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研究成果の概要（和文）：TRPV1 遺伝子ノックアウト(KO)マウスを用いて神経障害性疼痛モデルを作成し、痛覚
閾値、視床下部・脊髄後角オキシトシン（OXT）ニューロンの活性化、脊髄後角グリア細胞（ミクログリアおよ
びアストロサイト）の発現変化を調べた。処置後14日に、 TRPV1 KOマウスの熱刺激に対する疼痛逃避行動潜時
および脊髄後角I-II層のアストロサイトの発現およびニューロンの活性化が、野生型マウスと比較し有意に低下
していた。一方OXTニューロンでは有意な差はなかった。神経障害性疼痛の慢性期にTRPV1が脊髄後角のアストロ
サイトを介して熱痛覚過敏に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We analyzed mechanical/heat sensitivities and glial/neuronal activities in 
laminae I and II in the spinal dorsal horn by employing partial sciatic nerve ligation (pSNL) using 
TRPV1 knockout (Trpv1-/-) mice. Mechanical/heat sensitivities, expression levels of microglial Iba-1
 and astrocytic GFAP, and the number of FosB-positive neurons were significantly increased on days 7
 and 14 in the pSNL group of both wild type (WT) and Trpv1-/- mice. The number of FosB/OXT double 
positive neurons in the hypothalamus were few in both WT and TRPV1-/-. While mechanical sensitivity 
was comparable between WT and Trpv1-/- mice, the threshold against heat sensitivity was markedly 
prolonged in Trpv1-/- than WT mice on day 14 after pSNL. Conversely, the increment of FosB-positive 
neurons was significantly attenuated in Trpv1-/- than WT mice on days 7 and 14 after pSNL. These 
results suggest that TRPV1 may modulate thermal perception via increased astrocytes in the dorsal 
horn.

研究分野：整形外科学

キーワード： TRPV1　神経障害性疼痛　坐骨神経部分結紮　視床下部　脊髄後角
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経障害性疼痛の病態は複雑であり、難治性である。TRPチャネルの中枢神経系や脊髄における役割は不明な点
が多い。TRPチャネルの一つであるTRPV1に着目し、TRPV1 KOマウスを用いてTRPV1が神経障害性疼痛の熱痛覚過
敏に関与していることを明らかにした。本研究課題では、アストロサイト阻害薬やTRPV１拮抗薬を投与すると神
経障害性疼痛による痛覚過敏が改善することを証明したことにより、これらの薬剤が神経障害性疼痛の治療のタ
ーゲットとして注目される可能性があり、社会的意義があると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
整形外科の日常診療において、神経障害性疼痛を呈する患者は多い。神経障害性疼痛は非常に難
治性であり、患者の日常生活動作 （ADL）および生活の質（QOL）を低下させるため、社会的損
失が大きい。近年、非選択的陽イオンチャネルである Transient receptor potential vanilloid
（TRPV）の侵害受容への関与や、下垂体後葉ホルモンであるオキシトシン（OXT）の疼痛調整へ
の関与が注目されている。TRPV1 は一次感覚神経線維に発現しており、ポリモーダル受容器とし
て種々の刺激に応答することが報告されているため、新規鎮痛薬のターゲットとなる可能性が
ある。我々は、これまでに、本学第１生理学教室と共に疼痛の受容・調節に関する生理的メカニ
ズムを研究しており、TRPV1 ノックアウト (KO) マウスを用いて、TRPV1 が侵害受容性疼痛の受
容機序に関与する可能性を明らかにしてきた (Ishikura et al., 2015)。さらに、TRPV1 KO マ
ウスを用いて、TRPV1 遺伝子欠損することで脊髄後角 III-IV 層における神経細胞の活性化を促
すことを明らかにした（Motojima et al., 2018）。また、視床下部の室傍核 (PVN)および視索上
核 （SON）で合成される OXT は中枢神経系に作用して疼痛を抑制すると考えられており、新規鎮
痛薬となる可能性がある。我々は、TRPV1 および OXT の侵害受容性疼痛に対する関与を明らかに
してきたが、さらに神経障害性疼痛における関与を解明することが神経障害性疼痛治療の発展
に寄与すると考えた。 
 
