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研究成果の概要（和文）：本研究では種々のアデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターやプラスミドのエレクトロポレ
ーションによる局所遺伝子改変により、痛みや多彩な生理現象を担う侵害受容器および骨格筋細胞に光活性化分
子を導入し、その光遺伝学的活動操作を試みた。筋細胞へのチャネルロドプシン(ChR2)導入は部分的に成功し、
微弱ながら青色光照射による筋収縮を誘発できた。しかし、遺伝子導入による細胞損傷が広範囲にみられ、課題
を残している。侵害受容器へは様々なプロモータやセロタイプによるAAVベクターを用いて検討を行ったが、
ChR2の発現レベルや生理機能を発揮するには至っておらず、実用的なレベルに向けて更なる検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have tried to manipulate activities of nociceptors, which 
play roles in pain and a variety of physiological phenomena, and muscle cells optogenetically with 
adeno-associated virus (AAV) vectors or electroporation of plasmid. Blue light-induced contractions 
of muscle cells with expression of channelrhodopsin-2 (ChR2) were achieved, while the gene 
introduction caused robust damage of the cells. The gene introduction was also tried to express ChR2
 or archaerhodopsin-T (ArchT) in nociceptive afferent fibers with several promotors or serotypes of 
AAV vectors. However, the expression of the channels or pumps was not sufficient to manipulate 
activities of nociceptors and pain-related behaviors. Further trials will be needed for the better 
manipulation of nociceptors and muscle cells.

研究分野：疼痛生理学
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１．研究開始当初の背景 
痛みは生理的警告信号であり、個体の生存に
必須である 1)。しかし、これが遷延化すると
慢性痛とよばれる難治性の病態に移行する。
慢性痛は患者の日常生活や QOL を著しく制限
するだけでなく、先進諸国で人口の約 15%が
罹患し、社会の高齢化や労働によるストレス
増などにより、本邦においても大きな医療経
済的問題となっている。よって、このような
痛みの適切な治療や予防は患者個人のみなら
ず、国家財政の観点からも有益性が高い。 
侵害（痛み）受容器は広く全身に分布する感
覚神経終末であり、種々の痛み刺激（機械・
化学・温度刺激など）を電気信号（神経のイ
ンパルス）に変換し、痛みの情報を脊髄や脳
などの中枢神経系へ伝える「痛覚のゲート」
である 2,3)。炎症や神経損傷などで侵害受容器
が過剰に興奮すると中枢性感作が生じ、慢性
痛のような病的な痛みを惹き起こす。一方、
肥満や加齢などの身体の不活動による持続的
な侵害受容器活動の低下でも慢性痛を発症す
ることが最近の研究で明らかになりつつある。
このことは侵害受容器の活性化は諸刃の剣で
あり、その適度な活動や過度な活性化の抑制
は、生理学的な痛覚系の機能維持に重要であ
ると考えられる。よって、侵害受容器の活動
を高い時間・空間分解能を伴い、適切なタイ
ミングで自由自在に操作（活性化・抑制）で
きれば、慢性痛に有効な治療・予防が可能に
なると期待できる。 
 
２．研究の目的 
これまでの痛みの研究領域では、侵害受容器
の生理学的および病態生理学的機能を明らか
にするため、薬物投与や電気刺激、また神経
の切断や局所破壊等の手法を用いて、その活
性化や抑制を行ってきた。これらの手法は一
定のメリットはあるものの、残念ながら、標
的の神経細胞を特異的かつ高い時間・空間分
解能で操作することが困難であった。そのた
め、侵害受容器活動と痛みとの間の直接的因
果関係を論議することができなかった。 
近年、光遺伝学が飛躍的に発展し、個体の行
動表出に関わる脳部位や神経回路、また細胞
種の特定が可能となっている。しかし、その
目的は主として脳機能の解明であり、末梢組
織や末梢神経系への適用例は少ない。そのた
め、利用可能な光遺伝学ツールのレパートリ
ーも限定的である。本研究では末梢感覚神経
のうち侵害受容器を標的とし、選択的光遺伝
学操作を実行可能とするアデノ随伴ウイルス
(AAV)ベクターを作製し、高い感度と時間・空
間分解能をもつ低侵襲な疼痛制御法の確立を
試みた。AAV ベクターを用いた局所遺伝子改
変は、遺伝子改変動物を用いた手法よりも時
間やコスト、また臨床応用の観点から優位性

