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研究成果の概要（和文）：皮質拡延性抑制 (CSD)を用いた片頭痛モデルで、三叉神経の感作、光過敏、身体活動
性低下が認められることを定量的に示した。それらの症状は実際の片頭痛発作時にも認められる症候であるが、
片頭痛治療薬であるCGRP受容体拮抗薬olcegepantとスマトリプタンで改善することも実証した。また、同モデル
で片頭痛後発症状を思わせる身体活動性低下が認められ、olcegepantとノイロトロピンで改善することも明らか
にした。さらに、同CSD片頭痛モデルで、比較的大きい三叉神経節ニューロンでCGRP mRNA産生が誘導されること
を示した。本研究は、核酸医薬の片頭痛治療への応用可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We have shown that cortical spreading depression (CSD) causes trigeminal 
sensitization, photophobia, and hypomotility in mice. The calcitonin gene-related peptide (CGRP) 
receptor blocker, olcegepant, and sumatriptan suppressed these abnormalities. The CSD-induced 
hypomotility outlasted trigeminal sensitization, reminiscent of migraine postdrome. This protracted 
hypomotility proved to be ameliorated by CGRP receptor blockade and Neurotropin. CSD did not 
significantly change the density of CGRP mRNA-synthesizing neurons in the ipsilateral trigeminal 
ganglion (TG). However, the cell sizes of CGRP mRNA-synthesizing TG neurons were significantly 
larger at 48 h and 72 h post-CSD. We deduce that the CSD-induced upward cell size shift of CGRP 
mRNA-synthesizing TG neurons might be causative of greater disease activity and/or less 
responsiveness to CGRP-based therapy. Our research has opened up the possibilities of nucleic acids 
therapeutics-based approach to migraine.

研究分野： 頭痛医学
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後発症状　ノイロトロピン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CGRPに対する核酸医薬の効果を検討するための片頭痛モデルを作成した。片頭痛の後発症状のモデル動物を作成
し、後発症状の身体活動性の低下にノイロトロピンとCGRP受容体拮抗薬olcegepant抑制が有効である可能性を示
した。CSDを用いた片頭痛モデルで、三叉神経節ニューロンでのCGRP mRNA産生状態に変化が認められたことは
CGRPに対する核酸医薬が片頭痛に対する有効な治療戦略である可能性を示唆していると考えられる。また、CGRP
 mRNA産生を行う細胞が遅発性に変化したことは、片頭痛再発予防治療を考える上で重要な所見と考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
片頭痛は中枢神経系、三叉神経系、自律神経系、血管系の異常が関連した複雑な疾患である。有
病率は約 10%であり、主として若年者が罹患するため社会の生産性への悪影響は大きい。患者
の QOL を向上させるためには予防治療法が重要であるが、近年、カルシトニン遺伝子関連ペプ
チド(CGRP)を標的にしたモノクローナル抗体による治療が片頭痛予防に有効であることが大
規模臨床試験で示され、治療にパラダイムシフトが認められた。CGRP は三叉神経系の感作誘
導に関与している可能性が示唆されるが、これを検討した研究はこれまで行われていない。さら
に、これらの抗体は片頭痛前兆の発生も抑制している可能性を示す臨床的証拠も存在する。前兆
の原因は皮質拡延性抑制(cortical spreading depression: CSD)と呼ばれる大脳皮質ニューロン
の異常電気活動と考えられているが、BBB 外での CGRP 機能阻害が中枢神経系で起こる CSD
を如何に抑制するのかは大きな謎である。また、CGRP 発現は敗血症や関節炎といった炎症性
疾患において増強することが知られている。片頭痛病態で CGRP 発現がどのように変化するの
かは明らかにされていないが、転写レベルおよび転写後調節の両方の観点から CGRP 発現の状
況を理解することは、CGRP を標的にした治療戦略を立てる上で極めて重要と考えられる。以
上を踏まえて、「片頭痛病態における CGRP の正確な役割と発現状態を解明することで、CGRP
を基盤にした片頭痛治療をより深化させることができるのではないか?」が本研究の核心をなす
学術的「問い」である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、①マウス片頭痛モデルを用いて CGRP が病態において果たす役割を検討する。
②同モデルでの CGRP 発現を mRNA および前駆体タンパク質/ペプチドレベルで解析する。③
アンチセンスオリゴヌクレオチド(以下アンチセンス)による CGRP mRNA 発現抑制が片頭痛モ
デルに与える影響を検討する。の 3 点に設定する。 
 
