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研究成果の概要（和文）：知覚神経系に発現するgastrin-releasing peptide receptor (GRPR)が痒み特異的伝達分子
として見出され、痒み独自の伝達機構の解明が急速に進んでいる。我々は、リガンドであるgastrin-releasing peptid
e (GRP)に着目し、光学顕微鏡と各種先端的電子顕微鏡技法を駆使し、痒み伝達神経終末の階層的形態解析を実施した
。その結果、超微形態レベルで三次元的な痒み伝達シナプス構造の可視化に成功した。

研究成果の概要（英文）：Elucidation of the itch specific transmission mechanism advances rapidly since 
gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) has been discovered as a first itch specific mediator recently. 
We focused on the GRPR ligand, gastrin-releasing peptide (GRP), as a funcutional molecule of itch 
transmission and analyzed the hierarchical morphological analysis of itch transmission nerve terminals 
using light microscopy and various advanced electron microscope technique. As a result, the visualization 
of three-dimensional itch transmission synaptic structure succeeded at an ultrastructural level.

研究分野：神経解剖学
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１．研究開始当初の背景 
痒みは非常に不快な皮膚感覚であるが、こ
れまで痛みとの多くの類似性により、痒み特
異的分子基盤が不明であった。ここで、2007
年に gastrin-releasing peptide receptor (GRPR)
が初めて痒み特異的伝達分子として見出さ
れ、痒みの研究領域のブレイクスル－を迎え
た。以降、痒みの伝達に関わる様々な分子が
多数報告されてきたが、痒み独自の伝達機構
と神経回路について未だ不明な部分が多い。 
 
２．研究の目的 
 我々は痒み独自の伝達回路の解明を行う
上で、末梢の皮膚と中枢を繋ぐ知覚の中継地
のひとつである脊髄を研究対象領域とし、
GRPR のリガンドであるペプチドホルモン
gastrin-releasing peptide (GRP)を痒みの機能分
子として着目し、研究を実施してきた。本研
究では、光学顕微鏡、共焦点レーザー顕微鏡、
超高圧電子顕微鏡、透過型電子顕微鏡、三次
元電子顕微鏡などの各種顕微鏡を用いて、
GRPの局在、投射先の解明およびシナプス構
造の可視化による痒み伝達神経回路の解明
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)光学顕微鏡解析 
まず始めに、GRPの局在と投射先の解明を
行うために、成熟雄ラットの知覚神経系組織
（脊髄後根神経節、頸髄から仙髄までの脊髄、
三叉神経節、脳幹）を採取し、GRP および
GRPR遺伝子およびGRPタンパク発現解析を
実施した。 
 
(2)超高圧電子顕微鏡解析 

(1)で見出した GRP の投射先である脊髄に
着目し、GRPを含有する神経終末における痒
み伝達シナプス構造の可視化を行った。超高
圧電子顕微鏡は 100万ボルトの加速電圧を用
いることにより、光学顕微鏡では観察不可能
な超微形態レベルでの 3D 情報の取得を容易
にする。その中で生理学研究所に現有する超
高圧電子顕微鏡(H-1250M)は、世界でも希少
な医学・生物学研究に特化したものであるた
め、本機を研究に用いた。しかしながら、従
来の透過型電子顕微鏡で用いられているト
モグラフィー法では、マイクロメーター・オ
ーダー厚の薄切片を超高圧電子顕微鏡下、均
一に高コントラストで観察することが難し
く、3D 解析への大きな障害となっていた。
一方、最近開発された三次元電子顕微鏡のひ
とつである連続ブロック表面走査型電子顕

微鏡(SBF-SEM)を用いた解析で使用される特
殊な重金属ブロック染色法（NCMIR 法）が
ある。今回、この NCMIR 法による厚切り切
片を超高圧電子顕微鏡へ応用した。 
 
(3)三次元電子顕微鏡解析 
さらに痒み伝達シナプス構造の三次元可
視化を行うために、近年開発された三次元電
子顕微鏡のひとつである連続ブロック表面
走査型電子顕微鏡(SBF-SEM)を用いた。連続
ブロック表面電子顕微鏡法は、樹脂包埋され
た試料を数十から数百ナノメートル厚で連
続的に削りながら、その表面に現れる構造を
走査型電子顕微鏡により記録し、網羅的に試
料の三次元再構築する方法である。本研究で
はこれまで、免疫組織化学法と電子顕微鏡解
析を組み合わせてきた実績を基に、連続ブロ
ック表面走査型電子顕微鏡(SBF-SEM)を用い
て、感覚神経系における痒み特異的伝達分子
GRPの三次元微細構造再構築に取り組み、目
的分子を標識する免疫組織化学法と Mark H. 
Ellisman らの考案した NCMIR 法を組み合わ
せた技術を開発した。 
 
