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研究成果の概要（和文）：野生型、TRPV1ノックアウト、TRPV4ノックアウト、およびTRPV1V4ノックアウトマウ
スを用いて種々の侵害刺激に対する中枢神経系の活動性をFosタンパクもしくはFosBタンパクを指標に定量評価
した。また、環境中の有害物質に対する逃避行動を比較した。急性侵害刺激モデルにおける視床下部室傍核の活
動性にTRPV1が、術後疼痛モデルにおける脊髄後角III-IV層の活動性にTRPV1およびTRPV4が関与する可能性が示
唆された。慢性侵害刺激(多発関節炎)による脊髄後角I-II層の活動性や環境中の有害物質(揮発ホルマリン)に対
する逃避行動にTRPV1およびTRPV4の明らかな関与を認めなかった。

研究成果の概要（英文）：We investigated Fos protein or FosB protein expression as markers of 
neuronal activity in the central nervous system after various nociceptive stimuli in wild type, 
TRPV1 knockout, TRPV4 knockout, and TRPV1V4 knockout mice. We also evaluated flight reaction against
 volatilized formalin in these mice. The results suggested that TRPV1 is involved in neuronal 
activity in the PVN after acute nociceptive stimuli. In the postoperative pain model, it is 
suggested that TRPV1 and TRPV4 are involved in neuronal activity in laminae III-IV of the dorsal 
spinal cord. There was no relevance between TRPV1/TRPV4 and FosB protein expression in laminae I-II 
of the dorsal spinal cord after chronic nociceptive stimuli caused by type II collagen antibody 
induced arthritis. Moreover, there was no difference among flight reaction of these mice against 
volatilized formalin.

研究分野： 整形外科

キーワード： 視床下部　侵害刺激　脊髄　ノックアウトマウス　Fos　FosB　TRPV1　TRPV4
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
急性・慢性疼痛の受容・調節に関わる生理的
メカニズムおよび生体防御反応のメカニズ
ムを解明することは重要である。近年、非選
択的陽イオンチャネルである TRP(transient 
receptor potential)チャネルが、疼痛刺激
(侵害刺激)の受容に大きく関与することが
明らかとなっている。TRP チャネルは 7 つの
サブファミリーに分類され、侵害刺激には
TRPA、TRPV、TRPM などのサブファミリーが関
与していると考えられている。この中で、最
も研究が進んでいるのが TRPV サブファミリ
ーである。このサブファミリーに属する
TRPV1 は一次感覚神経の無髄 C 線維や有髄 A
δ繊維に発現しており、ポリモーダル受容器
として機能している。また、同じく TRPV サ
ブファミリーに属するTRPV4も一次感覚神経
に発現するポリモーダル受容器と考えられ
ている。侵害刺激により一次感覚神経で発生
したシグナルは脊髄後角ニューロンを活性
化させ、その後、脊髄視床路などを上行して
視床、視床下部、および大脳辺縁系などを活
性化させる。また、侵害刺激により、種々の
生体防御反応や抗炎症反応といった生理的
応答が惹起される。しかしながら、TRPV1 や
TRPV4 が関与する侵害刺激の種類、TRPV1 や
TRPV4 が侵害刺激後の中枢神経系の活動性に
どの程度関与しているか、またそれらが環境
中の有害物質に対するセンサーとして機能
しているかなど、TRPV1 および TRPV4 と侵害
刺激の受容との関連には未だ不明な点が多
い。 
２．研究の目的 
本研究では、TRPV1 および TRPV4 の種々の侵
害刺激に対する中枢神経系の活性化や環境
中の有害物質に対する逃避行動への関与を
検討することを目的とした。具体的には、野
生型(WT)マウス、TRPV1 ノックアウト
(Trpv1-/-)マウス、TRPV4 ノックアウト
(Trpv4-/-)マウス、および TRPV1V4 ノックア
ウト(Trpv1-/-v4-/-)マウスを用いて、種々の
侵害刺激に対する中枢神経系の活動性およ
び環境中の有害物質に対する逃避行動を定
量評価して検討することを目的とした。 
３．研究の方法 
(1) 急性侵害刺激モデルを用いた検討 
 実験動物は、成熟雄性のWTマウス、Trpv1-/-

マウス、およびTrpv4-/-マウスを用いた。急性
侵害刺激モデルとして片側の後肢足底に0.5%
ホルマリン液を10μL皮下注射し、対照群には
9%生理食塩水を10μL皮下注射した(各群6匹)。
注射後90分で灌流固定を行い、脳および脊髄

を摘出しホルマリン固定した。厚さ30μmの
視床下部室傍核(PVN)、視床室傍核(PVT)、内
側手綱核(MHb)、扁桃体中心核内側部(CeM)、
扁桃体中心核外包部(CeC)を含む脳切片、第4
腰髄(L4)レベルの脊髄後角I-II層を含む脊
髄切片を作成した。最初期遺伝子の遺伝子産
物であるFosタンパクに対する免疫組織化学
的染色法(IHC)で活性化したニューロンを可
視化し、各領域におけるFosタンパク陽性細
胞数を計測して比較した。 
(2) 慢性侵害刺激モデルを用いた検討 
 実験動物は、成熟雄性のWTマウス、Trpv1-/-

マウス、Trpv4-/-マウス、およびTrpv1-/-v4-/-

マウスを用いた。慢性侵害刺激モデルとして
抗II型コラーゲン抗体(CA)の腹腔内投与に
よる抗コラーゲン抗体誘発性関節炎(CAIA)
モデルを作成し、対照群としてWTマウスの9%
生理食塩水腹腔内投与群を設けた(各群3-4
匹)。投与3、5、および7日後の関節炎スコア
(合計0-16点)を計測し、投与7日後に灌流固
定を行い脊髄を摘出しホルマリン固定した。
厚さ30μmのL4レベルの脊髄後角I-II層を含
む脊髄切片を作成した。最初期遺伝子の遺伝
子産物であるFosBタンパクに対するIHCで活
性化したニューロンを可視化し、各領域にお
けるFosBタンパク陽性細胞数を計測して比
較した。 
(3) 術後疼痛モデルを用いた検討 
 実験動物は、成熟雄性のWTマウス、Trpv1-/-

マウス、およびTrpv4-/-マウスを用いた。各
マウスにおいて、術後疼痛モデルとして汎用
されている片側後肢足底切開モデルを作成
し、対照群としてWTマウスの無処置群を設け
た(各群5匹)。処置後2時間で灌流固定を行い、
脳および脊髄を摘出しホルマリン固定した。
厚さ30μmの視床下部室傍核(PVN)、視床室傍
核(PVT)、および扁桃体中心核(CeA)を含む脳
切片、第5腰髄(L5)レベルの脊髄後角I-II、
III-IV、およびV層を含む脊髄切片を作成し
た。Fosタンパクに対するIHCで活性化したニ
ューロンを可視化し、各領域におけるFosタ
ンパク陽性細胞数を計測して比較した。 
(4) 環境中の有害物質に対する逃避行動の
検討 
 実験動物は、成熟雄性のWTマウス、Trpv1-/-

マウス、Trpv4-/-マウス、およびTrpv1-/-v4-/-

マウスを用いた(各3-4匹)。環境中の有害物
質として揮発ホルマリンを用いた。各マウス
を5%ホルマリン液より発生する揮発ホルマ
リンが充填された容器内に静置し、その容器
内から逃避するまでの時間を計測し各系統
間で比較した。 
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