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研究成果の概要： 
 分界条床核外側核のCREBの作用をアデノウイルスを用いてdominant negativeに抑制すると、

雌性特異的な痛み反応が消失した。A10 領域からのドーパミンニューロン投射は性差があり、

雌性の方が多いが、分界条床核外側核のドーパミン分泌には性差がなかった。この部位にドー

パミン受容体拮抗剤を局所投与すると雌性のみ、痛み反応が増強された。以上の結果から、分

界条床核外側核は、雌性特異的な痛み反応に関与していることが推測された。 
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１．研究開始当初の背景 

 

 ホルマリンテストは二相性で、初期５分は

ラットは激しく痛がり（第一相）10−15 分間

はいったん痛みがおさまる（中間相）。そし

て第二相の痛みが発現してきて約 1時間、持

続する。そして、この中間相にこそもっとも

明確な性差が存在し、雌性の方が痛覚過敏で

ある。少なくともエストロジェン依存性の反

応であるこは推測されていたが分子基盤は

全く不明であった。その機序を知る目的で

CREB のリン酸化された状態を特異的に認識

する抗体で免疫組織をしたところ、エストロ

ジェン依存性に、かつ、中間相特異的、かつ、

雌性ラットにおいてのみ分界条床核外側核

に pCREB が発現することが明らかとなった。 



 
２．研究の目的 
 
 我々は、分界条床核外側核に、雌性特異的

かつエストロジェン依存性に誘導される

pCREB が、ホルマリンによる痛み誘発侵害刺

激においていかなる役割を果たすかを明ら

かにするために、（１）pCREB 発現とホルマリ

ンテストの関係を dominant negative に抑制

する CREB の変異体、mCREB を分界条床核外側

核にアデノウイルスを用いて発現させるこ

とにより調べる。また、（２）どのような神

経細胞が pCREBを発現しているのかを調べる。

次に、ドーパミン系を中心に、いかなる機序

で分界条床核外側核に pCREBが発現するのか

を明らかにする。具体的には、（３）ドーパ

ミンニューロンは A10領域のどこから投射さ

れてくるのか、それに性差はあるのか、（４）

分界条床核外側核のドーパミン分泌に性差

はあるのか、（５）分界条床核外側核へのド

ーパミン受容体拮抗剤局所投与のホルマリ

ンテストに及ぼす影響、を調べる。 
 
３．研究の方法 
 
（１）pCREB 発現を dominant negative に抑

制する CREB の変異体（mCREB）を組み込んだ

アデノウイルス（AV-mCREB-His-tag）、およ

び対照としてβGalのみを組み込んだAV-βGal

は、山梨大学有田先生より提供を受ける。脳

定位手術により分界条床核外側部に、

AV-mCREB-His-tag、もしくは AV-βGal を投与

し、2 週間後に実験に用いる。まず高架式十

字迷路で、ラットの不安状態を検討する。次

に、ラットの右後肢足底部に 2％ホルマリン

溶液 50 μl を皮下投与する。その後 60 分間、

痛み行動（足あげ反応）を観察する（ホルマ

リンテスト）（２）pCREB を発現する分界条床

核外側核ニューロンの同定はまず DARPP32に

焦点をあて、調べる。（３）ドーパミンニュ

ーロンは A10領域のどこから投射されてくる

のか調べる。7-8 週齢の雄性ラットおよび発

情前期雌性ラットを用いて、脳定位手術によ

り、分界条床核外側部に 4% Fluoro-Gold（UV

により青色に励起される逆行性標識物）溶液

1 μl を投与し、48 時間後に致死量のペント

バルビタールを投与して脳を環流固定する。

免疫組織化学により、抗チロシン水酸化酵素

（TH、DA ニューロンのマーカー）抗体を用い

て A10 領域の DA ニューロンを ABC 法により

染色する。TH は Cy3（オレンジ色）で蛍光標

識する。（４）マイクロダイアリシス法を用

いて、連続的に分界条床核外側部のドーパミ

ン分泌のホルマリンテストにおける変化と、

その性差について検討する。（５）分界条床

核外側核へのドーパミン受容体拮抗剤局所

投与のホルマリンテストに及ぼす影響を調

べるために、雄性ラットおよび発情前期雌性

ラットの分界条床核外側核に薬物投与用の

ステンレスパイプを、脳定位手術により留置

する。手術侵襲より回復の後、ドーパミン D1

受容体拮抗剤（SCH23390）、もしくは D1 受容

体刺激剤を留置パイプより 0.5 μl を投与し、

30 分後にホルマリンテストを行う。 

 
４．研究成果 
 
（１）pCREB発現をdominant negativeに抑制

するCREBの変異体（mCREB）を組み込んだ

AV-mCREB-His-tag、対照としてAV-βGalを、脳

定位手術により分界条床核外側部に投与し、

2週間後に実験に用いた。高架式十字迷路を

5分間行い、不安状態を調べたが、性差に影

響はなかった。上記の観察の24時間後に、

ラットの右後肢足底部に2％ホルマリン溶

液50 μlを皮下投与し。その後60分間、痛み

行動（足あげ反応）を観察した（ホルマリ

ンテスト）。その結果、雄性ラットでは、

ホルマリンテストに影響を及ぼさなかった



が、雌性ラットの場合、mCREBを投与した群

は、雄性の群と痛み行動に差がなくなり、

従って、痛み行動の性差は、この領域のCREB

が担っていると考えられた。（２） 
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