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研究成果の概要（和文）：機能性胃腸症モデルにおける胃の痛みに副腎皮質刺激ホルモン放出因子受容体CRF2が
関与するメカニズムを明らかにするために、ストレスによって胃の痛覚過敏を引き起こす動物モデルでのCRF2関
連の分子局在や、胃の痛覚へのinterlukin 6の関与を調べた。ストレスによる胃の痛覚過敏は、CRF2の拮抗薬に
よって抑制され、胃粘膜でCRF2の発現が亢進していた。さらに、胃の痛覚過敏はinterleukin 6 拮抗薬で抑制さ
れることから、ストレスではCRF2が活性化され、interlukin 6が作用し、胃の痛覚亢進を引き起こすことが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Functional dyspepsia (FD) is a common gastrointestinal disorder associated 
with persistent or recurrent upper gastrointestinal tract symptoms such as pain without any obvious 
pathological changes. 
Repeated water avoidance stress (WA-S) produced gastric hyperalgesia, with no obvious lesions in the
 gastric mucosa. Gastric hyperalgesia was inhibited by CRF and CRF2 antagonists, suggesting their 
involvement in gastric hyperalgesia observed after application of stress. Gastric hyperalgesia was 
inhibited by IL-6 neutralizing antibody. Immunofluorescence staining demonstrated CRF, CRF2, 
urocortin (Ucn)1, and Ucn2-positive cells in the gastric mucosa. CRF2-positive cells increased after
 WA-S, compared to sham stress. CRF2 and Ucn2 were expressed in the mast cells in the gastric 
mucosa.
CRF2 plays an important role in gastric hyperalgesia produced by stress. CRF2 signaling may be a 
useful therapeutic target for functional dyspepsia.

研究分野： 疼痛学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
機能性胃腸症は頻度が高く、社会的、医療経済への影響が大きい。ストレスによって病変が見られないにもかか
わらず胃の痛覚が亢進する動物モデルを確立したことは、機能性胃腸症の研究を促進することが期待される。こ
れまで過敏性腸症候群での結腸の痛覚亢進にはCRF1の関与が示唆されてきたが、胃ではCRF2が関与しており、過
敏性腸症候群とは異なるメカニズムと治療法の検討が必要となってきた。また、CRF受容体が痛覚を亢進するメ
カニズムはこれまで不明であったが、本研究ではじめて、IL-6の関与を明らかにした。今後CRF関連の分子に加
え、IL-6が機能性消化管障害の治療の標的として有用であることを示すことができた。

