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研究成果の概要（和文）：三叉神経領域の痛み刺激が延髄より高位の中枢に及ぼす影響につい
ては未だ明らかにされていない。本研究では、舌の痛みストレスに対する視床下部の応答を詳
細に検討するために、舌にcapsaicin溶液及びそのvehicleを注入し血漿ACTH、corticosterone
と 視床下部 paraventricular nucleus (PVN) の corticotropin releasing factor （CRF）遺
伝子を指標として解析した。その結果、舌への capsaicin 注入による痛みは、HPA axis を活性
化すること、また、CRF hnRNA 遺伝子発現はストレスの遺伝子転写活性の指標として有用であ
ることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Pain is one of the physical stressor for humans. In this study, 
we performed quantitative analysis of CRF gene transcription in hypothalamic PVN under 
the condition of tongue pain stress in rats. Plasma adrenocorticotropic hormone (ACTH) 
secretion was peak at 30 min after the capsaicin injection to tongue prior to gradually 
increasing of plasma corticosterone, indicating that tongue pain is stressor enough to 
up-regulate hypothalamo-pituitary- adrenocortical axis. CRF hnRNA 15 min after the 
injection was up-regulated 3 fold than that of control rats. This report is the first 
study which succeeded to detect CRF hnRNA by quantitative real-time PCR analysis. 
 
 
交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００７年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

２００８年度 900,000 270,000 1,170,000 

２００９年度 600,000 180,000 780,000 

年度  

  年度  

総 計 2,600,000 780,000 3,380,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：歯学・社会系歯学 

キーワード：痛みストレス、視床下部—下垂体—副腎系、CRF 遺伝子、hnRNA 
 
１．研究開始当初の背景 

「痛み」には生体に対する警告信号
としての意義があり、刺激に対する痛

みを生体が感じると逃避行動や忌避
反射が誘発される。一方、慢性的な痛
みは、組織傷害が消失した後でも、正
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常時には全く痛みを引き起こさない
刺激（軽く触れるだけの刺激）や交感
神経系の興奮、または心理的要因によ
っても発現する。このような慢性痛の
原因として、痛覚系の可塑的変化によ
り神経回路に記憶としてひずみが残
るためと言われているが、そのメカニ
ズムについては解明されていない。歯
科臨床における治療対象は主に「痛
み」であることはよく知られているが、
最近、非定型歯痛、舌痛症などの慢性
痛患者は増加傾向にあり社会問題と
なっている。しかしながら、慢性痛に
対する治療法は確立されておらず、診
断および治療法の開発を目指した慢
性痛発症メカニズムの解明は急務で
あり責務である。 

近年、痛みがストレスとして脳内
(中枢)に影響を及ぼすことが報告さ
れた。仙波らは、ラットの足に機械的
な刺激（急性痛）を与え、脳における
c-fos（神経活動のマーカー）発現を
検討した結果、拘束、恐怖など心理的
要因の強いストレスを付加した場合
と同様に、帯状回などの大脳皮質、外
側中隔核、髄板内核群および視床下部
室傍核などにc-fosが強発現すること
を報告し、痛みというストレッサーは
痛覚伝達系を介した情動系の興奮と
組織障害・炎症に伴う身体的ストレス
の両面を持っていることを明らかに
した。また、臨床研究においても顎関
節症患者や舌痛症患者などの慢性痛
患者は心理学的ストレスレベルが高
いことが報告されている。さらに近年、
生体のストレス応答である視床下部—
下垂体—副腎系を介し、慢性痛による
痛み感作がおこり、心理的刺激によっ
て痛みが誘発されることがLancet誌
（1999年）に報告された。すなわち、
侵害刺激の繰り返しの入力により末
梢および中枢が感作され、このストレ
ッサーが、視床下部—下垂体—副腎系を
介し、ホルモン系、自律神経系、免疫
系との相互関係を経て、最終的には大
脳辺縁系―前頭葉系に影響を与える。
これらの系が感作されると心理的刺
激によっても痛みの感覚および感情
が誘発される。したがって、口腔・顎
顔面領域の慢性痛疾患に対する診断
および治療を確立するためには、三叉
神経伝導系｛三叉神経節―延髄（三叉
神経脊髄路核）―視床（後内腹側核）｝
の変化のみならず、痛みによって惹起
されるストレス反応の程度を知るこ
とが重要である。 

