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研究成果の概要（和文）：　神経障害性疼痛の発生機序に大きな役割を担うと考えられる脊髄後角内の神経可塑性を伴
う感覚情報伝達系の機能異常に焦点を絞り、in vivo脊髄標本を用いたイメージング法により体性感覚情報伝達神経回
路網の構造とその活動を経時的に同時に可視化した。In utero遺伝子導入法で蛍光カルシウムプローブタンパク質を脊
髄後角ニューロン特異的に発現したマウスニューロンの痛み刺激、接触刺激、熱刺激に対する応答を記録し、脊髄後角
内の分布を明らかにした。また、ニューロン特異的に蛍光タンパク質を発現するマウスを用いて、急性炎症性疼痛モデ
ルでニューロンの神経突起の形態学的変化が起こることをリアルタイムに明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We established in vivo calcium imaging of multiple spinal dorsal horn neurons by 
using a two-photon microscope and extracted three-dimensional neuronal activity maps of these neurons in 
response to cutaneous sensory stimulation.
 We demonstrated inflammation-induced structural changes in dendrites in the spinal dorsal horn of two 
transgenic mice, expressing yellow fluorescent protein specific to the nervous system over the course of 
several hours. Structural changes such as the formation of spine-like structures and swelling of 
dendrites were observed in the spinal dorsal horn within 30 min after the multiple-site injections of 
complete Freund’s adjuvant, a chemical irritant, to a leg; and these changes continued for 5 h.
The present study first demonstrates by in vivo two-photon microscopy imaging that structural synaptic 
plasticity occurred in the spinal dorsal horn immediately after the injection of complete Freund’s 
adjuvant and may be involved in inflammatory pain.

研究分野：神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
 神経障害性疼痛は神経を含む組織損傷後、
傷そのものが治癒後にも長期にわたり持続
する激痛とされ、多くの症例では一旦確立さ
れてしまった疼痛は様々な治療に対し抵抗
性である。この疼痛は非常に多くの生体因子
が関与し、DNA マイクロアレイ等を用いた網
羅的な研究が試みられているが、発生機序ま
で深く掘り下げることができていない。我々
の研究グループは、末梢性神経障害性疼痛は
末梢神経からの異常入力が脊髄後角のグル
タミン酸遊離→NMDA 受容体の活性化→神
経型NO合成酵素(nNOS)の活性化→神経障害
性疼痛発症・維持という機能的かつ可逆的変
化で生じるという以下の研究成果を得た。NO
産生が鎮痛薬により可逆的変化を示すとい
う興味ある結果を始点とし、第５腰髄脊髄神
経(L5)の単独切断による神経障害性疼痛モデ
ル(L5-SNT モデル)をマウスで確立しており、
数多くの遺伝子改変マウスに適用している。
その結果、神経障害性疼痛出現に①nNOS の
活性化が必要不可欠な重要条件で、その活性
化に②NMDA 受容体 NR2B サブユニットの
チロシン 1472 残基でのリン酸化、③PGE 受
容体サブタイプの EP1, EP3, EP4、④pituitary 
adenylase cyclase activating-polypeptide 
(PACAP)、⑤myristoylated alanine-rich C-kinase 
substrate (MARKS)の 159 残基でのリン酸化、
⑥nociceptin が重要な役割を担っており、さら
に⑦NO 自身が逆行性メッセンジャーとして
シナプス前終末に働き nNOS 活性にフィード
バックをかけていること、⑧その NO はシナ
プス前終末から放出される PGE2 とともにミ
クログリアの遊走を抑制すること、⑨脊髄損
傷によって脊髄後角で引き起こされる器質
的な変化の探索では、脊髄後角で radial 
astroglia が活性化することを明らかにしてき
た。しかし、いままでこれらの結果を、自発
呼吸下の個体の in vivo 標本におけるリアル
タイムな直接的な観察で検証する方法がな
かった。我々は新規に標本の深部を観察出来
る多光子励起顕微鏡下での in vivo 標本にお
ける脊髄後角の観察法、in utero 遺伝子導入
法による脊髄神経回路蛍光可視化可能なマ
ウス作製法を確立しつつある。これらの新技
術を用いれば、神経障害性疼痛に関わる感覚
情報伝達神経回路網を構成するニューロン
の形態学的変化とその活動変化を同時に高
空間・高時間分解能で可視化することが可能
となる。脊髄を摘出すること無く、これらを
観察することは今まで不可能であったので、
生体脊髄でのこの解析は神経障害性疼痛発
症維持の可塑性形成機構解明の一助となる
と考え研究を開始するに至った。 
 