※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 
（１）機能性消化管障害、機能性胃腸症 
 痛みや不快感など消化管に起因する症状を呈するものの器質的病変、生化学的所見が明らか
でないものは機能性消化管障害とよばれ、上部消化管症状を呈する機能性胃腸症(Functional 
Dyspepsia:FD)や下部消化管症状を呈する過敏性腸症候群(IBS)がある。機能性胃腸症は頻度が
高く成人の 15-20%が経験しているが、原因が明らかで無いため有効な治療法が無く、また、潰
瘍や悪性腫瘍など器質性の疾患との鑑別も必要であることから、そのメカニズムを明らかにす
ることは重要である。過敏性腸症候群では CRF やその関連ペプタイドである urocortin1, 
2(Ucn1, 2)がそれらの受容体 CRF1, 2 を介して結腸の運動や痛覚の変化に関与しているとの報
告がある。機能性胃腸症についても胃の運動と知覚の異常が関係していると考えられるが、その
病態生理は十分には解明されていない。 
（２）胃の痛みの動物モデルの開発と胃潰瘍、胃炎の痛覚過敏に関与するメディエイターの解析 
 我々はこれまで、胃の痛みの動物モデルを開発し、胃の急性の痛みには大内臓神経が関与して
いることを明らかにした(Ozaki et al., 1999, 2001)。また胃炎や胃潰瘍を作成した動物では胃の
痛覚過敏が見られ(Ozaki et al., 2002)、末梢の知覚神経の電位感受性ナトリウムチャネルが興奮
性を増していることを明らかにした(Bielefeldt, Ozaki, Gebhart 2002ab)。また、神経成長因子
が胃潰瘍の組織に発現し(Ozaki et al., 2002)、電位感受性ナトリウムチャンネルの興奮性を亢進
させ(Bielefeldt, Ozaki, Gebhart., 2003)、潰瘍で見られる胃の痛覚の亢進に関与していることを
明らかにした。 
（３）機能性胃腸症モデル動物の開発と CRF2 の関与 
 我々は、ストレスに暴露するとラットの胃に痛覚過敏が引き起こされ、機能性胃腸症の動物モ
デルとしての有用性を報告し、このモデルで見られた痛覚過敏はCRF1拮抗薬では抑制されず、
中枢神経に移行しない CRF2 拮抗薬で抑制されることを示した。さらに、胃粘膜では CRF、
Ucn1, 2 及び CRF2 が発現していることを見出してきた。このことから機能性胃腸症で見られ
る胃の痛覚の亢進には胃粘膜の CRF2 が関与している可能性がある。過敏性腸症候群のモデル
動物では結腸の痛覚や運動に亢進に CRF1 が関与し、CRF2 は逆に鎮痛に働くとの報告があり
(Taché and Million, 2015)、胃と腸とでは痛覚に関与する CRF 受容体が異なる可能性がある。 
（４）Urocortin-CRF 受容体シグナリング 
CRF2 の活性化が直接、知覚神経の興奮性に関与する報告は無いので、治療薬を開発するために
は、CRF2 の活性化が胃の痛覚を亢進するメカニズムの解明が重要である。結腸では、CRF1 の
活性化は肥満細胞の脱顆粒を促し、分泌されたヒスタミン、トリプターゼ、PGE2、NGF が、知
覚神経の感作を引き起こすことが報告されている。また CRF1 拮抗薬と IL-6 中和抗体の投与は、
ストレスによる結腸の痛覚亢進を抑制することが報告されている(Buckley et al., 2014)。CRF2
の活性化については報告が少ないが、結腸において炎症性サイトカインである IL-8、monocyte 
chemoattractant protein 1(MCP-1)の発現を促すとの報告がある。また大動脈の平滑筋におい
て、COX2 を介して IL-6 の発現と分泌を促す報告(Kageyama et al., 2006)がある。IL-6 は知覚
神経を直接感作することが知られているので、我々は、ストレスによる胃の痛覚の亢進に、CRF2
の活性化が、IL-6 の発現分泌を介して知覚神経を感作しているのではないかとの仮説を立てた
(図 C)。 
 
２．研究の目的 

本研究では、我々が開発しているストレスによる胃の痛覚過敏の動物モデルを用い、CRF2 受
容体を介した胃の痛覚の亢進の分子メカニズムを解析することで機能性胃腸症のメカニズムを
明らかにし、効果的な治療法を開発につなげることを目的としている。 
ストレスによる胃の痛覚の亢進に CRF2 が関与するメカニズムを明らかにするため、CRF や

関連ペプタイド urocoritin1, urocortin2, そしてこれらの受容体である CRF1 や CRF2 の胃壁
での発現細胞や分布などの発現様式やストレスによる発現量や発現様式の変化を詳細に調べる
必要がある。 
また、本モデルで研究を進めていく上で、本モデルがヒトの機能性胃腸症の病態を良く反映し

ているかの検討も必要である。 
そのうえで、他の組織で CRF2 を介して発現の亢進や分泌が報告されている炎症性サイトカ

インとして IL-6 の働きを拮抗薬の投与で抑制し、胃の痛覚が抑制されるか調べ、ストレスによ
る胃の痛覚の亢進に IL-6 が関与しているか調べる。また、IL-6 を発現している細胞を同定し、
ストレスでその発現量が変化するか調べ、またこれらの細胞がCRF2を発現しているか調べる。
CRF2 の活性化によって発現・分泌される炎症性サイトカインが胃の知覚神経の興奮性を増し、
胃の痛覚の亢進につながるという我々の仮説を検証する。また痛覚の亢進に関わる CRF 受容体
が胃と異なると考えられる結腸や、痛覚系全体への影響を調べるため、ストレスによる結腸や皮
膚の痛覚の変化を調べ、CRF2 や炎症性サイトカインの役割を調べる。 
 



３．研究の方法 
機能性胃腸症動物モデルで、CRF 受容体である CRF2 の活性化が胃の痛覚過敏を引き起こすメ

カニズムを明らかにするために、CRF や関連ペプタイド urocoritin1, urocortin2, urocortin3 そ
してこれらの受容体である CRF1 や CRF2 の胃壁での発現細胞や分布などの発現様式やストレ
スによる発現量や発現様式の変化を免疫組織化学的に詳細に調べる。 
本モデルで研究を進めていく上で、本モデルがヒトの機能性胃腸症の病態を良く反映してい