３．研究の方法 
(1)CSD を用いた片頭痛モデルの作成 
頭頂部頭蓋骨を薄く削り、その上に 0.1～1 M KCl を滴下することで CSD を誘導する。CSD 発生
は Laser Doppler 血流計の血流変化で確認する。血圧や血液ガスなどの生理学的パラメーター
が正常範囲内にあることを確認する。 
(2)三叉神経領域の熱疼痛温度閾値測定による感作のモニタリング 
我々が開発した熱痛覚閾値測定法の基本的原理(Kayama Y, et al. Cephalalgia 2018;38:833–
845.)に従って、温度変換が可能な Peltier 素子を脱毛顔面部に当てて、ビデオ観察によって顔
面をそらす行動が認められた温度を客観的に測定する。 
(3)行動実験 

マウスの行動を、体積 27 
cm×27 cm× 20.3 cm か
らなるオープンフィール
ド内で赤外線を用いて連
続的にモニタリングした
(Med Associates, 
Fairfax, VT)。このフィ
ールドを明暗所に二分割
し、それぞれのコンパー
トメントでの行動を別個
に 計 測 し た (Activity 
Monitor v6.02, Med 
Associates)。明所は 540
ルクス、暗所の中心部は
20 ルクスとした。CSD 誘
導、三叉神経領域の熱疼

痛温度閾値測定、マウス行動解析のタイムラインを図 1に示す。 
CGRP の三叉神経組織での mRNA 発現の検討: in situ hybridization 
三叉神経組織の切片を作成し、下記のプローブを用いてマウス CGRP mRNA の in situ 
hybridization を施行した。 
5’-
gaaaggctgatgaaagacacatatatttgcatccttcttagtattgaaaaacccttctccctttgacaggagctaaagctaagtg
cagaataagttgcctattgtgcatcgtgttgtatgtgactctgtatccaataaacatgacagcatggttctggcttatctggtag
caaatatggtccccataaaccatcctgttgatgttgatgactctgctaaacctcaaggggatatgaaacactgcctcttgctctt
ctggggacacatggtaa-3’ 
 
４．研究成果 

 



(1) CSD 片頭痛モデルで急性期に観察される表現型に対する CGRP 機能阻害の影響(Tang C, et 
al. Sci Rep 2020;10:11408) 

①三叉神経領域 (顔面)熱疼
痛温度閾値の経時変化(図 2) 
三叉神経の感作発生の指標と
して、顔面熱疼痛温度閾値を
測定した。Sham 手術群では、
ベースラインの値に比較して、
CSD誘導後3時間及び24時間
後時点で、明らかな変化は認
められなかった。しかし、sham
手術群と CSD 群とを比較する
と、CSD による主効果が確認
さ れ た (F(1, 292) = 4.728, 
P = 0.0308)。さらに、CSD 誘
導と時間の間には有意な相互

作用も確認された(F(2, 292) = 5.442, P = 0.0048)。多重比較においては、CSD 誘導後 24時間時
点で、sham 手術群と CSD 群との間に熱疼痛温度閾値に有意差が検出された(平均差: − 0.86 [95%
信頼区間(CI) − 1.39～− 0.32]℃, P = 0.0004, Bonferroni 試験)。以上より、CSD は三叉神経
の感作を誘導することが明らかとなった。薬剤投与の影響を見ると、スマトリプタン投与は CSD
による熱疼痛温度閾値の時間経過を有意に変化させる効果を示した(F(1, 245) = 6.332, 
P = 0.0125)。CGRP 受容体拮抗薬 olcegepant は、CSD による熱疼痛温度閾値の時間経過を有意に
変化させる効果は示さなかったが、CSD 誘導 24 時間時点で、1 mg/kg の用量において熱疼痛温
度閾値を有意に上昇させた(平均差: 0.53 [95% CI 0.05～1.01]℃, P = 0.0244, Bonferroni 試
験)。これらの薬理実験の結果から、CSD による三叉神経の活性化のプロセスに CGRP が重要な役
割を果たしていることが示された。 
②光過敏(図 3) 

