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研究成果の概要（和文）：計画していたすべてのマウス(Nav1.7iCre/+;Ai32/+、 Nav1.8iCre/+;Ai32/+、Nav1.
9iCre/+;Ai32/+)を作製できた。機械的刺激と温熱刺激に対する疼痛応答は野生型と違いがないことを確認し
た。また、足底への青色LED光照射試験では、足を引っ込めるという疼痛応答を示した。また光嫌悪性試験とし
て青色LED光の床と緑色LED光の床の部屋を自由に行き来する実験を行ったところ、青色の部屋の滞在時間が野生
型よりも有意に短くなった。そして、脊髄後根神経節で、 それぞれのNa+チャネルと光感受性チャネルChR2が共
発現していることを組織免疫染色で確認した。

研究成果の概要（英文）：We were able to generate all the planned mice (Nav1.7iCre/+;Ai32/+, Nav1.
8iCre/+;Ai32/+, Nav1.9iCre/+;Ai32/+). We confirmed that the pain responses to mechanical and thermal
 stimuli were not different from the wild type. In addition, the blue LED light irradiation test on 
the sole of the foot showed a pain response of foot retraction. In addition, in a light aversion 
test, the animals were allowed to move freely between a blue LED light floor and a green LED light 
floor, and the time spent in the blue room was significantly shorter than in the wild type. We 
confirmed by tissue immunostaining that each Na+ channel and the photosensitive channel ChR2 were 
co-expressed in the dorsal root ganglia of the spinal cord.

研究分野： 疼痛学、麻酔科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
当初の目的どおり、光照射で疼痛反応を起こすマウスを作製することができた。純粋に痛みの神経のみを興奮さ
せて、疼痛反応を評価することができるようになった点が画期的である。今後は、このマウスを用いて、神経障
害性モデルを作製し、行動評価を行ってみたい。また、長期光照射により神経障害性疼痛を発症させて、分子生
物学的手法や組織免疫染色などを用いて、神経障害性疼痛の発症機序を細胞内分子レベルで解明したい。さら
に、同様の手法で光照射で疼痛を感じにくくしたマウスを作製することも可能であり、神経障害性疼痛の機序解
明に役立つであろう。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
神経障害性疼痛では特定の電位依存性 Na+チャネルが増減することで特定の神経線維が障害さ
れている可能性が示唆されているが、従来の評価法では個々の神経線維の評価をすることがで
きなかった。そこで、オプトジェネティクスにより個々の神経線維の選択的刺激あるいは抑制が
可能になれば、過去にない疼痛の評価や神経障害性疼痛の発生機序の解明ができるのではない
かと考えた。同じコンセプトの研究がないか検索すると、2013 年に Daou らは NaV1.8 の発現
した後根神経節ニューロンに ChR2 を発現させて、光を当てることで機械的刺激や温熱刺激に
対する閾値が低くなることを報告していた(J. Neurosci. 33:18631-18640. 2013)。また、2014 年
に Iyer らはウイルスベクターにより ChR2 を坐骨神経に発現させて、光を当てることで後ろ足
を引っ込めるマウスを作製した。さらに、同様に NpHR(黄色の光で開口するチャネルで活動電
位を抑制する)を発現させてCCIモデルでの機械的刺激や温熱刺激による痛み反応の閾値の低下
を抑制することを報告していた(Nat. Biotechnol. 32:274-278. 2014)。本研究では、さらに数種
類の Na+チャネルをターゲットにしたダブルトランスジェニックラットを作製し、神経障害性
疼痛に関わる神経回路や発生機序を解明したいと考えた。本研究によりどの神経が難治性疼痛
発生にどのように関わっているのかが解明されれば、将来、神経障害性疼痛の治療法の確立にも
繋がることが期待された。 
 
