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研究成果の概要（和文）：本研究では，細胞内のどこで痛みが生じるかの理解を目的として，培養した感覚神経
細胞に対する高精度な電気計測手法の開発を行った．結果，これまで計測が困難であった，跳躍伝導と呼ばれる
現象の空間的な伝搬パターンの電気計測に世界で初めて成功した．また，痛みの信号が発生する原因となる，細
胞が刺激に対してより過敏に応答する現象である感作状態を計測チップ上で再現できた．以上の成果は，痛みが
どこで発生するかの理解に向けた基盤技術を開発できたという点で重要である．

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a electrical measurement method with high 
spatial resolution for cultured sensory neurons toward understanding where pain occurs within cells.
 As a result, we successfully measured the spatial propagation pattern of a phenomenon called "
saltatory conduction" for the first time. Additionally, we were able to mimic the sensitization, 
which is the cellular hypersensitivity response that serves as the cause of pain signal generation, 
on the measurement chip. These findings are significant in terms of developing fundamental 
technologies for understanding where pain originates.

研究分野：生体医工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で計測された跳躍伝導の空間的な伝搬パターンを計測することで，染色や組織の観察によって脱髄が観察
されるより早く，ミエリン鞘が変性する現象である脱髄による機能低下を発見できる可能性がある．よって，脱
髄疾患を早期に診断したり，進行機序を理解したりするうえで重要な技術となり得る．また，今回計測できた感
作状態をより詳細に調べることで，通常は痛いと感じないレベルの信号で痛みが発生する現象の理解につなが
る．これらの技術は，新たな治療法の開発や，薬剤を作る際のアッセイシステムとして有効である．

※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。
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１．研究開始当初の背景 

痛みは体内の異常を知らせる重要な信号であるが，過剰な痛みや慢性的な痛みは生活の質を
著しく低下させる．感覚神経細胞の興奮によって起こる神経障害性疼痛に限っても，有病率は先
進国で全人口の 7-10%程度とされ [1]，高齢化の進行に伴ってさらに上昇する可能性が高い．末
梢神経障害に起因した疼痛は，感覚神経細胞の末梢側の軸索終末，軸索，および細胞体での変化
が原因となり，過剰な興奮や刺激に対する反応性上昇により発生する． 

これまでに各部位における痛み情報の発生機序は解明されつつあるが [2]，対症療法を除いて
有効な治療法は見つかっていない．原因として，末梢神経系における痛みの発生が複数の部位が
関係する複雑な反応であるのに対して，痛みの信号の発生を細胞体に対する電気計測により判
断していたことが挙げられる．複雑な反応であることを考慮すると，より空間分解能の高い計測
法を用いて，どこから活動が生じ，どのように伝達されるかを計測することが望ましい．しかし，
直径が数m と細い軸索に対する高い空間分解能での計測は技術的に困難であった． 

 

２．研究の目的 

本研究では，マイクロデバイスを用いて，疼痛が起こる様々な条件下の感覚神経細胞における
サブ細胞レベルでの興奮発生部位・機序の解明を目指す．さらに，発生した興奮が細胞内で統合
され中枢へと伝達される様式を明らかにし，様々な機序をカバーする疼痛モデルの構築により
新治療法開発への貢献へとつなげる．研究にあたり，サブ細胞レベルでの活動計測を行うための
計測技術の開発，脱髄による痛みを対象とするために有髄神経線維の形成，および活動が少なく
通常は計測が困難な感覚神経細胞の効率的な計測プロトコルの確立が重要と考えた．本研究で
は，上記 3 点について研究に取り組んだ． 

 

３．研究の方法 

（1）細胞の取り出しと有髄軸索の形成 

ミエリン鞘が形成された有髄線維を得るために感覚神経細胞とシュワン細胞を採取し培養し
た．具体的には，ラット胎児より感覚神経細胞の細胞体がある後根神経節(dorsal root ganglion, 

DRG)を採取し酵素処理により分散した．分散後の神経細胞およびシュワン細胞を培養皿もしく
は計測チップ上に播種した．培養液として先行研究に報告した組成[3]を用い，ミエリン鞘の形
成を促進するために培養 6 日目からアスコルビン酸を添加した．試料は操作時以外は CO2イン
キュベータ内に静置し，1 週間に 2回半量の培養液を交換した． 