(4) 痒み関連分子をターゲットとした遺伝
子改変動物のキャラクタライゼーション 
本研究室で作出されたGRPR遺伝子改変ラ
ットのキャラクタライゼーションを実施し
た。 
 
４．研究成果 
(1)光学顕微鏡解析 

GRPRのリガンドであるGRPを痒みの分子
マーカーとして着目し、形態学解析を行った
結果、脊髄後根神経節のみでなく、三叉神経
節の無髄の神経細胞にも GRP の発現を認め
た。GRP発現細胞の投射先を調べた結果、脊
髄知覚神経系では脊髄後角最表層に入力し、
三叉神経知覚系では脳幹三叉神経知覚核の
うち、脊髄路核尾側亜核最表層に特異的に入
力することが明らかとなった。また、GRPの
投射先とGRPR遺伝子局在は領域の一致を示
した。これらから、GRPは身体領域の痒みの
みでなく、顔面・口腔領域の痒みの伝達にも
関与し、脳-脊髄領域において痒み感覚の伝達
に普遍的に関与することが示唆された。 

 
(2)超高圧電子顕微鏡解析 
超高圧電子顕微鏡と包埋前免疫電子顕微
鏡法を組み合わせ、感覚神経終末における痒
み伝達分子の局在の三次元微細構造解析を
実施した。これまでの染色法ではシグナル以



外の構造物が不明瞭であったが、今回、高い
コントラストが得られる NCMIR 法を超高圧
電子顕微鏡に応用し、1 ミクロン程度の準超
薄切片においても、明瞭な神経ネットワーク
およびシナプス構造の可視化に成功した。脊
髄後角において、GRP免疫陽性終末は連続し
た数珠状構造を呈し、従来想定されてきたよ
りも多くのポストシナプス構成要素と複雑
な痒み神経ネットワークを形成しているこ
とをより効率的に明らかにすることが可能
となった。 
 
(3)三次元電子顕微鏡解析 
連続ブロック表面走査型電子顕微鏡

(SBF-SEM)に、これまで確立してきた免疫電
子顕微鏡法を応用し、痒み伝達神経終末の三
次元超微形態解析を実施した。その結果、免
疫組織化学法、重金属染色法、試料作製法の
改良を試み、脊髄後角における痒み伝達神経
終末の三次元観察が可能となり、セグメンテ
ーションを実施し、三次元再構築を行った。
GRP で標識される神経終末はいくつもの膨
らみが連続する数珠状構造を示し、膨らみの
部分に GRP 免疫陽性およびミトコンドリア
の集積が見られた。また、痒み伝達神経終末
に対するポストシナプスの構成要素の解析
を行い、樹状突起・細胞体・有芯性小胞を含
む神経終末・グリア細胞などの多数の構成要
素によるシナプスの被覆がみられた。従来の
電子顕微鏡法による脊髄後角神経ネットワ
ーク解析から得られる情報は二次元的であ
ったため、今回の三次元構造解析の結果から、
多数の構成要素によるシナプス構造が見出
された。このうち、想定していたよりもグリ
ア細胞による痒み伝達シナプスの被覆の割
合が多かったため、このグリア細胞の由来を
同定するために、各グリア細胞の特異的マー
カーを用いて、新たな構造解析を実施してい
る。 
 
(4) 痒み関連分子をターゲットとした遺伝
子改変動物のキャラクタライゼーション 

GRPR 遺伝子改変ラットの脳と脊髄におけ
るGRPR発現ニューロンの局在について赤色
蛍光シグナルを指標に解析した。その結果、
GRPR 発現が報告されている脳・脊髄の各領
域において RFP 陽性ニューロンを多数観察
した。また、脊髄後角 GRP 受容体発現細胞
は脊髄後角最表層から中枢に投射する
Neurokinin 1受容体と局在が異なることが示
唆された。これを受け、現在 GRP 受容体発
現細胞の投射部位の解析を実施している。 

 
以上から今回行った一連の先端的電子顕
微鏡技法は分子を標識するのみでなく、痒み
の情報伝達という機能を関連づける「機能形
態解析」の発展に繋がるイメージング技術だ
と考えられる。 
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