２．研究の目的 
TRPV1 は一次感覚神経線維に発現しており、ポリモーダル受容器として種々の刺激に応答するこ
とが報告されている。末梢神経障害による神経障害性疼痛モデルラットの脊髄後角において
TRPV1 の発現が増加し、異痛症（アロディニア）の発症に関与することが報告されている（Kanai 
et al., 2005）。また、我々は mRFP1 蛍光を指標に OXT の発現を可視化できる遺伝子改変動物で
ある OXT mRFP1 トランスジェニックラットを用いて、神経障害性疼痛モデルラットでは視床下
部および脊髄後角 I-II 層における OXT の発現が増加することを明らかにした（Nishimura et 
al., 2019）。しかし、神経障害性疼痛の病態やその受容における TRPV1 および OXT の関与につい
ては不明な点が多い。本申請課題の目的は、TRPV1 KO マウスを用いて OXT および TRPV1 が神経
障害性疼痛の受容および調節機序に関与するメカニズムを解明することである。 
 
３．研究の方法 
（１）野生型マウス（C57BL/6J）および TRPV1 KO マウスを実験に使用した。神経障害性疼痛モ
デルは、片側坐骨神経部分結紮処置（partial sciatic nerve ligation; pSNL）を行う Seltzer
モデルを採用した。それぞれの系統のマウスを無処置（Control）群、神経の露出のみを行う偽
手術（Sham）群、および神経障害性疼痛モデル（Seltzer）群に無作為に分けた。機械刺激およ
び熱刺激に対する痛覚閾値を評価するために、処置前、処置後 7日および処置後 14日に von Frey 
test（機械刺激）および Hot plate test（熱刺激）を行なった。処置後 7日および 14 日に灌流
固定を行い、脳および脊髄を採取し、30μm 厚のスライスを作成した。最初期遺伝子の一つであ
る FosB を神経活性化の指標とした。抗 OXT 抗体と抗 FosB 抗体を用いて二重免疫組織化学的染
色を行い、視床下部の PVN および SON における OXT と FosB が共発現している神経の数を計数し
た。 
（２）（１）で得た脊髄切片を用いて脊髄後角のグリア細胞（ミクログリアおよびアストロサイ
ト）の発現および神経の活性化の評価を行なった。ミクログリアの活性の指標として抗 Iba-1 抗
体を使用し、アストロサイトの活性の指標として抗 GFAP 抗体を使用した。抗 Iba-1 抗体および
抗 GFAP 抗体を用いて免疫組織化学的染色を行った。蛍光顕微鏡を用いて L5 レベル脊髄後角 I-
II 層における Iba-1 および GFAP の活性を評価した。抗 FosB 抗体を用いて免疫組織化学的染色
を行ない、第 5腰髄レベル（L5）の脊髄後角 I-II 層における FosB 陽性細胞を、蛍光顕微鏡を用
いて観察し計数し神経の活性化を評価した。さらに、Seltzer 群と Sham 群の L5レベル脊髄切片
を用いて抗 TRPV1 抗体および抗 GFAP 抗体の二重組織化学的染色を行い、脊髄後角 I-II 層にお
いてアストロサイトと TRPV1 が共発現の有無を確認した。 
（３）野生型マウス (C57BL/6J)および TRPV1 KO マウスを用いて pSNL 処置を行い、神経障害性
疼痛モデルを作成した。さらに、アストロサイト阻害薬投与群と溶媒群に分け、合計 4 群とし
た。処置後 7日から 13日の間にアストロサイト阻害薬ならびに溶媒を 1日 1回連日髄腔内投与
した。処置前、処置後 7日および処置後 14日に（１）と同様の方法で機械刺激および熱刺激に
対する痛覚閾値を評価した。 
（４）野生型マウス（C57BL/6J)を用いて pSNL 処置を行い、神経障害性疼痛モデルを作成した。
TRPV1 拮抗薬群と溶媒群に分け、合計２群とした。処置後 7 日から 13 日の間に TRPV1 阻害薬な
らびに溶媒を 1日 1回連日腹腔内投与した。処置前、処置後 7日および 14日に（１）と同様の
方法で機械刺激および熱刺激に対する痛覚閾値を評価した。 
 