るかの検討するために、痛覚以外の胃の運動量や排出量の解析も進める。 
さらに、CRF2 の活性化で発現や分泌が亢進する可能性がある IL-6 などの炎症性サイトカイン

を拮抗薬で抑制し、胃の痛覚過敏への関与を調べる。つぎに痛覚過敏に関与する炎症性サイトカ
インの胃での発現を調べ、ストレスで変化しているか調べる。 
（１）CRF2 の活性化が痛覚亢進に関わるメカニズムの解析 
我々はラットに water avoidance stress (Bradesi et al., 2005）を毎日 2 時間、10 日間加

えるとストレス後に胃の痛覚が亢進し、この痛覚亢進には CRF2 が関与していることを見出した
(Kozakai, Ozaki et al., 2016)。CRF2 が直接知覚神経の興奮性に関与するメカニズムが不明な
ので、CRF2 の活性化が痛覚亢進に関わるメカニズムを明らかにするため、以下の項目について
調べる。 
①ストレスによる胃の痛覚過敏への IL-6 などの炎症性サイトカインの拮抗薬の効果 
ラットの胃をバルーンで伸展したときの内臓運動反射を僧帽筋の筋電図の変化として記録し

たものは胃の痛覚を反映することを我々は報告している(Ozaki et al., 2002)。これまでの実
験で、ストレスを加えると胃の痛覚が亢進し、CRF2 拮抗薬(Astressin 2B)は、亢進した胃の痛
覚を抑制し、痛覚亢進への CRF2 の関与が示されている。胃については報告が無いが、CRF2 の活
性化で、大動脈平滑筋では IL-6 の発現と分泌を(Kageyama et al., 2006)、結腸上皮では IL-8
や monocyte chemoattractant protein 1(MCP-1)の発現を亢進するとの報告がある(Im, 2015)。
そこで、IL-6 などの炎症性サイトカインに対する拮抗薬を投与したときの、胃の痛覚亢進への
効果を調べることで、これらの炎症性サイトカインの胃の痛覚への関与を調べる。 
② 胃粘膜での炎症性サイトカインの発現とストレスによる変化 
①の実験で、胃の痛覚過敏への関与が明らかとなった炎症性サイトカインが胃粘膜で発現し

ているかどうか調べる。また発現しているとしたら、どの細胞か免疫組織学的に調べる。胃壁の
平滑筋、胃粘膜の肥満細胞や大食細胞など炎症性細胞、胃粘膜上皮細胞などに発現しているか調
べ、肥満細胞や、大食細胞については、細胞に対するマーカーと二重染色を行うことで、炎症性
サイトカインを発現している細胞を同定する。また、炎症性サイトカインを発現している細胞が
CRF2 を持っているか、免疫多重染色で調べる。さらに、ストレスによって炎症性サイトカイン
を発現する細胞が増えていないか、CRF2 の発現の仕方に変化が無いか調べる。 
（２）ストレスによる胃の痛覚亢進に関与する CRF2シグナルの解析 
①これまでの実験で CRF2の拮抗薬は、ストレスによって亢進した胃の痛覚を抑制したので、CRF2
はストレスによって亢進した胃の痛覚亢進の維持に関与していることが明らかとなっている。
CRF2 を活性化するメカニズムを明らかにするために、CRF や関連ペプタイド urocoritin1, 
urocortin2, urocortin3 そしてこれらの受容体である CRF1 や CRF2 の胃壁での発現細胞や分布
などの発現様式やストレスによる発現量や発現様式の変化を免疫組織化学的に詳細に調べる。 
②ストレスによって痛覚を亢進する内因性のリガンドの探索 
ストレスによって CRF2 を活性化する内因性のリガンドを明らかにする。CRF2 のリガンドとして
は、Ucn1 や Ucn2、Ucn3 があるので、これらを投与したときに、ストレスで見られた胃の痛覚亢
進が再現できるか調べる。 
（３）反復水回避ストレスによって胃の痛覚が亢進する本モデルが、機能性胃腸症モデルとして
有用かどうか、胃の痛覚に加えて、胃の排出遅延を測定して評価する。また、本モデルで見られ
る胃の痛覚の亢進が、内臓に限局するものか、全身の痛覚に及ぶものか調べるために、体性痛と
して足底の皮膚の痛覚を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）反復水回復ストレスによって胃の痛覚が亢進するモデルの機能性胃腸症モデルとしての
妥当性。 
①1 日一時間の水回避ストレスを 10 日間加えると、胃の痛覚が亢進した。しかし、1 日のストレ
スでは胃の痛覚は亢進しなかった。ストレスは動物モデルによって痛覚の亢進や抑制など報告
によって様々であるが、本モデルでは 10 日の反復投与が痛覚の亢進を引き起こすことがわかっ
た(Fig. 1A, B, C)。このとき、胃粘膜には組織学的にも肉眼的にも病変は見られなかった(Fig. 
1D)。 
②10 日間のストレスを加えても、対照群と比べて体重(Fig. 1E)や摂餌量(Fig. 1F)に明らかな
変化はなかった。 
③胃内容の排出遅延を、ストレス後の胃内の固形食物残渣の量や、あらかじめ胃内に投与したペ
レット（amberlite pellet assay）の十二指腸への排出量で測定したが、ストレス後に胃に残っ
たペレットの量は、ストレス群で 42.3±16.7%、対照群で 48.8%±4.8%、胃内の固形食物残渣の量
は、ストレス群で 7.1±0.6%、対照群で 7.9%±0.5%で変化はなかった。本モデルでは明らかな胃内
容排出遅延は見られなかった。 



