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研究成果の概要（和文）：咬筋/顎関節などの炎症時に生じる痛覚過敏に三叉神経脊髄路中間亜核/尾側亜核”(SpVi/Vc
)　境界領域に投射する三叉神経節ニューロンの興奮性が脳由来神経栄養因子（BDNF）によりどのように修飾を受ける
かについてIn-vitro及びIn-vivo条件下で系統的に解析した。その結果、深部組織炎症時に生じる炎症性痛覚過敏に三
叉神経節内小型三叉神経節ニューロンにおけるBDNF/trkBの産生増加が重要な役割を演ずる可能性が示唆された。した
がって、三叉神経系支配領域の炎症性疼痛に”BDNF/trkBシグナル伝達系”が治療のための新たな分子標的として有効
である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Present study investigated that the functional significance of hyperalgesia to 
the brain-derived neurotrophic factor (BDNF) tyrosine linase B (trkB) signaling system in trigeminal 
ganglion (TRG) neurons projecting to the trigeminal subnuclei interpolaris/ caudalis (Vi/Vc) transition 
region following masseter muscle inflammation under in vivo and in vitro conditions. We found that BDNF 
enhances the excitability of small &#8211;diameter TRG neurons projecting onto the Vi/Vc following 
masseter muscle inflammation. Thus, these findings suggest that ganglionic BDNF-trk B signaling is 
therapeutic targets for the treatment for trigeminal inflammatory hyperalgesia

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 三叉神経節ニューロン　BDNF　パラクリン　炎症　パッチクランプ法　免疫組織化学　電気泳動的投与
　細胞外記録
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
一般に歯科臨床における歯髄、顎関節、咀

嚼筋などの炎症時に生じる異常疼痛（痛覚過
敏,アロディニア）や関連痛などの症状発現
には三叉神経系の侵害情報伝達経路におい
て生じる可塑的変化が重要な役割を担う。特
に三叉神経脊髄路中間亜核/尾側亜核 
(trigeminal spinal nucleus interpolaris/ 
caudalis: SpVi/Vc) は口腔顔面領域の深部
組織からの情報処理とその中継核として重
要であることが示唆されている。近年、神経
細胞の生存、成長、シナプス形成など機能を
持つ神経栄養因子の一つ脳由来神経栄養因
子 （ BDNF ： Brain derived neurotrophic 
factor）が神経系の可塑的変化に重要な役割
を果たし、その機能維持に多彩な役割が注目
されている。例えば、末梢から中枢へ侵害情
報伝達に関わる一次感覚神経である脊髄後
根神経節（DRG: dorsal root ganglion） ニ
ューロンにおいて BDNF が産生され、脊髄後
角でのシナプスにおいて神経伝達/修飾物質
として放出され。その後、シナプス後膜の
BDNF 受容体(tyrosine kinase B: trkB)と結
合により、N-methyl-D-aspartae(NMDA)受容
体を介して二次ニューロンの興奮伝達を修
飾する事実が報告されている。一方、末梢炎
症/神経損傷により DRGニューロンが BDNF 産
生を増強する事実及び脊髄後角におけるシ
ナプス前終末からのグルタミン酸などの伝
達物質の放出量が BDNF などにより促通を受
けることが示されている。実際 trkB は炎症
時 に お い て 末 梢 性 お よ び 中 枢 性 に
up-regulation され、BDNF の応答を変調する
との報告もある。したがって、BDNF は侵害受
容伝達経路中で、特に一次感覚神経の興奮性
を修飾する物質として異常疼痛発現に重要
な因子であることが示唆される。 

我々は、これまでに三叉神経支配領域に
おける顎関節など炎症時の異常疼痛の発現
に神経節内で分泌される神経ペプチド
(Substance P）、サイトカイン（Interleukin-1
β）によるニューロンーニューロン間または
ニューロンーグリア細胞間のクロストーク
が重要な役割を演ずる可能性を明らかとし
てきた。最近、歯髄炎や歯髄損傷により、侵
害受容伝達に関わる小型/中型三叉神経節ニ
ュ ー ロ ン に お い て BDNF と trkB の
up-regulation が誘導され,この効果がサイ
トカインにより増強されることも報告され
ている。さらに、SpVc 領域に投射する小型三
叉神経節ニューロンの多くは BDNF 産生細胞
であることが確認されている。また電気生理
学的解析により、小型 DRG ニューロンの興奮
性がBDNFの急性投与により電位依存性Na+や
K+チャネルの変調により増強することも判明
し、糖尿病ラットにおける疼痛異常の原因で
あるDRGニューロンで生じるK+電流密度の減
少が BDNF 抗体処置により改善する事実も報
告されている。これらの知見は深部組織炎
症・損傷時において、三叉神経節内の細胞体