４．研究成果 
 方法（１）〜（４）に対応して記載する。 
 
（１）pSNL 処置を行なった全てのマウスに神経障害性疼痛を認めた。処置後 7日および 14日の
機械刺激に対する痛覚閾値は対照群と比較して Seltzer 群で痛覚閾値が低下していたが、野生



型マウスと TRPV1 KO マウスの Seltzer 群の系統間に有意差は認めなかった。処置後 7日および
14 日の熱刺激に対する痛覚閾値は対照群と比較して Seltzer 群で痛覚閾値の低下を認め、処置
後 14 日のみ TRPV1 KO マウスの Seltzer 群の疼痛逃避行動を示すまでの潜時は野生型マウスと
比較すると有意に延長していた（図 1）。抗 OXT 抗体と抗 FosB 抗体の二重免疫組織化学的染色を
行なったが、共発現している神経はわずかであり、野生型マウスおよび TRPV1 KO マウスの両系
統で Seltzer 群と対照群の間に有意差は認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）L5 脊髄後角 I-II 層におけるグリア細胞の発現を評価した。処置後 7日では、Seltzer 群
では対照群と比較し L5 脊髄後角 I-II 層における Iba-1 および GFAP の発現が有意に増加し、野
生型マウスと TRPV1 KO マウスの Seltzer 群の系統間に有意差は認めなかった（図 2）。処置後 14
日では、Seltzer 群では対照群と比較し L5 脊髄後角 I-II 層における Iba-1 および GFAP の発現
が有意に増加し、TRPV1 KO マウスの Seltzer 群の GFAP の発現が野生型マウスと比較し有意に低
下していた（図 3）。さらに、L5脊髄後角 I-II 層における FosB 陽性細胞数の評価を行なった。
処置後 7日および処置後 14 日では、Seltzer 群で対照群と比較し L5脊髄後 I-II 層の FosB 陽性
細胞数が有意に増加しており、TRPV1 KO マウスの Seltzer 群の FosB 陽性細胞数は野生型マウス
と比較し有意に低値であった（図 4）。さらに、L5 脊髄後角 I-II 層における TRPV1 と GFAP の発
現の評価を行なった。TRPV1 KO マウスでは脊髄後角 I-II 層の抗 TRPV1 抗体の染色性は認められ
なかった（図 5.A.m）。処置後 7 日および 14 日の野生型マウスの Sham 群および Seltzer 群で、
TRPV1 と GFAP の共発現を認め、アストロサイトに TRPV1 が発現していることを確認した（図
5A.c,f,I,l）。TRPV1-GFAP 陽性細胞数を計数したところ、Seltzer 群で Sham 群と比較し有意な増
加を認めた（図 5B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（３）処置後 7日で pSNL 処置を行なった全てのマウスに痛覚過敏を認めた。アストロサイト阻
害薬を 7日間投与した処置後 14 日では、機械刺激および熱刺激の痛覚閾値が、溶媒（Vehicle）
群と比較してアストロサイト阻害薬群で有意に改善した（図 6）。以上よりアストロサイトは機
械刺激および熱刺激の痛覚過敏に関与することを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）処置後 7 日で pSNL 処置を行なった全てのマウスに痛覚過敏を認めた。TRPV1 拮抗薬を 7
日間投与した処置後 14 日では、TRPV1 拮抗薬投与群で Vehicle 群と比較し熱刺激に対する痛覚
過敏の有意な改善を認めた（図 7）。以上より TRPV1 KO マウスを用いた実験と同様の結果が得ら
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上（１）から（４）より TRPV1 が神経障害性疼痛の慢性期の熱痛覚過敏に脊髄後角のアストロ
サイトを介して関与している可能性が示唆された。 
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