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研究成果の概要（和文）：痛覚過敏や慢性疼痛は、脊髄や脳内の神経可塑性に加えて、グリア細胞が重要な役割を担っ
ている。しかし、いろいろな病態となって現れる痛みが、脊髄や脳内の神経細胞やグリア細胞にどのような興奮パタン
で表現されているかは全く不明である。そこで本研究では、ニポウディスク型共焦点レーザー顕微鏡で脊髄細胞や脳細
胞個々の発火をin vitroとin vivoで多数同時に高速にイメージングし、痛覚過敏などがどのように表現されているか
を明らかにすることを試みた。

研究成果の概要（英文）：For the induction of hyperalgesia and chronic pain, glial cells, in addition to 
neuronal plasticity in the spinal cord and brain, plays an important role. However, pain appears in 
different pathologies, and it is quite unclear how pain is expressed by excitation patterns in neurons 
and glial cells in the spinal cord and brain. In this study, we tried to record excitation of multiple 
cells simultaneously in the spinal cord and the brain in vitro and in vivo by using a Nipkow disk 
confocal laser microscope, and to clarify how pain such as hyperalgesia is expressed in the cellular 
activities.

研究分野： 神経情報処理
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１．研究開始当初の背景 
 
 痛覚過敏や慢性疼痛は、脊髄や脳内の神経
可塑性に加えて、グリア細胞が重要な役割を
担っていることも明らかになってきた。しか
し、いろいろな病態（表象）となって現れる
痛みが、脊髄や脳内の神経細胞やグリア細胞
にどのような発火パタンで表現されている
のかは全く不明である。 
 
 研究代表者と連携研究者は、現在までに、
電位感受性色素で染色した切片標本からの
神経興奮伝播の高速高解像度イメージング
法を確立し(Science 1994, Brain Res 1998)、
痛覚信号伝播が適当な条件刺激により可塑
的に変化（長期増強、抑圧）することを見出
し(Euro J Neuroci 1999, J Neurophysiol 
1999, 2000)、痛覚過敏には末梢から脳への
痛覚信号を中継する脊髄後角領域でのシナ
プス可塑性が関与している事を示している
（J Neurosci 2004, Eur J Neurosci 2006, 
Science 2003, 2006）。また、扁桃体中心核
でも痛覚過敏によって神経可塑性が生じる
ことを明らかにし(Brain Res 2010)、さらに
最近、脊髄シナプスの可塑性にグリア細胞が
関与している可能性を示唆する研究成果を
報 告 し て い る (Eur J Neurosci 2007, 
Molecular Pain 2007, Neurosci Res 2009)。 
 
2010 年にはニポウディスク型共焦点レーザ
ー蛍光顕微鏡を研究室に設置し、脊髄切片の
グリア細胞の活動を多数同時に記録するこ
とに成功し、神経因性疼痛と炎症性疼痛にそ
れぞれミクログリアとアストロサイトが介
在していることを示している(2011 年神経科
学学会、疼痛学会等で発表)。研究代表者は、
近年、人工神経回路網の振る舞いを明らかに
する研究も開始し、神経活動をシステム論的
に理解する方法を会得している(IEEE Trans 
Syst Man Cybernet 2008, 2009, 2011 等)。
また、研究分担者は、in vivo でパッチクラ
ンプ記録を安定的に長時間行う方法を開発
し、痛覚系の解析をシナプスレベルで行い多
数の論文を著している。 
 
 近年、脳機能を非侵襲でイメージングする
方法として、PET、NIRS、脳波計、fMRI、MEG
などが開発され、痛覚系の解明にも盛んに応
用されている。これらの手法では、中枢での
賦活部位を明瞭に特定できるが、その分解能
は㎜のオーダーであり、細胞個々の活動を記
録することは不可能である。一方、視覚系や
聴覚系、海馬などでは、マルチ電極や種々の
光学的計測法によって、多数の細胞の発火を
同時に計測し、信号の伝達経路などが明らか
にされている。さらに、多数の細胞が結果的
にどのようなシナジー効果をもたらすかに
ついての数理的な解析も多い。しかし、現在
までのところ、痛覚系では多数の神経細胞の
同時記録による研究は殆ど行われていない。 

 
痛覚系では、痛覚過敏や慢性疼痛などの病

態が、神経細胞のみならずグリア細胞も含む
多数の細胞のシナジーによって発生してい
るので、多細胞から同時に記録し、その間の
シナジーを明確に表現する事は緊急の課題
である。それは、神経生理の観点のみならず
臨床への第一歩としても意義深い。 
 
