
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４４１７

基盤研究(B)（一般）

2015～2013

蛍光タンパク発現マウスを用いた感覚系入出力における脊髄神経回路網の３次元機能解析

3D analysis of functional neural network of sensory input and output in the spinal 
cord by use of transgenic mice expressing fluorescent proteins

８０２０１３２５研究者番号：

伊藤　誠二（ITO, Seiji）

関西医科大学・医学部・教授

研究期間：

２５２９３１３７

平成 年 月 日現在２８   ６ ２３

円    14,500,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、神経系に蛍光タンパクを発現させたマウスを用いて、in vivoで皮膚刺激によ
る感覚入力を情報処理する脊髄後角の神経回路網の３次元機能解析系を多光子励起顕微鏡で確立し、解析を行った。
1回の皮膚刺激により応答する細胞が数10個同時に観察され、脊髄後角の表層では熱や機械的刺激に、深層では触刺激
に応答するニューロンが多数存在することを示し、脊髄後角ニューロンの刺激－応答図を作成した。
炎症性疼痛モデルを作製し、脊髄の神経線維上に新たなシナプスが形成され、その数が経時的に増加すること、グルタ
ミン酸受容体拮抗薬で抑制されることを明らかにした。本研究は研究計画にそって順調に進んだと考える。

研究成果の概要（英文）：　Peripheral sensory impulses produced by stimuli to the skin are transmitted to 
the spinal dorsal horn and recognized as touch and pain in the brain. In this study, we established a 
3-dimensional system of neural network in the spinal cord by two-photon fluorescence microscope and 
functionally and morphologically analyzed the network in transgenic mice expressing fluorescent proteins.
　We could observe dozens of neurons in the spinal dorsal horn in response to a stimulus to the skin and 
made stimulus-response maps. While neurons in the superficial layer responded to heat and mechanical 
stimuli, ones in the deeper layer responded to touch.
　We also revealed that synapses were newly formed on neurites in the dorsal horn in inflammatory animal 
model and that the increase in synapses was blocked by glutamate antagonists. Thus we think that the 
research plans proposed by this grant have been achieved sufficiently.

研究分野：医化学、神経科学、疼痛学
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１．研究開始当初の背景 
脊髄後角の神経ネットワーク（図１）は、

(a)末梢組織からの一次求心性線維、(b)脊髄
内で情報処理を調節する介在ニューロン、
(c)上位中枢に軸索を投射するニューロン、
(d)下行性抑制系ニューロンの線維（示さず）
で構成される。熱や機械的侵害刺激は皮下の
自由神経終末の侵害受容器を活性化し、一次
求心性線維を介して脊髄後角の二次ニュー
ロンに伝達され、閾値を越えると大脳皮質で
痛覚として認識される。反射などによる侵害
刺激からの逃避や除去とともに、痛みは消失
する。神経損傷に伴う神経障害性疼痛では、
損傷部位からの持続的侵害入力により、一次
求心性線維の細胞体が存在する後根神経節 
(DRG) 細胞での遺伝子発現の変化やその中
枢端（図１右下挿入図）でのシナプス伝達の
効率化など痛覚伝達経路に機能的、器質的変
化が生じ、さらに、脊髄後角で産生されるプ
ロスタグランジン E2 (PGE2)や一酸化窒素 
(NO) などの細胞間情報伝達物質により、中
枢性感作が生じると考えられている。 

 
２．研究の目的 

本研究ではこれまでの研究成果をさらに
発展させるため、形態観察用の蛍光タンパク 
(GFP)だけでなく機能解析用の Ca2+センサー
蛍光タンパク (YCnano) を脊髄後角の神経
細胞に発現させたマウスを用いて、末梢組織
からの感覚入力が脊髄後角の神経細胞ネッ
トワークでどのように情報処理され、上位中
枢に出力されるかを多光子励起顕微鏡を用
いて in vivo で明らかにすることを目的とし
た。 