２．研究の目的 
オプトジェネティクス(光遺伝学的手法)は遺伝子導入によって光応答性タンパクを目的とする
細胞に発現させ、光を当てるだけで細胞応答を変化させる技術である。標的とする神経細胞に光
感受性チャネルを発現させ、光をオン・オフすることで無数にある神経の中から特定の神経細胞
の選択的興奮・抑制を行うことができる。この技術を痛み研究に応用することで特定の神経回路
を刺激あるいは抑制できるようになり、痛みの伝達回路の解明やより正確な痛みの評価が可能
になる。本研究の目的は、痛みに関与する電位依存性 Na+チャネル NaV1.7、NaV1.8、NaV1.9 が発
現している脊髄後根神経節ニューロンに選択的に光感受性チャネルを発現させて、神経障害性
疼痛における役割を解明することである。 
 
３．研究の方法 
本研究はAdAMS（先端モデル動物支援プラットフォーム）の実験動物作製支援に採択され、NaV1.7-
iCre、NaV1.8-iCre、NaV1.9-iCre マウスを筑波大学の高橋智先生と水野聖哉先生に作製していた
だいた。これらの遺伝子改変マウスは電位依存性 Na+チャネルのサブタイプ NaV1.7、NaV1.8、
NaV1.9 のそれぞれの遺伝子の下流に Cre-recombinase 遺伝子をノックインしたものである。
NaV1.7-iCre、NaV1.8-iCre、NaV1.9-iCre マウスを光感受性チャネル ChR2 の遺伝子が組み込まれ
た Flox マウスである Ai32 マウスと交配させ、Cre/loxP システムにより、脊髄後根神経節ニュ
ーロンにおいて、上記のそれぞれの Na+チャネルと ChR2 が共発現した NaV1.7

iCre/+;Ai32/+、
NaV1.8

iCre/+;Ai32/+、NaV1.9
iCre/+;Ai32/+マウスを作製した。そして、NaV1.7

iCre/+;Ai32/+、
NaV1.8

iCre/+;Ai32/+、NaV1.9
iCre/+;Ai32/+マウスにおいて、機械的刺激や温熱刺激に対する疼痛応答

に異常がないか、設計したとおりに光に対する疼痛応答が得られるかを検討した。 
従来の疼痛行動評価として von Frey test(IITC 社製の von Frey 電子痛覚測定装置を使用)と

Plantar test(Ugo basile 社製デバイスを使用)を行った。また、光に対する疼痛行動評価とし
て青色 LED 光の足底照射(Doric 社製の LED デバイスを使用)と光嗜好(嫌悪)性試験(BRC バイオ
リサーチセンター社製 OPA 試験デバイスを使用)を行った。 

さらに、脊髄後根神経節(DRG)の組織免疫染色を行い、Na+チャネルと ChR2 の共発現につい
ても確認した。 
 
 

  



 

 

４．研究成果 
(1) von Frey test と Plantar test 
 

図１. von Frey test と Plantar test 
 

NaV1.7
iCre/+;Ai32/+、NaV1.8

iCre/+;Ai32/+、NaV1.9
iCre/+;Ai32/+はいずれも Wild type と差はな

かった。機械的刺激や温熱刺激に対する疼痛応答は異常ないと考えられた。 
 

(2) 青色 LED 光照射に対する逃避行動 
 

図２. 青色 LED 光の足底照射試験 
 

NaV1.7-ChR2(NaV1.7
iCre/+;Ai32/+)、NaV1.8-ChR2(NaV1.8

iCre/+;Ai32/+)、NaV1.9-ChR2(NaV1.9
iCre/+;Ai32/+)

は青色 LED 光の足底照射で足引っ込め応答を起こした。この逃避行動は光強度が強くなる
に従い、頻度が多くなった。 

 

図３. 光嗜好(嫌悪)性試験 
 

青色光の床の部屋と緑色光の床の部屋を自由に行き来できるようにして 10 分間観察し、青
色 光 の 部 屋 の 滞 在 時 間 を 記 録 し た 。 NaV1.7

iCre/+;Ai32/+ 、 NaV1.8
iCre/+;Ai32/+ 、

NaV1.9
iCre/+;Ai32/+はいずれも Wild type より有意に滞在時間が短くなった。 

 

  



 

 

(3) DRG の免疫染色 
 

      図４. DRG の免疫染色 

 
それぞれの Na+チャネルと ChR2 は共発現していることが確認された。 
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