 

２．研究の目的 
痛みストレスが視床下部—下垂体—副腎

系に及ぼす影響を明らかにすることを目
的とする。 
３．研究の方法 
本研究は、東北大学医学部動物実験倫理委

員会により承認が得られたプロトコールに
基づいて、動物の飼育および実験を行った。
実験動物として、9～10 週齢の雄性 Wistar 系
ラット（体重 200～300g）５４匹を用いた。
ラットをジエチルエーテルで麻酔後、ラット
の舌に capsaicin（1％ capsaicin + 10％ 
ethanol + 10％ Tween 80 + saline)を注入
した 24 匹を capsaicin 群（注射 5 分後断頭
n=6、同 15 分後 n=6、同 30 分後 n=6、同 60
分後 n=6）、および vehicle（10％ ethanol + 
10％ Tween 80 + saline)を注入した 24 匹を
vehicle 群（注射 5分後断頭 n=6、同 15 分後
n=6、同 30 分後 n=6、同 60 分後 n=6）とした。
また、血漿ACTHおよびcorticosteroneと CRF
遺伝子発現量の基礎値を知るため、ジエチル
エーテル麻酔および舌に注射しなかったラ
ットを NA-NI (NA: no anesthesia, NI: no 
injection)群（n=6）とした。全ての動物は、
実験の 1週間前には購入飼育し、安定させた。
また、実験期間中、室温 24℃、規則的な明暗
サイクル（7時点灯、19時消灯）のもとで飼
育し、ラット用飼料と脱イオン水を自由に摂
取させた。尚、実験はラットのホルモンの日
内変動を考慮し、全て午前中に行った。 
 

(1)capsaicin および vehicle の注入、および
視床下部室傍核（PVN）組織の試料採取 
 ラットをジエチルエーテル吸入麻酔によ
る非動化後、舌尖部左側に capsaicin（30mM）
または vehicle を注入した。注入後、それぞ
れの時間（上記）ケージ内に放置し、ジエチ
ルエーテル麻酔後の覚醒状態（通常 2～3 分
で覚醒）で断頭した。尚、コントロール群と
して無麻酔で断頭した NA-NI 群を設定した。
ラットの血漿 ACTH および corticosterone 濃
度を測定するため、断頭後、躯幹（体幹）か
ら血液を採取し、血漿分離を行った（4℃、
3000rpm、5～10 分）。また、CRF 遺伝子解析
のための PVN 組織を採取するため、断頭後す
ぐ に 脳 を 摘 出 し RNA laterTM （ RNA 
Stabilization Reagent、QIAGEN）を満たし
たシャーレ上で即座に大脳を除去後、Punch 
out 法（移植針、直径 3.5 mm、夏目製作所）
にて PVN を含む脳組織を摘出した。摘出後、
急速冷凍（dry ice ＆ n-Hexane dehydrated、
－80℃）し、real time PCR 法による hnRNA
および mRNA 発現量解析のために冷凍庫（－
80℃）に保存した。 
 
(2)血漿 ACTH および corticosterone 濃度の
測定 



 
図 1
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 血漿 ACTH 濃度（pg/ml）を ECLIA 法（エク
ルーシス試薬 ACTH キット、ロシュ・ダイア
グノスティックス株式会社 ； 感度 ： 3.67 
pg/ml）にて、corticosterone 濃度（ng/ml）
を EIA 法（corticosterone Correlate-EIATM 
Kit、assay designs 社 ; 感度 : 27.0 pg/ml）
にて測定した。 
 