またはSpVi/Vcの境界領域の中枢性末端にお
いて BDNF が分泌され、イオンチャネルレベ
ルで侵害受容性TRGニューロンの興奮性を修
飾して、痛覚過敏発現に必須の役割を果たす
ことを強く示唆している。 
 
２．研究の目的 
上述のことより、咬筋/顎関節などの深部

組織から SpVi/Vc 境界領域に投射する TRGニ
ューロンの細胞体および中枢性終末におい
て 分 泌 さ れ る BDNF が 炎 症 に よ り に
up-regulation され、慢性疼痛における痛覚
過敏などの症状発現に強く関わる可能性が
推察される。現在までに SpVi/Vc 領域に投射
する三叉神経節ニューロンの興奮性に対す
る BDNF 修飾作用を in-vitroから in-vivoの
条件下で系統的に解析した研究は見当たら
ない。そこで、三叉神経支配領域の深部組織
（咬筋）から SpVi/Vc へ投射し炎症性痛覚過
敏に関わる三叉神経節ニューロンの興奮性
に対する BDNF の病態生理的役割を明らかと
するために、in-vitroと in-vivoの条件下で
行動学的、電気生理学的、免疫組織学的手法
を用いて解析を行った。 
 
３．研究の方法 
１）咬筋炎症動物と逃避反射閾値測定 
雄 Wistar ラット（BW:100-150g）を２群に分
ける．ネンブタール麻酔（45mg/Kg, i.p）し
た後、片側咬筋に、炎症群には起炎物質 CFA
（Complete Freund’s Adjuvant）を 0.05ml 
投与して、対照群には生理食塩水を同量投与
した。起炎物質投与１－2 日後、痛覚閾値は
咬筋/顎関節付近の顔面皮膚に加えた von 
Frey filaments による機械刺激による逃避
反射閾値測定により痛覚過敏の有無を判定
した。 
 
（２）咬筋支配 SpVi/Vc 境界領域に投射する
TRG ニューロンの蛍光標識 
ネンブタール麻酔（45mg/Kg, i.p）した後、
延髄背側部を外科的に露出後、微小ガラスピ
ペットに充填した蛍光色素 Microbead(MB) 
(0.05μL)を,マイクロマニュプレーターを
用 い て Vi/Vc  領 域 （ 0bex:+0.5mm, 
lateral:0.5mm, Depth:0.5mm）に注入した。
一方、咬筋には蛍光色素 0.5% Furuologold
（FG）を 10μｌを注入した。 
 
（３）免疫組織化学的解析（in vitro） 
BDNF 及び trk B の免疫組織化学 
● 凍結切片作成と免疫染色: 炎症誘導お
よび蛍光標識2-3日後のラットをホルマリン
灌流固定後，片側 TRG を取り出し，固定後，
厚さ 10μm の凍結切片を作成した。TRG 切片
をスライドガラス上に付着させ BDNF 抗体
(1:200）と trkB 抗体（希釈倍率 1:1000）に
24 時間インキュベーション後，二次抗体とし
て 励 起 波 長 の 異 な る ２ 種 の 蛍 光 抗 体
（Alexa568/647/1:1000）を反応させた. 



● BDNF, trkB 免疫陽性細胞の解析：共焦点
レーザ顕微鏡を用いて FG/MB で標識された
TRG ニューロンの細胞体の大きさ（<30μｍ：
Aδ-、C-ニューロンに相当；31-40μｍ：Aδ
-、Aβ-ニューロンに相当;>41μｍ：Aα-ニ
ューロンに相当）と BDNF 及び trkB の発現関
係を解析した。  
 
（４）TRG ニューロンのパッチクランプ法に
よる解析（in vitro） 
①ニューロンの急性分離: 蛍光標識2-3日後、
Wistarラット（BW, 100-150g）を断頭処置後、
FG注入側のTRGsを摘出した。組織は細切後、 
15-25 分、37℃、 Hank’sbalanced salt 
solution, pH  7.3) にてインキュベート、
コラゲナーゼ type XI and type II (2 mg/ml; 
Sigma-Aldrich, St. Louis, ＵＳＡ)で酵素
処理した.パスツールパイペットを用いて細
胞を機械的に分離した。 
 
② ホールセルパッチクランプ法 
蛍光励起装置を用いて FGと MBの両者に標識
されたニューロンを同定した。アンホテリシ
ンＢ（60mg/ml）を電極内液（120 mM potassium 
ethanesulphonate, 20 mM KCl, 7.5 mM HEPES  
and 2 mM EGTA (ethylene glycol-bis- β
-minoethyl ether N,N,N', N'-tetraacetic 
acid), pH 7.3 に入れ、ホールセルモードに
て実験した（抵抗：＜20M Ω）。 
 