ミエリン鞘が形成されたことを確認するために，免疫組織化学染色および透過型電子顕微鏡
を用いた観察を行った．免疫組織化学染色では，試料をパラホルムアルデヒドで固定し，細胞膜
の可溶化およびブロッキング処理を施した．その後，ミエリン鞘を対象とした抗 MBP 抗体や
Naチャネル対象とした抗 panNav 抗体を用いて染色を行った．蛍光観察のため，蛍光標識した
二次抗体を利用し，倒立型の顕微鏡を用いて観察した．透過型電子顕微鏡による観察についても，
固定，包埋，薄切といったプロセスを経たのち，試料を観察した． 

 

（2）軸索の信号の検出 

計測には 2 万 6 千点の電極が配置された Maxwell Biosystems 社の高密度電極アレイ(HD-

MEA)を用いた．HD-MEA による計測では，同時に 1000点ほどの電極から信号を計測できるた
め，細胞の信号を検出できるアクティブな電極を選択する必要がある．一般に，Activity scanと
呼ばれる機能を用い，走査的に全電極を短時間計測した後，検出された信号の振幅や回数を基準
として電極を選択する．また，軸索の信号を検出するためには，細胞体の活動でトリガをかけ，
周囲の電極の信号を加算平均する Axon assay と呼ばれる計測法が用いられる．DRG の感覚神
経細胞は，自発的な活動が少なく，刺激により活動を誘発しても 1 分程度で活動が止まること
が知られている．そこで，光遺伝学の技術を用いて DRG に光応答性を付与し，光刺激により一
定の頻度で発火させることとした．DRG にアデノ随伴ウイルスを用いて ChR2-GFP を発現さ
せ，GFP の蛍光信号を基に光刺激を印加する細胞を選択した．各細胞に対して，0.5 Hzの頻度
で単回のパルス刺激を印加し，その応答を計測した． 

 

（3）電極の選択手法 

Activity scan で効率よく電極を選択するためには，対象とした細胞がある程度の頻度で長期
的に活動を続ける必要がある．しかし，前述のとおり DRG の活動頻度は低く，自発活動を用い
た場合 Activity scan では効率的に電極を選択できないことが想定された．加えて，薬理応答の
計測の際は，細胞に対して前述の光刺激を印加することは望ましくない．そこで本研究では，生
きた神経細胞に取り込まれる蛍光色素である NeuO を添加し，蛍光信号を基に神経細胞の位置
を検出し電極を選択した．Activity scanと NeuO でそれぞれの電極を選択し，薬理刺激に対す
る応答が得られた電極の数を基準として，本手法の有効性を評価した． 

 



 

 

（4）末梢性感作の誘発 

感覚神経細胞は，炎症などの刺激により，特定の刺激に対する感受性が上昇する現象である感
作状態となることが知られている．感作は慢性痛の発症にも重要であると考えられており，HD-

MEA を用いた系においても検出できることが望ましい．そこで，前述の電極選択を行った後，
感覚神経細胞に対してカプサイシンを添加し，感作を引き起こす前後でカプサイシンに対する
応答の変化を比較した．カプサイシンの応答評価には，添加後 1 分間の発火数を指標として用
いた． 

 

４．研究成果 

（1）培養系における有髄線維の形成 

培養 1か月における感覚神経細胞を免疫
組織化学染色で可視化した．図 1に結果を
示す．図 1AはMBPでミエリン鞘，panNav

でミエリン鞘の間にできる Na チャネルの
クラスタを染色した結果です．MBP 陽性
の部分の間にpanNav陽性のドット上の構
造が観察され，ミエリン鞘とランビエ絞輪
が形成されたことが示された．さらに，ミ
エリン鞘の端部に発現する接着タンパク
質 Caspr と panNav が交互に発現する様
子も見られた(図 1B)．以上から，ミエリン
鞘が形成されたことが示唆された． 