④体性痛の変化として、足底の皮膚の痛覚を調べたところ、足底でも機械刺激に対する逃避行動
を起こす閾値が低下しており、本モデルでは皮膚の痛覚の亢進も見られることがわかった。 
（２）ストレスによる胃の痛覚亢進に関与する CRF2シグナルの解析 
①ストレスによる胃の痛覚亢進に関与する CRF 受容体 
ストレスによる痛覚の亢進は、CRF1 と CRF2 両方に働く拮抗薬（αhelical CRF）(Fig. 2A)と、
末梢性の CRF2 特異的拮抗薬(Astressin 2B)(Fib. 2C)で抑制されたが、末梢性の CRF1 特異的拮
抗薬(Antalarmin)(Fib. 2B)では全く効果がなく、本モデルによる痛覚の亢進には CRF1 ではな
く CRF2 が関与していることが確認された。 
②ストレスによる胃の痛覚亢進に関与する CRF2 の内因性アゴニストの解析 
ストレス時に痛覚の亢進に関与する CRF2 の内因性アゴニストを検索する目的で、ストレス時の
血中の urcortin2 の量を EIA で測定したが、変化は見られなかった(Fig. 5)。 

また、無処置の動物に Ucn2 の単発投与を行ったが、有意な変化は見られなかった。 

③CRF 関連ペプタイドと受容体の胃粘膜での発現様式とストレスによる変化。 
胃粘膜に発現する CRF(Fig. 3A, G, Fig. 4A)や urocortin1(Fig. 3B, H, Fig. 4B)、urocortin2(Fig. 
3C, I, Fig. 4C)の陽性細胞は、ストレスでも変化はなかったが、CRF2 受容体を発現する細胞は
増えていた(Fig. 3E, K, Fig. 4D)。また CRF2(Fig. 3F, L)やそのリガンドである Ucn2(Fig. 3D, 
J)は肥満細胞に発現していた。肥満細胞はストレスでは増えなかった。また、CRF2 を発現する
肥満細胞も増えていなかった。ストレスで増えていた CRF2 陽性細胞は、肥満細胞以外の細胞、
たとえば大食細胞などが考えられ、さらなる解析が必要である。CRF ならびに、CRF2 は粘膜
固有層の結合組織性の細胞に加え、胃粘膜上皮細胞にも発現していた。Urocortin1、urocortin2
は胃粘膜上皮には発現しておらず、結合組織性の細胞にのみ発現していた。 
（３）ストレスによる胃の痛覚過敏への IL-6 の関与 

①ストレスによる胃の痛覚過敏への IL-6 の拮抗薬の効果 

ストレスによる胃の痛覚は、IL-6 中和抗体の投与で有意に抑制された(Fig. 2D)。IL-6 は胃の痛

覚亢進に関与していると考えられた。 
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