光過敏の指標としては、CSD誘導後
24 時間時点での「明所で過ごした
合計時間」を用いた。Sham 手術群
に比較して、CSD 群では、明所で過
ごした合計時間が有意に短かった
(121.9 ± 38.9 秒  vs. 
412.2 ± 103.8 秒, P = 0.0021, 
Dunn 試験)。しかし、スマトリプタ
ン投与によって、CSDによる明所で
過ごした時間の短縮は抑制された
(CSD- ス マ ト リ プ タ ン 群 : 
442.4 ± 71.9 秒 vs. CSD 群: 
121.9 ± 38.9 秒, P = 0.0021, 

Dunn 試験)。一方、olcegepant の効果については、1 mg/kg での用量でのみ、CSD による明所で
過ごした時間の短縮が抑制されていた (416.1 ± 101.1秒, P = 0.0184, Dunn試験)。これら

の薬理実験の結果は、CSD による
光過敏発生のプロセスにおいても
CGRP の有意な関与があることを
示している。 
③明所および暗所における身体活
動性(図 4) 
マウスが 0.5 秒以内に一辺 6.35 
cm の正方形の外へと移動した場
合に「活動的(ambulatory)」とみ
なし、その合計時間を CSD 誘導後
24 時間時点でまず評価した。CSD
誘導によってマウスの明所での活

動性は、CSD 誘導後 24 時間において有意に低下していた(9.6 ± 1.8 秒 vs. 27.3 ± 5.0 秒, 
P = 0.0024, Dunn 試験)。しかし、CSD による活動性低下はスマトリプタンと olcegepant(1 
mg/kg)によって抑制された。同時に活動的であった状態を走行距離で評価しても、同様の結果が
得られた。さらに、暗所においても CSD はマウスの身体活動性を低下させており、さらにスマト

 

図2. 三叉神経領域熱疼痛温度閾値

図3. CSDによる光過敏

図4. 明所および暗所での身体活動性



リプタンと olcegepant による抑制も確認された。以上のことから、明暗所に限らず、マウスの
身体活動性は CSD によって低下しており、CGRP がそのプロセスに関与していることが明らかと
なった。また、これらの治療薬の効果は投与 10 分後以降に認められていた。なお、CSD による
身体活動性低下は、マウスの走行速度の測定結果から運動麻痺では説明できないことが判明し
た。 
(2)CSD 片頭痛モデルの三叉神経領域熱疼痛閾値と身体的活動性の長期観察(Shibata M, et al. 
Neurosci Res 2021;172:80–86.) 

我々は、三叉神経領
域の熱疼痛温度閾値
を、CSD 誘導後 48時
間および 72 時間時
点でも測定したが、
sham 手術群と比較
して、熱疼痛温度閾
値に対して CSD は明
らかな影響を及ぼし
ていなかった(F(1,114) 
= 0.05389, P = 
0.8168)。また、CSD
群の熱疼痛温度閾値
は、CSD 誘導後 48時
間および 72 時間時

点において、ベースラインから有意差を示さなかった(平均差: 48 時間 -0.21℃ (95% CI: -
0.74–0.32, P > 0.9999), 72 時間 -0.02℃◦C (95 % CI: -0.56–0.51, P > 0.9999)。すなわち、
両時点においては、既に三叉神経系の感作は消失しているものと考えられた。一方、身体的活動
性については、CSD 誘導後 48 時間では sham 手術群と有意差は認められなかった。しかし、CSD
誘導後 72時間においては、Sham 手術群と有意差が確認された(明所での「活動的であった時間」
の平均差: -26.07 秒 [95 % CI: -47.03–-5.109], P = 0.0074, Bonferroni 試験, 図 5)。また、
ノイロトロピン®を CSD 誘導前に投与することで、遅発性の身体活動性低下が改善することが見
いだされた。 
(3)CSD 片頭痛モデルで遅発性に観察される身体活動性低下に対する CGRP 機能阻害の影響
(Kitagawa S, et al. Int J Mol Sci 2022;23:13807.) 

