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研究成果の概要（和文）：神経絞扼性モデル動物では、温冷水を用いた行動実験では、水への接

触の影響が出た。マウス足底皮下への DiI 注入後数週間で脊髄後根神経節細胞まで DiI は輸送

された。足底に分布する培養神経細胞では、カプサイシンへの反応性から TRPV1 を発現した細

胞の頻度は比較的少なかった。皮膚と内臓へ分布する神経では、TRPV1 の関与と酸に反応する

イオンチャネルも異なることが示唆された。最近 TRPA1 阻害が神経原性炎症を抑制することが

報告され、TRPA1 の神経分泌能への関与が示唆される。 
 
研究成果の概要（英文）：Behavior tests, which study on hypersensitivity to thermal 
stimulation, have indicated the effect of water in CCI model. Primary afferent neurons 
innervated to mouse hind-paw were labeled and discriminated by using DiI. Capsaicin 
sensitivity of hind-paw neurons suggested that TRPV1 might have relatively little 
contribution for nociception and neurogenic inflammation. Recently, TRPA1 inhibition was 
reported to reduce neurogenic inflammation, which suggests that TRPA1 might be involved 
in neuroendocrine in primary afferents. 
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１．研究開始当初の背景 
 神経障害性疼痛モデルにおける痛覚過敏
については数多くの報告がなされ、痛覚過敏
における末梢侵害受容器の感作の関与は明
らかとされている。そこで、侵害受容神経が
感作された場合、神経伝達物質の分泌能も亢
進することが考えられる。しかし、神経障害
性疼痛モデルはもとより、ほかの疼痛モデル

にいても、神経伝達物質の分泌能を指標とし
た、侵害受容神経の機能解析における研究は、
まだ進められていなかった。 
 応募者はこれまで、炎症性物質が、侵害受
容器を感作することを明らかにした。つまり、
ブラジキニン（J Neurophysiol 2002）や、
セロトニン（J Neurosci 2004）が、侵害受
容器にあるカプサイシン受容体の感受性を
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増し、温熱痛覚過敏・自発痛（体温で興奮）
を引き起こす機序になりうることを示唆し
ている。末梢神経の過敏性が、炎症性痛覚過
敏の病態となっていることは明らかである
が、神経障害性疼痛に関しても、検討してい
きたいと考えていた。 
 そのようななか、応募者は外来診療中に、
神経障害性疼痛の代表的疾患のひとつであ
る三叉神経痛の患者において、処置時に激し
い痛みを伴う顔面のフラッシュ（血管拡張）
を観察した。侵害受容神経は、痛覚を伝える
だけでなく、神経伝達物質を放出し、神経原
性炎症を引き起こす機能も持ち合わせるこ
とを考えると、フラッシュのメカニズムの一
つに末梢神経分泌能の亢進が関与すること
が疑われる。すなわち、三叉神経痛（神経障
害性疼痛）では、末梢神経機能（神経伝達物
質分泌）亢進をきたしているのではないかと
推察した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、侵害受容神経の神経伝達物質
分泌能に着目し、培養一次感覚神経細胞と病
態モデル動物を用いた基礎研究により神経
障害性疼痛のメカニズムを解明することを
目的とする。神経障害性疼痛のモデル動物に
は、坐骨神経を結紮する CCI（ chronic 
constriction injury）モデルを使用する。
すなわち、侵害受容に関わる受容体・イオン
チャネルが感作されることにより神経興奮
性が増大するのと同時に、神経分泌能も亢進
しているのではないか？と考え、この仮説の
検証を行う。 
 
３．研究の方法 
足底皮膚・筋に分布する神経の同定  
 麻酔下において、実験動物の足底部分に、
DMSO で溶解した dicarbocyanine dye DiI を
２７Ｇ針を用いて 2μｌ注入する。DiI が脊
髄後根神経節細胞まで逆向性輸送されるま
で、１週間程度待つ。１週間以降に脊髄後根
神経節（Ｌ４－６）を取り出し、コラゲナー
ゼ、トリプシン処理後、神経細胞を単離培養
し、細胞体に逆向性軸索移動した DiI を特殊
フィルターを用いた顕微鏡下で観察し、足底
部分に分布する一次求心神経を同定する。電
気生理学的実験はラベルされた神経からの
み行う。応募者はすでに特定の臓器（消化管）
に分布する感覚神経の同定方法を用いた実
験系は確立しており（Sugiura et al., J 
Neurosci 2004, 24(43):9521-30, J Neurosci 
2005, 9;25(10):2617-27）、これを応用する。 
 