２．研究の目的 
 
関節炎や癌性疼痛時等に生じる過敏化(痛

覚過敏)や持続的な痛み(慢性疼痛)の緩和方
法の開発が急務とされている。これらは、痛
覚刺激を受け取る末梢の病巣が原因ではな
く、その信号を脳へ中継する脊髄や脳内の神
経結合あるいは、信号伝達効率の変化(神経
可塑性)によって起きるとされている。さて、
感覚情報は脳内細胞の発火の時空間パタン
によって表現(符号化)されている。確かに、
神経可塑性が痛覚過敏などの原因の一つで
あるとしても、痛覚や痛覚過敏などが脊髄や
脳内細胞の発火パタンにどのように表現さ
れているかは全く不明である。そこで本研究
では、共焦点レーザー顕微鏡で脊髄細胞や脳
細胞個々の発火を多数同時に高速で記録し、
痛覚過敏などがどのように表現されている
かを明らかにし、また適当な経皮的刺激等に
よる修飾や鎮痛を試みる。 
 
３．研究の方法 
 
ニポウディスク型共焦点レーザー蛍光顕

微鏡を用いて、まず、in vitro で、ラット脊
髄切片後角浅層領域にある多数の神経細胞
の発火やグリア細胞の興奮を同時に３次元
的に高速・高解像度で記録する。入力線維に
適当な痛み刺激を与えることで生じた神経
細胞の発火やグリア細胞の興奮パタンを記
録し、それが神経可塑性を誘発する条件刺激
によって、どのように変化するかを数理的に
解析する。つぎに、in vivo で、共焦点顕微
鏡の対物レンズを脊髄後角表面、あるいは、
大脳体性感覚野や辺縁系表面にセットし、多
数の神経細胞の発火やグリア細胞の興奮を
同時に記録し解析する。上記の実験は、炎症
性疼痛モデルラットと神経因性疼痛モデル
ラットでも行い、正常ラットとの違いを明確
にする。さらに、痛覚過敏や慢性疼痛で生じ
る神経興奮パタンを正常なパタンに引き込
むような鎮痛性を持つ条件刺激の探索を行
う。 
 
４．研究成果 
 
(1)in vitro 計測：脊髄水平切片 
 マウス（2～3週令）の脊髄腰仙膨大部分後
角の水平切片（500mm）を用い、カルシウム
蛍光指示薬（Fluo-4 AM）にて染色し、共焦
点レーザー顕微鏡下で後角表層の細胞の自



発発火を計測した。 
記録できた細胞はアストロサイトである

ことが以下の結果から推察された。まず、細
胞外 K+濃度を下げると Ca++応答が増大した。
ま た 、 ア ス ト ロ サ イ ト 阻 害 薬
L-2-Aminoadipic Acid の投与で Ca++応答が
消失した。さらに、アストロサイトで産生分
泌されるたんぱく質 S100の抗体で免疫染
色したところ、Ca++応答を示す細胞と同様の
形態の細胞が染色された。 
 このようなアストロサイトの自発発火計
測画像から、各細胞の蛍光強度変化を波形と
して取り出し、それぞれの相関係数を計算し
た。その結果、相関係数が 0.5 以上の強い相
関を持つ細胞があることが判った。それらの
強い相関を持つ細胞同士を線で結ぶことに
より、Ca++信号が伝播していく様子が図示で
きた。 
 より深層の細胞をイメージングすべく、レ
ンズその他を交換するなどの試行を行った。
しかしながら、焦点深度よりもむしろ白質な
どによる蛍光強度の減衰によって表層以外
の細胞の記録はできなかった。 
 
(2) in vitro 計測：脊髄横断切片 
 坐骨神経結紮による神経因性疼痛モデル
マウス（Peripheral Nerve Injury, PNI）と
完全フロイントアジュバント（Complete 
Freund's adjuvant, CFA）による炎症性疼痛
モデルマウスから作成した脊髄横断切片
（500µm）を Fluo-4 AM で染色し、脊髄後角
浅層で発火する細胞を記録した。 
 ATP を Puff 投与すると、発火する細胞数は
PNI で有意に増加したが CFA では増加したも
のの有意ではなかった。ミクログリアの阻害
薬 minocycline の投与で PNI の発火は 70%以
上減少したが、CFA には影響を与えなかった。
一方、アストログリアの阻害薬とされる
L-alpha-aminoadipate（L-α-AA）は効果が
無かった。 
そこで PNI モデルマウスを使い、ATP を還