2 か月程度培養した試料について，培養
底面に垂直に薄切し TEM を用いて観察し
た．観察結果に疑似カラーを施した結果が
図 2である．ミエリン鞘はないものの軸索
がシュワン細胞によって束ねられた様子
(Bundle) ， 形 成 途 中 の ミ エ リ ン 鞘
(Myelinating) ，完成したミエリン鞘
(Compact myelin)が観察された．完成した
ミエリン鞘について拡大したところ，10以
上の層が形成されたことが観察され，成熟
した状態であることが示唆された．軸索の
直径とミエリン鞘まで含めた直径の比で
ある G-ratio を計算したところ，生体内で
一般的に観察される値と同様であった． 

以上の結果より，細胞培養系において，
感覚神経細胞の軸索に対して成熟したミ
エリン鞘を形成させる方法を決定できた． 

 

（2）跳躍伝導の計測 

HD-MEA を用いてミエリン鞘を形成
させた試料から軸索の伝導を検出した．1

つの感覚神経細胞から，合わせて 10mm

を超える長さの軸索が検出された．代表
的な結果を図 3 に示す．図 3 は上から，
伝導の遅れ，伝導速度，および計測された
信号の振幅を示す．伝導速度について，早
い部分と遅い部分が交互に観察され，速
度の遅い部分では振幅が高い傾向があっ
た．これは，ミエリン鞘が形成され，ミエ
リン鞘の間に Na チャネルが集積した状
態と矛盾がない．また，早い区画は 2.0m/s

程度の速度であり，数値計算の結果から
も跳躍伝導が発生していたことが示唆さ
れた．加えて，数は少ないが免疫染色で観
察したミエリン鞘の位置と，電気活動か
ら検出された早い部分の位置が一致した
場所が見られた．以上より，HD-MEA を
用いて多点電極による電気計測から，跳
躍伝導の検出に成功したと結論付けた． 

 
図 1 ミエリン鞘に対する染色結果． 

 

 
図 2 ミエリン鞘の TEM観察像． 

 
図 3 検出した軸索の特性． 



 

 

（3）電極選択の効率化 

計測前に感覚神経細胞を検出するため
に，生きた状態の神経細胞を染色できる
NeuO を用いて蛍光観察を行った．NeuO

による観察と，同じ視野で固定後に免疫組
織化学染色を行った結果を図 4 に示す．図
4 上段は NeuO と，神経細胞の細胞核のマ
ーカーであるNeuN陽性部分の重ね合わせ
像である．NeuN 陽性の部分の周囲に
NeuO の信号が見られることより，感覚神
経細胞に対してもNeuOの染色が有効であ
ることが示された．また，NeuO で染色さ
れた神経細胞は，カプサイシンの刺激を受
容する TRPV1 やサブスタンス P を受容す
る NK1R といったタンパク質を発現して
おり，感作の誘発実験に適切であることが
示唆された．NeuO の信号から電極を選択
した結果，Activity scan を用いた場合と比
較して 5 倍程度の電極から有効な活動を検
出できた．以上から，発火頻度が低く，発
火が一定でない神経細胞の計測において，
NeuO を用いた染色が有効であることが示
された． 

 

（4）感作の検出 

 感覚神経細胞の感作状態を検出するため
に，感作を誘発することで知られるサブス
タンス P を添加し，カプサイシンに対する
応答を計測した．結果を図 5に示す．図 5A

はサブスタンス P 添加前後でのカプサイシ
ンに対する応答の比較である．添加後のデ
ータを示す赤色の線は，添加前の黒色と比
較して高い値をとり，サブスタンス P によ
ってカプサイシンに対する応答が増加した
ことが示された．加えて，サブスタンス Pを
受容する NK1R に対する阻害剤を添加した
条件で同様の実験を行ったところ，サブス
タンス P の効果は見られなかった(図 5B)．
よって，生体内と同様に，サブスタンスが
NK1R を介してカプサイシンに対する応答
性を上昇させたことが示唆された．以上か
ら，培養系で HD-MEA を用いて感作状態を
検出することに成功した． 
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図 4 感覚神経細胞の染色画像． 

 
図 5 カプサイシンに対する応答． 
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