脊髄後根神経節（Ｌ４－６）

を取り出し、コラゲナーゼ、トリプシン処理

後、神経細胞を単離培養し、細胞体に逆向性

軸索移動したDiIを特殊フィルターを用いた

顕微鏡下で観察し、足底部分に分布する一次

求心神経を同定する。 

応募者はすでに特定の臓器（消化管）に分

布する感覚神経の同定方法を用いた実験系は

確立しており（Sugiura et al., J Neurosci 

2004, 2005）、これを応用した。 

 

細胞培養方法 

 麻酔下のマウスを断頭し、すばやく両側の

L4-6DRGを取り出す。DRG を冷やした培養液中

でメス刃を用いて細かく刻み、コラゲナーゼ 

(type 1A, 2 mg / ml), トリプシン(type III, 

1 mg / ml) と 3 mM塩化カルシウムを含有し

たGibco®Neuro- basal A Media 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) の中にいれて、

３７℃、５０分間培養した。DRG断片を、シリ

コンコーティングされたパスツールピペット

を用いて、やさしく機械的に分離したのち、

800 rpm で 5 分間遠心分離した。単離した

DRG ニューロンは 5% B27TM Supplement, 

0.25% L-glutamine (200 mM) と 1% 

penicillin-streptomycin を含有した

Neurobasal-A を用いて、poly-D-lysine コー

ティングしたカバースリップ上で、３７℃の

培養器内で 2 - 10 時間培養した。 

 

（２）パッチクランプ記録による侵害受容器

の性質 

 培養後根神経節細胞を用いて、化学・侵害

熱刺激に対する反応を調べた。皮膚一次求心

神経におけるカプサイシン受容体の性質を調

べる。応募者の所属する麻酔・危機管理学講



座には、すでに独自のパッチクランプ記録の

セットアップを保有しており、電気生理学実

験は現在稼動中のものを使用した。 

 パッチ電極を満たす、細胞内溶液の組成(in 

mmol / L)は、 KCl 100, EGTA 10, HEPES 40, 

MgCl2 5,と Na2ATP 1, pH 7.4に調整し、 細

胞外溶液の組成 (in mmol / L)は、NaCl 128, 

KCl 5.4, CaCl2 1.8, MgCl2 5, glucose 5.55, 

と HEPES 20を用いた。カルシウム除去液を作

製する場合、CaCl2 の代わりに5 mM EGTA を

用いた。薬液は、記録細胞の約150 µm 付近か

ら投与した。薬液は急速投与装置(SF-77B, 

Warner Instruments Inc, Hamden, CT)を用い

て、 20 ms 以内に変更した。   

温度刺激の場合、チャンバー内の温度を、

約1.0-1.5 °C /s.の速度で変更した。温度計

(±0.1°C)は細胞から約100 µm の距離で測

定した。   

パッチクランプ記録は Axopatch 200B ア

ンプ (Axon Instruments, Foster City, CA)

を使用して行った。また、すべての実験は室

温で行っている。 

 

（３）CNTFを投与した疼痛行動学実験  

麻酔下において、足底部にCNTF とDiIを注

入したマウスを使用する。反対側には、Sham

手術の外科処置を加え、基剤のみを投与する。   

行動実験は、すべて室温で行った。ケージ

に移したマウスを、環境に落ち着くまで１０

分程度慣らした。研究室にあるフォンフライ

ヘアーを用いた機械刺激に対する反応と、ホ

ットプレート式鎮痛効果測定装置（室町機械、

MK-350B）を用いて、熱刺激による反応を調べ

た。 

 

（４）侵害受容神経における神経分泌能解析 

新たに末梢神経の神経伝達物質分泌能に着

目し、末梢神経分泌機能の解析を行った。 

末梢侵害受容神経は、情報の伝達のほかに

神経分泌機能を有しているので、神経過敏の

状態では、分泌機能も変化しているのではな

いかと考え、侵害刺激に対してドップラー血

流計で皮膚血流量を測定し実験を行った。 

 

４．研究成果 

 

（１）逆行性染色法は、内臓感覚神経と同様

に足底皮膚に分布する神経でも行うことがで

き、特殊フィルターを用いて確認された。 

 

（２）マウス培養神経からのパッチクランプ

記録では、酸に対する応答パタンが内臓神経

と体性神経では異なることから、異なるイオ

ンチャネルがかかわることが示唆される。 

 

（３）CNTF投与後に、温熱刺激に対して疼痛

閾値の低下を引き起こす可能性が示唆された。

一方、機械刺激では閾値の変化を捉えること

はできなかった。 

 

（４）侵害刺激後にドップラー血流計で測定

される血流増加を認め、同時に測定した疼痛

スケールも増加していた。 

比較的低侵襲で客観的に末梢神経機能の状

態が解析でき、新たな末梢神経機能解析方法

として期待される。 
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