A線維を介する触覚とAとC線維を介する
痛覚が伝達経路で明確に区別され、膠様質 
(SG) の介在ニューロンを介して触覚刺激が
痛覚を和らげるとされているが、神経障害性
疼痛では触覚刺激が痛覚となるアロディニ
アを生じる。痒みは皮膚の痒み受容器を活性
化し、脊髄後角に伝達され生じるが、痛覚と
反対に、掻くことにより痒みは収まる。申請
者らはこれまで検証する手段がなかった疼
痛研究の長年の根源的概念を解決すべく、神
経回路網を蛍光可視化できる Thy1-YFP マウ
スと多光子励起顕微鏡を駆使して脊髄後角
の形態変化（図２）を解析する系を in vivo

で確立している。 

 
本研究は感覚入力の第一中継地である脊

髄後角でどのように情報処理され、上位中枢
に伝達されるのかを明らかにするために、
(1)Ca2+センサー蛍光タンパク (YCnano) を
子宮内遺伝子導入法により脊髄後角に発現
させるだけでなく、ニューロン特異的および
興奮性あるいは抑制性ニューロン特異的 Cre
マウスと交配して標的ニューロン特異的
YCnano 発現マウスを作製するために、そのレ
ポーターマウスの作製すること 
(2)YCnano などの蛍光タンパクを発現するマ
ウスを用いて、皮膚での熱、触、機械的刺激
にCa2+応答する脊髄ニューロンとそのネット
ワークを機能的に解析して、刺激応答図を作
成すること 
(3)PGE2、グルタミン酸をはじめとする薬剤
を脊髄スライス標本に添加して、直接応答反
応を検討する一方、NMDA 受容体拮抗薬等薬剤
の刺激入力‐応答反応への影響を検討する
こと 

さらに感覚系の入力応答反応に伴う可塑
的変化を in vitro、in vivo で長期間解析で
きる疼痛研究の利点を利用して、 
(4)炎症による慢性疼痛モデル、痒みモデル
マウスを作製し、多光子励起顕微鏡を駆使し
て機能と形態の両面から時空間的に解析し、
末梢組織からの感覚系入力の情報処理機構
と神経ネットワークの可塑性を脊髄で明ら
かにすることを計画した。 
疼痛研究ではさまざまな疼痛動物モデル

系が確立されている。疼痛に伴う可塑性変化
は、分子レベルから動物個体の行動まで数時
間から１ヶ月以上の長期にわたり観察実験
が可能な点、刺激入力‐応答が in vivo で解
析できる点に学術的特色がある。従来の電気
生理学的手法では個々の細胞の性格付けは
できるが、ネットワーク全体をみることはで
きない。多光子励起顕微鏡を用いた実験では
１つの個体から数10から100個のニューロン
の刺激‐応答を同時に解析できる特色があ
る。 

in vivo で脊髄後角でのニューロン活動を
時空間的に多光子励起顕微鏡で解析する点、

図 1 脊髄後角の神経ネットワークと情報伝達 

図 2 多光子励起顕微鏡による脊髄後角像 



痛みと痒みの類似点と相違点を明らかにす
ると同時に、その相互作用を神経ネットワー
クとして解明できる点が独創的である。 

 
３．研究の方法 

脳と異なり、脊髄は呼吸や拍動により動く
ので、生きたマウス脊髄の形態変化、機能変
化を顕微鏡下で追跡することはできなかっ
た。本研究は麻酔下のマウスを、長時間、多
光子顕微鏡下に脊髄の神経回路網を観察す
る系を世界ではじめて確立した（図３）。 

マウスは神経系に特異的に蛍光タンパク
を発現する Thy1-YFP マウス、Ca2+センサー蛍
光タンパク (YCnano) を子宮内遺伝子導入
して脊髄後角に発現させたマウス、YCnano の
細胞系譜特異的に発現できるレポーターマ
ウスと脊髄ニューロン、抑制性介在ニューロ
ン特異的 Creマウスと交配して標的ニューロ
ン特異的蛍光タンパク発現マウスを作製し
て用いた。 

脊髄後角のニューロンの刺激応答は、皮膚
に熱、触、機械的刺激を加えて Ca2+応答する
脊髄ニューロンを多光子励起顕微鏡を用い
て in vivo した。さらに、露出した脊髄後角
に PGE2で直接刺激する一方、阻害薬・拮抗薬
を添加して刺激応答反応への影響をを解析
した。さらに炎症性疼痛や痒みのモデルマウ
スを作製し、神経回路網の形態と機能の両面
から感覚系入力の情報処理機構を解析した。 
 