●電流固定下での解析： 通常の細胞外液を
用いて BDNF（1-100ng/ml）投与より TRG ニュ
ーロンに膜電位変化が誘発されるか否かを
検討した（過分極パルスにより膜抵抗の変化
をモニター）。もし膜電位の変化が得られた
なら, この変化が BDNF の濃度依存性
（1-100ng/ml）を示すか否かを調べ、次にｔ
tyrosine kinase 阻害薬(K252a,10ng/ml)の
同時投与により trkB 特異的反応か否かを確
認 し た 。 ま た 、 ス テ ッ プ パ ル ス
(10-500pA/300ms)により誘発されるスパイ
ク発火頻度、持続時間, 発火閾電位の変化の
有無を解析し、最後に BDNF による変化が
K252a によりブロックされるか否かを調べ、
trkB 特異的な変化か否かを検討した。 
 
●電圧固定下での解析： 通常の細胞外液( 
155 mM NaCl, 3 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10 mM 
HEPES, and 20 mM glucose, pH 7.35)より Na
＋置換した溶液(150 mM choline chloride, 3 
mM KCl, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, and 20 mM 
glucose, pH 7.35)を用いて、２つのパルス
プロトコールを用いて膜の興奮性の変調に
関わる K＋(IA, IＫ)電流を分離して BDNF
（50ng/ml 投与により電流が変調されるか否
かを調べた。最後に BDNF による変化が K252a
によりブロックされるか否かを調べ、受容体
特異的な変化か否かを検討した。 
 
（５）TRG ニューロンの細胞外ユニット記録

法による解析（in vivo） 
① TRG 単一ニューロン活動の記録：ネンブタ
ール麻酔(45mg/Kg, i.p.)したラットを脳定
位固定装置に固定後, 吸引処置後、三叉神経
組織を露出する。TRGs にマルチバレルのガラ
ス微小電極を刺入してユニット放電を AC ア
ンプ及びデーター解析装置を用いて記録し
た。咬筋に刺入したステンレススチールの双
極刺激電極を用いて電気刺激（0.1-3ms, 
0.1-5mA, 1Hz）して応答するニューロンの神
経伝導速度をその反応潜時と刺激―記録部
位の距離より算定しニューロンタイプ（Aδ-
線維>2m/s； C-線維≦2m/s）を同定した。 
 
② 三叉神経節内BDNF電気泳動的投与の効果 
●咬筋支配 TRG ニューロンの自発放電の 
変化：伝導速度を算定したユニットに対して
自発放電の有無を確かめた後、マルチバレル
の他の電極より微細電気泳動装置を用いて
電気泳動的に BDNF（50ng/ml, 20-40s）を記
録電極近傍に投与し、自発放電が誘発される
か否かを確かめた。もし、投与電流依存性に
放電頻度が変化が誘発されたら、この反応が
trkB 特異的か否かを判定するた K252a 
(10ng/ml),の同時投与において効果の消失
を検討した。 
●咬筋領域の機械刺激に対するTRGニューロ
ンのユニット放電：咬筋および皮膚領域の機
械刺激に対して応答性に対して、電気泳動的
BDNF 投与により、興奮性増大が誘発されるか
否かを調べた。さらに侵害機械刺激（ピンセ
ット、4 N）に対する応答性についても検討
した。BDNF 投与により、変化が得られたなら、
K252a の同時投与において効果の消失を確か
める。 
③炎症群ラットのTRGニューロンの興奮性に
対する K252a の効果：ラットの咬筋に起炎物
質(CFA；Complete Freund’s Adjuvant）を
注入した炎症群ラットにおける、増強した自
発放電、咬筋への機械刺激に対する放電頻度
に対する K252a (10ng/ml)を検討した。 
 
４．研究成果 
１）行動学的解析            
起 炎 物 質 投 与 1-2 日 後 von Frey 

filaments による咬筋を覆う皮膚への機械刺
激による逃避反射閾値は対照群に比較して
有意に低下し痛覚過敏を示した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1：炎症誘導後の逃避反射の閾値の変化 