CSD誘導後72時間お
よび 96 時間時点の
両者間での三叉神
経領域熱疼痛温度
閾値に有意差は認
められなかった。し
かし、CSD 誘導後 96
時間時点では、光過
敏はより軽減し、明
所での身体活動性
は改善していた。こ
のことは、CSD 誘導
後 72 時間以降も光
過敏と明所での活
動性が回復過程に
あることを示して

いる。さらに、CSD 誘導後 72 時間時点での明所での身体活動性の低下に対して、olcegepant 投
与が 0.25 mg/kg および 1.0 mg/kg の用量において改善効果をもたらすことが明らかなとなった
(活動的であった時間: 51.7 ± 19.8 秒 [Olcegepant 0.25 mg/kg 群], 47.2 ± 11.6 秒 
[Olcegepant 1.0 mg/kg 群] vs. 26.5 ± 8.7 秒[Vehicle 群], Dunnett 試験, 図 6)。なお、CSD
誘導後 72 時間時点の三叉神経領域熱疼痛温度閾値は、前述のように既に正常化はしていたが、
olcegepant 0.25 mg/kg の投与によって vehicle 投与に比較して有意に上昇していた。 
(4)CSD片頭痛モデルでの三叉神経節ニューロンのCGRP mRNA産生の時間経過(Shibata M, et al. 
Int J Mol Sci 2023, submitted) 

 

図5. CSDによる遅発性の身体活動性低下

 

図6. 遅発性の身体活動性低下に対するolcegepantの改善効果



CSD 誘導後、6時間、24 時間、48時間、72
時間時点での三叉神経組織(CSD 誘導側)で
の CGRP mRNA 産 生 状 態 を in situ 
hybridization で検討した(図 7)。対照は
無処置のマウス由来の三叉神経組織とし
た。対照においては、CGRP mRNA は比較的
小型の三叉神経節ニューロンに発現して
いた。CSD 誘導後のいずれの時点において
も、CGRP mRNA 産生ニューロンの密度は対
照に比較して有意差は認められなかった。

しかし、CGRP mRNA 産
生を示すニューロン
の直径を測定すると、
CSD 誘導後 48 時間お
よび72時間時点で有
意に増加していた
(平均差: 0.89 [95% 
CI: 0.00–1.77] μm, 
48 h post-CSD group 
[n = 602] vs. 対照
群 [n = 515], P = 
0.0492; 1.48 [95% 
CI: 0.61–2.35] μm, 
72 h post-CSD group 
[n = 648] vs. 対照
群 [n = 515], P = 

0.0001; Dunnett 試験)。CGRP mRNA 産生三叉神経節ニューロンのヒストグラムを作成すると、直
径 14 μm 未満のニューロンの割合が減少する一方で、14–18 μm 径のニューロンの割合は増加
していた(図 8)。 
(5)研究成果の総括 
①CSD を用いたマウス片頭痛モデルは、三叉神経の感作、光過敏、身体活動性の低下といった実
際の片頭痛患者にも認められる表現型を示すことを明らかにした。しかも、これらの表現型が、
スマトリプタンと olcegepant 投与で抑制されたことは、両者の common pathway である CGRP 産
生がこれらの表現型発現に重要な役割を果たすことを示している。したがって、CGRP に対する
核酸医薬の効果を検討する対象として本モデルが適切であると考えている。 
②CSD 誘導後 72 時間時点で認められた、明らかな三叉神経の感作が併存しない遅発性の身体活
動低下は片頭痛の後発症状のモデルではないかと考えられる。片頭痛の後発症状のモデル動物
は、現時点では存在しない。したがって、この結果は、CGRP に対する核酸医薬の後発症状に対
する効果を検討する新規モデルを見出した点で重要な成果と考えている。 

③後発症状の身体活動性の低下にノイロトロピン®が有効である可能性を初めて示した。 

④後発症状の身体活動性の低下に CGRP 機能抑制が有効である可能性を示した。しかし、本実験

において olcegepant の投与を行ったのは CSD 誘導後 24 時間の時点であり、身体活動性の改善

が示されたのは、その 48 時間後であることを考えると、同薬の直接効果とは考えにくい。その

正確な作用機序は、今後の研究によって明らかにする必要がある。 

⑤CSD を用いた片頭痛モデルで、三叉神経節ニューロンでの CGRP mRNA 産生状態に変化が認めら

れたことは CGRP に対する核酸医薬が片頭痛に対する有効な治療戦略である可能性を示唆してい

る。また、CSD 誘導後に CGRP mRNA 産生を主体に行う細胞がより大きいニューロンにシフトした

ことは、CGRP の作用機序が paracrine から autocrine のモードにシフトすることを示唆してい

る(Eftekhari S, et al. J Pain 2013;14:1289–1303.)。そのような変化は、片頭痛発作の遅発

性増悪や再発、さらには CGRP を標的にした治療の効果の減弱につながる可能性も考えられる。

また、時間的に一致する前述の遅発性の身体活動低下との関連性についても今後の研究で検討

すべき事項と考えられる。 
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