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研究成果の概要（和文）：末梢神経傷害で誘発される慢性疼痛では一次体性感覚野興奮性神経細胞のシナプスの
再配置が起きた後、新たな回路が固定化され、これにより慢性疼痛が維持される。本課題では慢性疼痛時のシナ
プスの再配置および、神経回路の固定化への細胞外マトリックス構造及び、アストロサイトの関与を明らかにす
ることを目的とする。実験の結果、末梢神経傷害によりアストロサイトが活性化することにより神経可塑性が亢
進することが明らかになった。また、アストロサイト活性化に加え神経活動の入力により神経回路が再編し、疼
痛行動が誘発されることも明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In the chronic pain, which is induced by peripheral nerve injury, the 
cortical neuronal circuit reorganizes in the primary somatosensory cortex (S1), which in turn cause 
chronic pain-like behavior. The aim of this study is to clarify whether extracellular matrix and 
astrocytes contribute to neuronal circuit remodeling observed in the S1 in chronic pain. In the 
present study, we elucidated that astrocytes are involved in enhancement of neuronal plasticity in 
the S1 after nerve injury. Moreover, enhanced neuronal inputs can induce cortical neuronal circuit 
remodeling with astrocytic activation, leading to chronic pain-like behavior. 

研究分野： 神経科学
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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 
慢性疼痛は末梢組織の炎症や末梢神経系

の損傷がきっかけとなって生じ、その発生・
維持過程に脊髄、大脳皮質の異常が関与して
いることが示唆されている。大脳皮質の中で
も一次体性感覚野(S1)は痛みの強度、部位、
刺激時間を認知するのに重要な役割を担っ
ており、慢性疼痛時には、S1 興奮性神経細胞
活動が亢進すると共に、抑制性神経細胞によ
る抑制力が減弱し、興奮・抑制バランスの破
綻が起きることで疼痛行動が惹起されるこ
とが 2 光子顕微鏡を用いた in vivo イメージ
ング研究により明らかにされている（申請者, 
2011 J Neruosci；申請者, 2012 J Neruosci）。
また、末梢神経傷害による慢性疼痛モデルに
おいては、傷害後 1 週間以内（慢性疼痛発達
期）の疼痛行動が増強する時期に、S1 内でシ
ナプス構造が劇的に変化し、傷害前に存在し
ていたシナプスの消失が亢進し、傷害後に新
たなシナプスが多数形成される。一方、傷害
後 1 週間以降（慢性疼痛維持期）の疼痛行動
が維持される時期には、シナプス構造の変化
は正常レベルまで戻る。シナプス構造の変化
と疼痛行動の関係から、慢性疼痛発達期にお
いては、神経回路の組み換えが活発に起きる
と共に痛みが増強し、維持期には疼痛関連神
経回路が固定化され、慢性疼痛行動が維持さ
れる ことが明 らかにな った (Kim and 
Nabekura, 2011)。しかし、このような神経
回路の再編成・固定化が起きる仕組みは不明
であった。この神経回路の劇的な変化を誘導
している物質的基盤の可能性の一つとして、
細胞外マトリックス構造の関与が考えられ
る。細胞外マトリックス構造はプロテオグリ
カンや基質蛋白質を主成分とし、脳神経細胞
が形成するネットワークを覆っており、成熟
脳の安定化・維持に重要な役割を担うことが
わかっている。細胞外マトリックス成分は神
経突起の伸長・再生を抑制するものと考えら
れており、幼若脳から成熟脳への遷移に伴う
細胞外マトリックス成分のダイナミックな
変化が起きることで、脳の可塑性が制御され
る。細胞外マトリックスの主な構成成分であ
るコンドロイチン硫酸プロテオグリカンは
神経細胞の周辺に集積し、ペリニューロナル
ネット(Perineuronal net:PNN)という特殊
な構造を形成する。PNN は幼若期には少な
く、発達に伴い増加し、神経回路の安定化に
寄与する。一方、成熟マウス脳の PNN を分
解することで、シナプス構造の不安定化や可
塑 性 の 増 大 が 誘 導 さ れ る (Pizzorusso
ら,2002)。このことから、PNN は大脳皮質可
塑性に対して抑制的に働き、神経回路の可塑
性が PNN に規定されることが示されている。
生体内において、細胞外マトリックス構造の
調節機構としてグリア細胞であるアストロ
サイトの関与が考えられる。アストロサイト
は、神経活動を調節するだけでなく、発達期
や障害時に細胞外マトリックス構造を分解
するプロテアーゼを放出することで、細胞外