４．研究成果 
本研究では末梢組織からの感覚入力が脊

髄後角の神経細胞ネットワークでどのよう
に情報処理され、上位中枢に出力されるかを
明らかにするために、形態観察用の蛍光タン
パク (GFP) だけでなく機能解析用の Ca2+セ

ンサー蛍光タンパクを脊髄後角神経細胞に
発現させたマウスを用いて、研究実施計画に
そって、多光子励起顕微鏡を用いた研究を実
施した。 
(1)神経特異的に YFP を発現するトランスジ
ェニックマウス (thy1-YFP ) で炎症性疼痛
モデルを作製し、神経ネットワークの変化を
形態学的に解析し、炎症直後から樹状突起上
に新たなスパイン様構造が形成されること、
炎症性疼痛モデルで多光子励起画像でシナ
プス数が経時的に増加すること、AMPA 型、
NMDA 型グルタミン酸受容体いずれの拮抗薬
でもその経時変化が抑制されることを明ら
かにした。この成果は、Matsumura et al. Eur. 
J. Neurosci. 41:987-995 (2015) に発表し
た。 
(2)子宮内遺伝子導入法を用いてCa2+センサ
ー蛍光タンパクを発現させたトランスジェ
ニックマウスを作製し、皮膚での熱、触、
機械的刺激にCa2+応答する脊髄ニューロン
とそのネットワークを多光子励起顕微鏡を
用いてin vivoで解明を行った。その結果、
多光子励起顕微鏡下に1回の皮膚刺激によ
り応答する細胞が数10個同時に観察され、
脊髄後角の表層では侵害刺激の受容として
熱や機械的刺激に応答するニューロン、深
層では触刺激による非侵害刺激に応答する
ニューロンが多数存在することを認めた。
さらに、異なる皮膚分節からの入力に応答
する脊髄後角のニューロンが数多く観察さ
れたので、体節を超えた情報伝達が行われ
ることを明らかにし、脊髄後角での刺激－
応答図を作成した。この成果は、Nishida et 
al. PLoS ONE 9: e103321 (2014) に発表し
た。 
(3)露出した脊髄後角に生理活性物質PGE2で
添加して、皮膚刺激による応答や興奮性伝
達物質の応答を修飾することを明らかにし
た。また、抑制性神経伝達物質の受容体拮
抗薬を投与すると脊髄後角の神経細胞の応
答が増大することから、皮膚刺激の上位中
枢への伝達の第1中継地脊髄後角での痛覚
伝達、大脳皮質での痛覚認識の解析の系が
確立できた。 
(4)Ca2+センサー蛍光タンパクを発現するト
ランスジェニックマウスを作製した。さら
に、脊髄後角ニューロン選択性、抑制ニュ
ーロン選択性をもつドライバーマウスとレ
ポーターマウスを交配して、それらのニュ
ーロンに選択的にCa2+センサー蛍光タンパ
クを発現するトランスジェニックマウスを
作製した。現在EP受容体サブタイプの作動
薬、拮抗薬を用いて、単独あるいはグルタ
ミン酸の反応が修飾されるニューロンの解
析をすすめている。 
以上のように本研究の所期の目的である、

皮膚刺激の上位中枢への伝達の第 1中継地脊
髄後角での痛覚伝達の神経回路網の 3次元機
能解析系を多光子励起顕微鏡で確立し、その
解析を推進した。 

図 3 多光子顕微鏡による in vivo での Thy1-YFP マウ

ス解析と得られた脊髄後角ニューロンの拡大蛍光像 



さらに、(5)脊髄後角から大脳皮質への神
経伝達経路を明らかにするために、投射ニュ
ーロンの解析も平行して行った。 
(6)痛みと痒みの伝達経路のネットワークの
違い、あるいは同一であるのかを明らかにす
るために、痒みのモデル系を立ち上げて痒み
の情報伝達機構の解析を行った。 

以上のように研究計画に沿って、順調に進
んだと考えている。 
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