(3)PVN の CRF hnRNA および mRNA 発現量の解
析（real time PCR） 
 NA-NI 群および capsaicin 群の PVN 組織を
Trizol-chloroform 法（Invitrogen、Carlsbad、
CA、USA）にて total RNA を抽出し、random 
hexamer primer および Transcriptor First 
Strand cDNA Kit （ Roche Diagnostics 、
Mannheim、Germany）を用いて cDNA を作製し
た。その後、LC FastStart DNA Master SYBR 
GreenⅠ（Roche Molecular Biochemicals）
と各ストレス物質および各プライマーを用
い て 、 LightCycler system （ Roche 
Diagnostics、Japan）で real time PCR 解析
を行った。尚、internal control（内部標準）
はβactin（hnRNA）および GAPDH（mRNA）と
し、全てのプライマーは、Primer3 にて設計
して、homology 検索をおこなった。なお、そ
れぞれのプライマーシークエンスは、図１、
反応条件は、図２に示す。 
 
(4)統計学的分析 
 全ての数値は、平均値±標準偏差で示した。
capsaicin 群および vehicle 群の経時的変化
の有意差検定は、ANOVA にて分散分析を行っ
た後、Post-hoc test による多重比較検定を
行った。また、capsaicin 群と vehicle 群の
有意差検定は、F test の後、unpaired T test
を用いて行った。有意水準はいずれも 5％未
満とした。なお、統計ソフトは Stat View 5.0 
(SAS Institute Japan, Tokyo, Japan)を用
いた。 
 
４．研究成果 
(1)血漿 ACTH および corticosterone の経時
変化 
① 血漿 ACTH 

② 漿 corticosterone 
 NA-NI 群（基礎値）の血漿 corticosterone
は、それぞれ 54.76±47.78 ng/ml であった。
capsaicin注入後5分で141.7±93.39 ng/ml、
15 分で 174.7±57.75 ng/ml、30 分で 324.1
±50.63 ng/ml、60 分で 611.2±335.1 ng/ml
と増加を認めた。一方、vehicle 注入群では、
5分で 179.7±130.8 ng/ml、15 分で 257.4±
130.5 ng/ml、30 分で 282.8±65.82 ng/ml と
増加が認められたが、6０分経過後ほぼ基礎
値に復した（80.43±48.46 ng/ml）。capsaicin
群と vehicle 群を比較すると、注入 60 分後
の capsaicin 群と vehicle 群に有意差がみら
れた（* p=0.002）（図２）。 
 
 

 NA-NI 群（基礎値）の血漿 ACTH は、45.64
±45.05 pg/ml であった。capsaicin 注入後 5
分で 213.4±131.2 pg/ml、15 分で 132.9±
100.4 pg/ml、30 分で 935.1±221.7 pg/ml と
増加したが、60 分経過後 40.87±47.40 pg/ml
とほぼ基礎値に復した。また、vehicle 注入
群では、vehicle 注入後 5分で 143.9±100.5 
pg/ml、15 分で 144.2±68.37 pg/ml、30 分で
602.2±52.17 pg/ml と増加したが、60 分経
過後 6.167±5.515 pg/ml と基礎値以下とな
った。capsaicin 群と vehicle 群を比較する
と、注入 30分後の血漿 ACTH 濃度にのみ有意
差が見られた（* p=0.002）（図 1）。 

 
 
(2)視床下部室傍核（PVN）における遺伝子
発現 
① CRF hnRNA 
 PVN における CRF hnRNA 発現の基礎値
（NA-NI 群）は、0.1508±0.03899（内部標
準補正値 ：CRF hnRNA/βactin hnRNA）で
あり、capsaicin 注入後 5 分で 0.3160±
0.3227、15 分で 0.4861±0.2668、30 分で
0.09752 ± 0.03384 、 60 分 で 0.1379 ±
0.07738 の値を示した。注入後１５分後で
有意な増加を示し（p=0.012）、注入後 30 分
後で有意な減少を示した（p=0.010）（図３）。 
 
 

図２



 

 
② CRF mRNA 
 PVN における CRF mRNA 発現の基礎値
（NA-NI 群）は、0.001223±0.001014（内
部標準補正値 ：CRF mRNA/GAPDH mRNA）で
あり、capsaicin 注入後 5 分で 0.009748±
0.007343、15 分で 0.005242±0.002465、30
分で 0.005203±0.002680、60 分で 0.02859
±0.02143 の値を示し、注入後６０分で有
意な増加を示した（p=0.0４）（図４）。 
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