環境を調節する役割を担う(Muir ら,2002)。
申請者は 2光子顕微鏡を用いたアストロサイ
ト活動の in vivo イメージングの予備実験か
ら、S1 アストロサイト活動が慢性疼痛モデル
で亢進することを確認していた。これらのこ
とから、慢性疼痛発達期に、細胞外マトリッ
クスである PNN が活性化アストロサイトに
より分解されることで神経回路の可塑性が
亢進し、疼痛関連回路が形成され、疼痛行動
が悪化するのではないかと仮説を立てた。そ
こで、2 光子顕微鏡を用いた in vivo イメージ
ング法により、シナプス構造の変化および、
神経活動変化を観察するとともに、電気生理
学的手法、免疫組織化学的手法、行動薬理学
的手法を組み合わせてこの仮説を検証した。
また、本課題ではアストロサイトが有する神
経回路の可塑性亢進機能についても検討し
た。 
 
２．研究の目的 
慢性疼痛は中枢神経系における神経細胞

の異常活動によって生じる。近年、脊髄のみ
ならず、大脳皮質も慢性疼痛処理に関与する
ことが分かってきた。慢性疼痛時には S1 興
奮性神経細胞のシナプスの再配置が起きた
後、新たな回路が固定化され、これにより慢
性疼痛が維持される。しかし、新たに疼痛回
路が形成・固定化される機構は不明である。
脳神経回路の可塑性を制御する分子及び、細
胞として細胞外マトリックス構造とアスト
ロサイトの関与が考えられる。そこで、本課
題では慢性疼痛時のシナプスの再配置およ
び、神経回路の固定化への細胞外マトリック
ス構造の関与及び、アストロサイトによる可
塑性制御機構を明らかにすることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
2 光子顕微鏡を用いた生きたマウス脳のシ

ナプス、活動イメージングを行う。大脳皮質
神経細胞特異的にEGFPを発現するThy1-EGFP
マウスを用いてシナプス構造の繰り返し観
察を行う。同一固体の同一シナプスの長期観
察は、1 ヶ月以上可能である。神経、アスト
ロサイト活動は Oregon Green 488 BAPTA-1 
AM(OGB)による染色、またはアデノ随伴ウイ
ルス（AAV）を用いてカルシウム感受性蛍光
タンパク質GCaMP6fを発現させることで観察
した。 
アストロサイト活動抑制には、アストロサ

イトの細胞内カルシウム濃度を調整する IP3
受容体タイプ 2(IP3R2)ノックアウトマウス、
アストロサイト代謝抑制剤フルオロアセテ
ートを使用した。 
細胞外マトリックス構造の主成分である

PNN はレクチン抗体を用いて染色し、コンフ
ォーカル顕微鏡を用いて観察した。 
痛み行動は、von Frey filament による機

械刺激に対する逃避閾値を計測することで、
評価した。 



また、アストロサイトの人為的活性化は
DREADD システムを使用した。具体的には、グ
リア細胞特異的に変異型ムスカリン受容体
hM3D を発現させた遺伝子改変マウスを用い
る。hM3D は特定のリガンド CNO のみに応答す
るため、マウスに CNO 投与することで標的細
胞を活性化することができる。 
 