流投与したときに、結紮側（同側）と正常側
（対側）で発火がどのように変化するかを調
べた。ATP 投与前には結紮側の自発発火をす
る細胞は少ないが、ATP の投与後には対側よ
りも自発発火をする細胞が有意に多く見ら
れた。発火の振幅や持続時間も増大した。し
かし、これらの細胞間の相関は殆んど見られ
なかった。 
より深部の細胞をイメージングして、表面

と深部の細胞の発火の相関を検討すべく、レ
ンズその他を交換するなどの試行を行った。
しかし、単に焦点深度の問題のみではなく、
線維などによりイメージが鮮明に撮れない
問題があり、表面付近以外の細胞の記録はで
きなかった。 
 
(3) in vivo 計測:下丘背側皮質 
 in vitro での実験や数々の試行の結果、
Fluo-4 AM による染色と共焦点レーザー顕微

鏡による計測の組み合わせでは、組織の表層
（～50µm）の細胞しか鮮明にイメージングで
きないことが判ってきた。しかし、in vivo
で細胞活動をイメージングすることは必ず
成し遂げたい事項である。そこで、神経細胞
が表層に存在している感覚を処理する脳部
位として下丘に着目し実験を試みた。 
 下丘は全ての脳幹聴覚神経核からの上行
線維が収束する場所で、各神経核で抽出され
た音情報が最初に統合される場所と考えら
れている。また、聴覚以外の体性感覚や眼
球位置など multimodal な情報を受け取り
感覚情報を統合する場と考えられている。
下丘皮質は 3層からなり、最も厚い第 3層は
音刺激に対する応答性があることが確立し
ているが、最も薄い第 1層は電極記録が困難
であるため、音刺激に対して応答するのか不
明であった。 
 マウスでは、頭頂間骨を除去すると下丘が
露出するため、Fluo-4 AM による染色と共焦
点レーザー顕微鏡による、多数の細胞からの
同時イメージングが適用可能と考えられる。
そこで、まず第一歩として、下丘皮質第 1層
の細胞の音刺激応答特性について検討した。 
 麻酔導入後頭皮を除去、アルミ製リングを
瞬間接着剤で接着して頭部を固定し、頭頂間
骨に開けた小孔から下丘背側皮質に Oregon 
Green BAPTA-488 AM を注入し、細胞を標識し
た。対側耳に様々な音刺激を行いながら、共
焦点レーザー顕微鏡を用いて20fpsで脳表面
から20-40µm下の領域に存在する多数の細胞
の蛍光強度変化を計測した。 
 計 162個の細胞が音刺激に対して蛍光強度
変化を示した。このうち 150 個の細胞が広帯
域ノイズに対して強い応答性を示した。142
個の細胞は4.5-55Khz間の純音に応答したが、
そのほとんど（106 個）が 5.9-10.3KHz とい
う、マウスの可聴域からみて極めて低い周波
数に対して最大の応答を示した。周波数-音
圧受容野は様々であるが、約 30%の細胞では
V 字型の受容野を示した。同一視野内の細胞
について、2 つの細胞間の距離と、蛍光強度
変化特性の類似性に弱い相関があった。また、
内側領域にもトノトピー構築が存在してい
ることを示唆する結果も得られた。 
 下丘皮質第 1層は Te2領域から強い下行性
投射を受け、視床 posterior intralaminar 
nucleus と peripeduncular nucleus に投射す
る。これらの領域は multimodal であること
が知られており、多感覚統合における低い周
波数の音の重要性を示唆している。 
 今回は、入力として単純な音刺激を用いた
が、現在、多様な体性感覚情報に対する応答
についても検討中である。 
 
(4) in vivo 計測の今後 
 Fluo-4 AMによる染色と共焦点レーザー顕
微鏡による計測の組み合わせは、表層の細胞
のイメージングにはきわめて強力な手法で
あることが明らかになり、有効な結果も得ら



れた。ニポウディスク型共焦点レーザー顕微
鏡は視野が広く広範囲に分布している細胞
から同時記録できる。顕微鏡の焦点深度自身
は 100µm以上はあるので、深部の細胞のイメ
ージが明瞭でないのは蛍光強度が弱いこと
にあると考えられる。そこで、現在、2 種の
遺伝子改変マウスを飼育して実験を開始し
ている。Thy1-GCaMP3 マウスと GAD67-GFP マ
ウスで、予備実験によると、これらから作成
した切片では、細胞が極めて強い蛍光を発す
ることが判った。現在、これらを用いた in 
vivo 実験を進めているところである。 
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