パッチクランプ記録 
 皮膚侵害受容器における痛覚受容に関わ
る受容体・イオンチャネルの性質、神経の興
奮性を明らかにする。応募者は、侵害受容に

関わるイオンチャネルの中でも、カプサイシ
ン受容体（Sugiura et al., J Neurophysi 2002, 
88(1):544-8, J Neurosci 2004, 
24(43):9521-30）と酸感受性イオンチャネル
(Sugiura et al., Neurosci Lett 2003, 
23;350(2):109-12, J Neurosci 2005, 
9;25(10):2617-27)に興味を持っているため、
神経障害が加わった後の皮膚一次求心神経
におけるそれらのイオンチャネルの薬理学
的性質を調べる。応募者の所属する麻酔・危
機管理学講座には、すでに独自のパッチクラ
ンプ記録のセットアップを保有しており、電
気生理学実験は現在稼動中である。可能であ
れば、記録後、細胞をフォルマリン固定し、
侵害受容に関わる蛋白質の発現を免疫染色
法で行い、記録した神経細胞のキャラクター
を調べる。イオンチャネルの検討には電位固
定法を用い、神経興奮性の実験には電流固定
法を用いる。 
 
SP,CGRP の発現様式の検討 
 神経障害性疼痛モデル動物の神経興奮性
の増大が電気生理学的実験で検証できたの
ち、神経伝達物質分泌能の亢進を検証する。
SP や CGRP の神経伝達物質の発現量変化を調
査する。侵害刺激を行った後の変化や、神経
障害性疼痛モデルにおける反応性の増大を
捉える。 
 
疼痛行動学的検討と足底温度検査  
 今回購入予定のサーモグラフィーを用い
て、足底の温度変化を調べる。同時に、疼痛
閾値などの行動学変化も捉える。次に、神経
障害性疼痛モデル動物において、熱・機械・
化学刺激に対する閾値がどのように変化す
るか調べ、さらにサーモグラフィーを用いて、
刺激に対する足底の温度変化を捉え、コント
ロールと比較検討する。 
（１）機械刺激； VFH フィラメントで閾値
を測定 
（２）温熱刺激； 温水・冷水を用いる 
（３）化学刺激； カプサイシンを投与 
 
４．研究成果 
 神経損傷の機序は様々考えられるが、今回
の研究では神経絞扼モデルを採用した。ラッ
ト大腿中央部あたりで坐骨神経をクロム処
理された糸で緩く絞扼すると、神経障害性疼
痛が観察される。行動学実験において、CCI
ラットは、安静時の自発痛や熱痛覚過敏が観
察された。温度覚には TRP ファミリーの受容
体が関与していることが考えられ、その中で
も TRPV1が熱痛痛覚過敏に関与する可能性が
ある。温度の行動実験では温水、冷水に足を
付ける方法で実験を行ったが、温度に反応し
ているのではなく水に付けることで反応し
ていることも考えられ、ホットプレートや、



 

 