が高いと期待できる。 
さらに本研究では、筋肉量減少や痛みをとも
なうサルコペニアの治療や光遺伝学の末梢組
織への更なる適用拡大を目的とし、骨格筋細
胞を標的に光照射による筋収縮の非侵襲的誘
発を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) AAV ベクターの作製と導入： 
細胞全般への導入が期待できる CMV プロモー
タや神経細胞への適用例があるヒトシナプシ
ンプロモーターを用い、侵害受容器の選択的
活動操作のため、青色光活性化タンパク
(ChR2)と YFP 蛍光タンパクを発現誘導するコ
ンストラクト(AAV-hsyn-ChR2-eYFPなど)を作
製した。同様に、侵害受容器の選択的活動抑
制（過分極）のため、AAV-hsyn-ArchT-eYFP
などのコンストラクトを作製した。これらの
AAV ベクターを坐骨神経をはじめとする末梢
神経や足底部の皮下、骨格筋 (前脛骨筋)に微
量局所投与した。AAV ベクターはセロタイプ
1, 2, 5, 6, 9, 10, DJ など複数のものを作
製し、末梢神経や骨格筋へ適用可能なものを
調べた。一部の例では、坐骨神経や骨格筋へ
のプラスミドのエレクトロポレーションによ
り、ChR2 の遺伝子導入を試みた。 
(2) 光活性化分子の発現確認： 
AAV ベクターを投与後 1～4週間の時点で、坐
骨神経、後根神経節、足底皮膚、前脛骨筋等
の末梢組織を外科的に摘出し、新鮮凍結切片
を作成し、蛍光観察により ChR2 および ArchT
の発現を確認した。一部は灌流固定後に組織
を取り出し、免疫組織化学染色による観察を
行った。 
(3)疼痛行動の観察（痛覚テスト）： 
透明のアクリル板を介して非侵襲的に動物の
足底へ青色光または緑色光を照射し、侵害受
容器の活性化や抑制を介した逃避行動の発
現・消失を観察した 5)。 
(4) 光嗜好性テスト： 
床面が青と緑の LED ライトで照射された 2つ
のコンパートメントから構成される光嗜好性
テストチャンバーをバイオリサーチセンター
社の協力の下に開発した。ChR2 が足底皮膚の
侵害受容器終末に発現していれば、作製した
チャンバー内において、青色光照射で痛みを
生じるため、その部屋での滞在時間が短縮す
る。逆に、痛みを生じない緑色部屋での滞在
時間は長くなる。このように、各コンパート
メントに動物が滞在する時間を測定すること
でその場所の嗜好性から疼痛の有無を確認し
た。 
(5) 単一神経記録（電気生理学）： 
発現チャネルタンパク質の侵害受容器での機
能を確認するため、伏在神経－皮膚の摘出標
本 4)を用い、青色光(波長：475 nm)の照射に



よる活動電位発生の有無を観察した。同様に、
緑色光 (波長：542 nm)の照射による ArchT の
作用により、種々の痛み刺激により生じた侵
害受容器活動が抑制されるか観察した。 
(6) 筋収縮の確認： 
筋内局所への AAV ベクターの投与、またはプ
ラスミドのエレクトロポレーションを行い、
その 3日～4週間後に経皮的または皮膚切開
により筋を直接露出した状態で青色光(475 
nm)照射を行い、ChR2 の活性化を介した筋収
縮の有無を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 末梢神経： 
今回、種々のプロモータやセロタイプを組み
合わせた多数の AAV ベクターを調整後、坐骨
神経や足底皮下に局所微量投与し、発現に十
分だと考えられる期間(1～4週間)をおいた後、
光活性化タンパクの発現パターンや機能確認
を行った。しかし、いずれも坐骨神経や後根
神経節、また、足底皮膚における明らかな発
現が確認できなかった。唯一、AAV(DJ)-hSyn- 
ChR2(ET/TC)-eYFP (titer: 1 x 1011)を投与し
たケースでは、毛包部の脂腺に比較的強度な
蛍光を確認することができた。また、電気生
理学実験においても光照射による侵害受容器
の活性化や抑制は確認できなかった。足底へ
の光照射でも明らかな痛み関連行動は確認さ
れず、光嗜好性テストにおいても、明確な滞
在時間の違いは観察されなかった。 
(2) 骨格筋： 
AAV10-CMV-ChR2(ET/TC)-eYFP (titer: 4 x 
1011)を前脛骨筋に局所投与した 2週間後、筋
へ直接的に青色光照射すると微弱ながら肉眼
で確認できる筋収縮が確認できた。また、AAV
投与側では、その反対側と比較して比較的強
い蛍光(ChR2 の発現)がみられた。その後、
CMV-hrGFP を用い、最適なセロタイプの同定
を試みた。セロタイプ 1 や 9 を用いた場合、
比較的強い蛍光タンパク質の発現を示し、骨
格筋への遺伝子導入に適していると思われた
が、組織像を H-E 染色で確認したところ、細
胞損傷や単核球の集積が筋内の広範囲で観察
された。これを蛍光像に重ね合わせると、蛍
光タンパク質が強く発現する領域が強く損傷
を受けていることがわかり、安全面・実用面
での課題が生じた。 
また、並行してエレクトロポレーションによ
る遺伝子導入も試みた。pAAV-CMV- 
ChR2(ET/TC)-eYFPをマウス前脛骨筋内に局所
投与し、その 1週間後に麻酔下で経皮的かつ
非侵襲的に青色光照射したところ、非常に強
い単収縮が誘発できた。しかし、その後、筋
組織を確認したところ、遺伝子導入された領
域で顕著な細胞損傷がみられた。エレクトロ
ポレーションのみでも軽度な細胞損傷がみら

れたことから、遺伝子導入法の更なる検討が
必要であると考えている。 
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