２）免疫組織化学的解析         
同側の咬筋に Fluorogold 注入し、この部位
を支配する TRG ニューロンを FG により蛍光
標識し、さらに蛍光色素 Microbead を左側
SpVi/Vc 領域腹側部に注入し、この部位に投
射する TRG ニューロンを MB により蛍光標識
した。正常対照群および炎症群ラットの FG
で標識されたTRGニューロンのおよそ半数は
MB陽性を示した（対象群44%; 炎症群：48%）。
一方、これらの細胞のうち BDNF 及び trkB 陽
性ニューロンは主に中型(<40μm)から小型
(<30μm)の TRG ニューロンに集中していた。
炎症誘発により BDNF 陽性細胞数は中型―小
型のTRGニューロンにおいて有意に増加して
いた（図２）。一方、炎症群の trkB 陽性細胞
は小型TRGニューロンにおいて有意に増加し
ていた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２:  正常群と炎群における BDNF および trkB 

免疫活性陽性 FG/MB 標識 TRG ニュ 
 
(３) パッチクランプ法による解析      
免疫組織学的解析により得られた結果を

もとに、深部組織炎症時、SpVi/Vc 領域に投
射し、炎症性痛覚過敏に関わる TRG ニューロ
ンの興奮性に対するの病態生理的役割を明
らかとするために、FG/MB で逆向性標識され
た小型、中型三叉神 TRG ニューロンの興奮性
が BDNF 投与により、どのように変調するか
について穿孔ホールセルパッチクランプ法
を用いてイオンチャネルレベルで電気生理
学的に炎症動物と比較検討した 
急性分離した TRGニュ正常対象群の TRGニ

ューロンは自発放電を持つ細胞は少数であ
ったが、炎症群のニューロンは多くの細胞で
自発放電発火を示し、その発火頻度も有意に
高い値を示した（図３）。一方、BDNF
（1-100ng/ml）投与より正常対照群および炎

症群ラットの TRG ニューロンは、入力抵抗増
加を伴う脱分極性応答を示した。正常対照群
に比べて炎症群ラットでは脱分極性応答を
示すニューロンの数が有意に多く、さらに脱
分極の振幅、それに伴うスパイク発火頻度は
有意に高い値を示した。スパイク誘発の閾値
も正常対照群に比べて炎症群ラットで低い
値を示した（図３）。炎症群は、正常に比べ
て 脱 分 極 性 ス テ ッ プ パ ル ス
（10-700pA/200ms)により誘発されるスパイ
ク閾膜電位は低く、発火頻度が有意に高い値
を示し、これらの変化は tyrosine kinase B 
阻害薬 K252a により抑制された（図４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：小型 FG/MB 標識 TRG ニューロンの興奮性に対する

BDNF の効果：正常群に比較して炎症群において

BDNF に対する感受性増大 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図４：正常群と炎症群の小型 FG/MB 標識 TRG ニューロン 

の放電頻度と閾値に対する BDNF の効果の比較 
 
(４) 細胞外記録による TRG ニューロン活動
に対する BDNF 電気泳動的投与による解析    
正常および炎症群のネンブタール麻酔し

たラットの三叉神経節にマルチバレルのガ
ラス微小電極を刺入して、ユニット放電を、



咬筋および SpVi/Vc の電気刺激に応答する A
δ-TRG ニューロンより細胞外スパイクを同
定した。正常対照群に比較して炎症群では自
発放電を持つユニットが有意に増加してい
た。炎症群においては微小電気泳動的に投与
した BDNF（10ng/ml）により自発放電頻度の
増加が誘発され, 電流依存性に放電頻度は
有意に増加した。また咬筋・周辺皮膚への侵
害刺激（von Frey hair）で誘発される放電
頻度は電気泳動的に投与した BDNF（10ng/ml）
により有意に増加し、機械刺激に対する閾値
も有意に低下していた。これらの効果は
K252a（10nｇ/ml）の同時投与により有意に
抑制された。 
 

(５) 本研究のまとめ             
● 深部組織炎症（咬筋など）により生じる
痛覚過敏発現には三叉神経脊髄路中間亜核/
尾側亜核（SpVi/Vc）領域に投射する三叉神
経節内小型―中型 TRG ニューロンの
BDNF-TrkB 産生増加が起き、BDNF の傍分泌に
よる活性化される trkB が電位依存性Ｋチャ
ネルを介するシグナル伝達系を変調させ小
型三叉神経節ニューロンの興奮性を修飾す
る可能性が強く示唆された。 
●したがって、本研究により三叉神経系支配
領域の深部組織の炎症性疼痛にBDNF-trkBシ
グナル伝達系やKチャネルが新たな分子標的
となり trkB 拮抗薬や K チャネル開口薬が治
療に有効である可能性が示唆された(図５)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５: 仮説：咬筋などの深部組織の炎症時、三叉神経

脊髄路中間亜核/尾側亜核境界領域に投射する三叉神経

節内の小型侵害受容性三叉神経節(TRG)ニューロンにお

けるBDNF/trkBシグナル伝達系の活性化が痛覚過敏を誘

導する。 
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