２．研究の目的 
神経障害性疼痛の発生機序に大きな役割を
担うと考えられる脊髄後角内の神経可塑性
を伴う感覚情報伝達系の機能異常に焦点を
絞り、新規に確立を試みている in vivo 脊髄標

本を用いたバイオイメージング法により体
性感覚情報伝達神経回路網の構造とその活
動を経時的に同時に可視化する。興奮性と抑
制性介在ニューロンを選択的にイメージン
グして刺激−応答地図を作成する。その地図
で触覚・圧・温・冷と痛覚がどう違うかを解
析する。疼痛モデルにおいて疼痛維持の可塑
性形成に関与するニューロンの形態学的変
化と機能的変化の連関を解明する。これは触
覚のような非侵害刺激を痛覚と誤認してし
まうアロディニアがなぜ生じるかの理解の
糸口となる。 
 
３．研究の方法 
（１）標的ニューロン特異的に蛍光タンパク
質を発現するマウスの作製 ニューロン特
異的なプロモーター遺伝子を用いて細胞特
異的に発現する蛍光カルシウムプローブの
Cameleon ファミリータンパク質を脊髄に in 
utero 遺伝子導入法により導入し、脊髄腰膨
大部後角ニューロン特異的に蛍光タンパク
発現に成功した（図１）。 

（２）in vivo 標本作製法の確立 呼吸・心拍
振動ノイズ
をイメージ
ングに耐え
られる程度
に抑えるた
めに、動物
麻酔法、椎
弓削除法、
脊椎固定法
の条件検討
を行い、脊
髄ニューロ
ン観察法を
確 立 し た
（図２）。 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
（１）脊髄後角ニューロンの同定と感覚刺激
－応答地図の作成 刺激－応答地図を作成
するためにコレラトキシン Bに蛍光プローブ
を重合させたもので末梢からのトレースに
よる支配領域の可視化に成功した。また、脊
髄ニューロンの刺激応答反応を記録するた
めに、in vivo 標本に対する多光子励起顕微
鏡を用いたカルシウムイメージング法を確
立した(図３)。 

 皮膚に対して、痛み（Pinch）、接触（Brush）、
熱(Heat)刺激を行い、それぞれの刺激に反応
する脊髄後角ニューロンの同定とその脊髄
後角の位置と反応の種類の割合を明らかに
した（図４）。 

 
（２）炎症性疼痛モデル動物脊髄のニューロ
ンの形態的および機能的変化の経時的追跡 
Thy1-YFP トランスジェニックマウスを用い
た in vivo 標本脊髄後角ニューロンの多光子
励起顕微鏡による形態観察により、CFA 投与
による L5 脊髄ニューロンの経時的形態変化
の追跡に成功した。ニューロンからの神経突

起に spine 様構造の増加が投与後 60 分から
現れる事が明らかとなった（図５）。また、
神経線維上に観られる swelling が経時的に
膨大した。細胞体からのびる線維上に観られ
る構造のほかに、斑点状のシナプスマーカー
と共局在する構造が増大した。個々の個体に
おける斑点の数はばらつきが有り、リアルタ
イムに同一個体で追跡する事によりその変
化を初めてとらえる事が出来た。 

CFA により誘導されたスパイン様構造と
swelling の出現に対するグルタミン酸受容
体拮抗薬の効果を調べた。Thy1-YFP で斑点状
に観察される puncta のほとんどは抗 PSD95
抗体免疫陽性反応と共局在した。したがって、
puncta の増加はシナプスの増加に比例する
と考えられる。図６に CFA 投与による puncta
数の経時的変化を示す。各グラフのグレー線
は各個体の経時的変化を示している。A（赤
線）は 0.5 ml CFA0.5 を後肢に投与した時の
変化。B（黒線）は刺激を与えずに経時的な
変化を追跡した。C（青線）は AMPA 受容体の
阻害薬である 10 µM DNQX を含む krebs 液で
in vivo 標本の脊髄表層を浸して 15 分後に
0.5 ml CFA を後肢に投与した時の経時的変化、
D（緑）は NMDA 受容体阻害薬の 10 µM MK801
を含む krebs 液で in vivo 標本の脊髄表層を
浸して 15 分後に 0.5 ml CFA を後肢に投与し
た 時 の 経 時 的 変 化 を そ れ ぞ れ 示 す 。
AMPA/kainate 受容体および NMDA 受容体を阻



害すると spine 様構造物や swelling に変化
が無かった。また、シナプス前終末のカルシ
ウムチャンネルのブロッカーの 100µM 
gabapentin でもシナプスの数は増大しなか
った（図６E）。 
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