４．研究成果 
慢性疼痛時には、末梢からの過剰入力によ

りS1興奮性神経細胞活動が亢進すると共に、
シナプス再編成が起き、疼痛関連神経回路が
構築されることで疼痛行動が惹起される。ま
た、この現象に活性化アストロサイトが寄与
することが示唆されている。そこで、本課題
では、末梢神経傷害後 S1 で、可塑性を制御
するペリニューロナルネット（PNN）が活性
化アストロサイトにより分解されることで
神経回路の可塑性が亢進し、疼痛関連神経回
路が形成され、疼痛行動が悪化するのではな
いかと仮説を立て、この現象を検証すること
を目的とする。また、アストロサイト活動制
御が可塑性を亢進させ入力依存性に神経回
路再編を起こす観点から、アストロサイト活
性化と神経活動操作を組み合わせることで
新たな神経回路を構築することで疼痛行動
を変えうるか検討した。 
平成 27 年度はまず慢性疼痛による PNN の

発現変化について検討した。固定脳より脳ス
ライスを作成し、PNN を WFA レクチン抗体を
用いて染色した。その結果、一次体性感覚野
だけでなく、皮質全体に広く分布しているこ
とが明らかになった。正常群と慢性疼痛群と
でPNNの発現が変化するかについては現在解
析中である。また、アストロサイトが可塑性
を変化させうるかを検証するために、アスト
ロサイトの人為的活性化による行動制御に
ついても検討した。AAV を用いてヒト変異型
ムスカリン受容体 hM3D をアストロサイト特
異的に発現させ、リガンドである CNO 投与に
より人工的に活性化させる系（DREADD 法）を
構築した。GCaMP6f を AAV でアストロサイト
に発現させ、CNO でアストロサイトが活性化
するか検討した。その結果、CNO 投与から 3-4
分後にアストロサイトの細胞内カルシウム
濃度が増加することを確認した。この系を用
いて、S1 でアストロサイトを活性化し、神経
回路の可塑性を亢進させつつ神経活動を操
作することで疼痛行動が変化するか検討し
た。その結果、CNO 投与中に神経活動を操作
することにより行動が変化しうる予備デー
タを取得した。 
平成 28 年度は、27 年度の研究を継続しつ

つ、研究の過程で発見したアストロサイトの
活動亢進による神経回路可塑性亢進と疼痛
発症について研究を行った。具体的には、坐
骨神経傷害後、傷害と同側 S1 においてアス
トロサイトの活動が活性化することを、2 光
子顕微鏡を用いたカルシウムイメージング
により見出した。一方、神経細胞活動につい

て同様にカルシウムイメージングで検討し
たところ、末梢神経損傷と同側 S1 では抑制
性神経細胞活動が亢進し、興奮性神経細胞活
動は亢進していなかった。このことから、抑
制性神経細胞活動が増加することで、興奮性
神経活動が抑制されることが示唆された。次
に、この抑制性神経細胞活動の亢進の機能的
意義についてより詳細に検討した。坐骨神経
傷害後、同側 S1 に GABAA 受容体阻害剤
Gabazineを徐放性ポリマーElvaxを用いて長
期投与し、神経活動への影響を検討した。そ
の結果、神経活動は Gabazine 投与後も亢進
し、可塑的変化を起こした。また、シナプス
構造を2光子顕微鏡を用いて繰り返しイメー
ジングすると、脱抑制により、シナプス構造
が劇的に変化することを明らかにした。一方、
Sham 群に対して Gabazine 投与しても、シナ
プスの再編成は誘導されなかった。このこと
から、脱抑制誘発性シナプス再編成には、神
経活動の亢進だけでなく他の要因も重要で
あることが示唆された。さらに、この脱抑制
による神経活動亢進、シナプス再編の疼痛行
動への影響を検討した。その結果、長期脱抑
制により慢性疼痛様の症状（アロディニア）
が惹起され、Gabazine の効果が切れた後もア
ロディニア様行動が持続した。一方、Sham 群
では Gabazine 投与後のアロディニアの持続
は観察されなかった。最後に、シナプス構造
の変化及び、疼痛行動はアストロサイトの活
動抑制により抑制されることを明らかにし
た。これらの結果から、アストロサイトが活
性化することで、皮質神経回路の可塑性が亢
進し、興奮性入力に依存して新たに疼痛関連
神経回路が形成され、痛みが生じることが示
唆された。この機構に細胞外マトリックスが
寄与するか今後検討予定である。 
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