ペルチエ素子を用いた冷温板の開発も必要
と考えられた。 
 電気生理学的手法を用いて、神経の興奮性
すなわち、皮膚侵害受容器における痛覚受容
に関わる受容体・イオンチャネルの性質を明
らかにすることを目的に実験を進めてきた。
パッチクランプ記録法を用いて、イオンチャ
ネルの開口変化の検討には電位固定で、神経
興奮性の実験には電流固定でおこなった。こ
れまで侵害受容に関わるイオンチャネルの
中でも、カプサイシン受容体と酸感受性イオ
ンチャネルの薬理学的性質を調べており、さ
まざまな代謝型の受容体を介して興奮性を
増すことがこれまでに分かってきた。 
 逆向性染色法を用いた特異的な感覚神経
の同定では、実験動物の足底に DiIを注入後、
数週間の移動の時間を設けて、脊髄後根神経
細胞を取り出し、イオンチャネルの反応性を
検討した。足底の神経支配を考え、第４，５
腰椎神経を選択した。顕微鏡下で、DiI を含
んだ培養神経細胞が確認され、これまで腸
管・内臓神経で行った手法が、皮下への注入
でも可能であることが確認できた。電気生理
学的実験では、足底を神経支配していると考
えられる培養神経細胞において、侵害刺激で
ある酸とカプサイシンへの反応を調べた。こ
れまで研究していた消化管を支配している
一次感覚神経細胞と反応性が異なり、カプサ
イシンに対して反応する一次感覚神経細胞
が少なかった。カプサイシン１μM への反応
性から、TRPV1 の分布は相対的に少ない可能
性が考えられる。pH3-6.5 の酸への反応性も、
電流の反応パタンからは異なるイオンチャ
ネルが関与していると考えられたが、イオン
チャネルの同定にはできていない。 
 TRPV1 の反応性について評価していたが、
研究期間中に他の研究室から一次感覚神経
に分布する TRPA1 を阻害することで、皮膚の
神経原性炎症を抑制し、脊髄での神経情報伝
達の調節に関与する可能性が報告された。
TRPA1 は TRP ファミリーに属する受容体で、
TRPV1 が侵害熱・カプサイシンに対して反応
する一方、冷受容器の他、マスタードオイル、
シナモンなどの化学物質に対して反応する
受容体として考えられている。したがって冷
温の研究を行うべきであった。 
 SP と CGRP が同一神経の神経終末および細
胞体にあることは、すでに免疫染色法で示さ
れており、さらにそれらの神経は血管に分布
していることも報告されている。Acta 
Physiologica Scandinavica  Volume 130, 
Issue 1, pages 33–40, 1987 そこで新たな研
究手段として、組織中の微少濃度を測定する
微小透析法を用いて、組織中の CGRP や SP の
濃度を定量的に測定することを試みた。しか
しながら、微小環流の段階で、検体サンプリ
ングが確立できなかった。侵害受容神経の神

経伝達物質分泌能を直接測定でき、動的にも
定量できる方法であったが、技術的な限界と
考える。 
 神経分泌能の指標の一つに血管拡張を考
えている。ドップラー血流計・サーモグラフ
ィーを用いた侵害受容神経の興奮性の検討
では、侵害受容神経の神経伝達物質分泌機能
の評価を、血管拡張を指標として行った。カ
プサイシン刺激によりドップラー血流計で
とらえられる血流量増加を確認できている
が、プローブのサイズが実験動物には大きす
ぎるため、また変化量が少ないため、サーモ
グラフィーでの測定方法での検討を行った。
サーモグラフィーは、今回購入した遠赤外線
カメラ（ARTCAM-320）を使用して検討した。
サーモグラフィー解像度は十分と考えられ
るが、実験動物の小ささと固定が問題となっ
た。 
 
●研究成果のまとめ 
（１）神経絞扼性神経障害性モデル動物では、
温冷水を用いた温熱痛覚過敏の検討では、水
への接触の影響が出る 
（２）足底皮膚へ分布する神経細胞の同定方
法として、DiI を用いた逆行性染色法が確立
された。マウス足底皮下への注入後数週間で
脊髄後根神経節細胞まで DiI は輸送される。
顕微鏡下で、特殊フィルターを用いて容易に
同定できる。 
（３）足底に分布する神経細胞を急性培養し
て行った電気生理学的実験では、カプサイシ
ンへの反応性から、TRPV1 を発現した細胞の
頻度は比較的少ない。皮膚と内臓へ分布する
神経では、TRPV1 の関与が異なることが示唆
される。 
（４）足底に分布する神経細胞を急性培養し
て行った電位固定パッチクランプ実験では、
酸を投与した場合に観察された電流反応パ
タンから、内臓神経とは異なるイオンチャネ
ルの関与が示唆される。 
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