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研究成果の概要： 

一次知覚神経の末梢からの興奮は細胞体を介さず、軸索を介しそのまま中枢側の終末に伝わり、
シナプスの存在しない知覚性神経節では神経伝達制御に関与しないと考えられている。しかし
パルス刺激により三叉神経細胞体で Na+の流入を認めた。このことは神経細胞体へも興奮伝導
が伝わる可能性がある。また細胞外の Cl-濃度を下げる事によりその Na+の流入がほとんど無く
なった。三叉神経節ではシナプスは存在しないが、細胞体周囲は satellite cell によって取り
囲まれている。細胞外ホメオスタシスはグリア細胞が担っており、ここ三叉神経節においても、
グリア－ニューロン間で GABA を介した動的な神経伝達制御が行われていると考察する。また
GABAB受容体 R1 および R2 サブユニットが神経細胞体において発現していた。三叉神経節におけ
る GABAB受容体 R２の機能解析において GABAB受容体 R２KO マウスではわずかな SP（i.v.）刺激
においても硬膜血漿漏出を引き起こしたが、R２を三叉神経節で発現している wild type は硬膜
血漿漏出を認めなかった。これらの結果は GABAB受容体 R２は片頭痛の病態である血管漏出を抑
制することを示唆する。 
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１． 研究開始当初の背景 

 

疾病による痛み、とりわけ末期がんの途切れ

る事の無い強い痛みは深刻である。このよう

な痛みには麻薬でも抑えきれ無いケースが

あり、神経を切断破壊するなどの対処法もあ



 

 

るが、運動麻痺などの合併症の危険性もある

ため確立した対処法はいまだ無い。また入院

するほどでなくても日頃、頭痛などの痛みに

悩まされている人は多く、頭痛の日常生活へ

及ぼす影響による損失は多大である。そのた

め痛みに関する研究は社会的にも必要性の

高い研究であり、痛みのメカニズムを解明す

る基礎研究が国内外で進んでいる。 

本研究ではこの痛みとその抑制のメカニズ
ムについて、末梢レベルの知覚神経節で解明
する事を目的としている。 
 
 
２．研究の目的 

 

知覚神経節は自律神経節を異なり神経細胞

体にシナプスが存在せず、知覚神経節の神経

伝達としての役割は未だ不明である。我々は

これまでの研究で抑制性の神経伝達物質で

ある14C-GABA尾静脈投与のマウスにおいて三

叉神経節と脊髄神経節に非常に強いGABAの

取り込みが観察された(Autoradiographic d

istribution of radioactivity from 14C-GA

BA in the mouse Microsc. Res. Tech 2000

 vol.48 P116-126)。このことは知覚神経節

でGABAを介した神経伝達の制御の可能性を

強く示唆する。さらに末梢の知覚神経節は知

覚伝導の際、その中枢側、末梢側の両側へ影

響を与えうる中継点であり、そこでのGABAに

よる伝達制御のメカニズム解明は非常に興

味深い。 

これまでの我々の研究結果から、in vitroで
次のことを明らかにした。知覚神経の細胞体

周囲を取り囲むsatellite cellと知覚神経

節細胞体にGABAが存在した。K+上昇が知覚神

経節からのGABAの放出を促した。さらに神経

細胞体膜でGABAによるCl-の流れを認めた。こ

の結果から次の仮説を報告した。（Hayasaki

 et al. Eur J Neurosci. A local GABAerg
ic system within rat trigeminal ganglio

n cells. 2006 ; 23(3):745-57, 科学研究

費課題番号：16790898）（以下図の説明）知

覚神経節に興奮が伝わった際、両細胞間のK+

上昇する。K+上昇が引き金となり、satellit

e cellもしくは三叉神経細胞よりGABAの放

出が放出される。神経細胞体膜表面に発現し

ているGABAA 受容体にGABAが作用し、神経の

興奮に対し何らかの作用を及ぼすと考えら

れる。 

以上これまで研究の結果からシナプスが存

在しない知覚神経節おける神経伝達制御に

はGABAが重要な役割を担っている可能性が

示唆された。 

そこで我々は電気生理、免疫組織化学、薬理

学,さらにin vivoレベルでGABAによる知覚

神経節細胞体の痛みの抑制作用を本研究で

解明する事を目的とした。 

具体的には以下の事を明らかにすることを
目的としている。 
１）末梢の知覚細胞体は興奮するのか。また
細胞外 Cl-濃度によってその興奮は変異する
のか。 
2) 三叉神経節における GABAB 受容体の発現
の検討 

3) GABAB 受容体R2 KOマウスを用いて、疼痛

を病態とする片頭痛とGABAB 受容体R2との関

係の検討。 

 
３．研究の方法 
１）ラット三叉神経節を patch clamp 法によ
る Na+ current を測定。と細胞外 Cl-濃度に
よる Na+ current の変位。 
細胞外液 NaCl 145mM, KCl 5mM, CaCl2 1mM, 
MgCl2 1mM, HEPES 10mM, glucose 10mM, 
sucrose 20mM 
 
Control として NaCl 145mM  の代りに
NMDG-Cl 145mM を用いた。 
細胞外の Cl 濃度の調製は NaCl の代わりに
D-GLUCONIC-ACID sodium 145mM を用いた。 
 
細胞内液 NaCl 10mM, KCl 140mM, MgCl2 1mM, 
Mg-ATP2 2mM, GTP-tris 0.1mM, EGTA 1mM, 
HEPES 10mM pulse protocol は-80mV-60mV 
三叉神経細胞培養方法 
動物 SD ラット 週齢２～３週を断頭後、三
叉神経節を取り出し、トリプシン(1mg/ml)と
コラゲナーゼ(2.8mg/ml) 32℃ 60-70min 
処理後、カバーガラスにて培養後２時間後に
測定。 
 
2) 三叉神経節における GABAB 受容体の発現 
 
用いた抗体：anti- GABAB receptor R1 もし
くは R2 polyclonal antibody 
二次抗体として、Alexa 488 をラベルした蛍
光免疫染色を行った。 
 
ラット麻酔後、４％パラホルムアルデヒドに
て潅流固定後、30％スークロースを浸透後凍
結切片を作成した。 
 
3) GABAB 受容体 R2 KO マウスを用いて、疼
痛を病態とする片頭痛と GABAB 受容体 R2 と
の関係の検討。 
動物：KO マウス：BALB/c 系 GABAB 受容体
(R2)-/ -マウス  

control群：Wild type: BALB/c 系GABAB受容

体(R2)+/ +マウス 



 

 

硬膜血管炎症性マウスの作成： 

SP (i.v. 1.4μｇ/ｋｇ)投与により硬膜血

症漏出を惹起する。 

硬膜血漿漏出評価： 

SP (i.v. 1.4μｇ/ｋｇ)投与後30分→ Evan

s blue dye(i.v. 50mｇ/ｋｇ) → 0.9% sal

ineで灌流し、硬膜をアセトン：５％Na2SO4 

in water-=7:3の溶液にてホモジナイズ後12,

000 r.p.m.にて遠心上清を吸光度計（ 620 n

m ）にて測定 

形態学的評価は共焦点レーザー顕微鏡によ

る観察: 

投与後30分→ Evans blue dye(i.v. 50mｇ/

ｋｇ) →マウス屠殺後、硬膜の切片を作成し、

レーザー顕微鏡にて観察  

サブスタンスP (i.v. 1.4μｇ/ｋｇ)投与後

の三叉神経節におけるサブスタンスP（SP）

の発現: 

免疫染色法にて検討した。用いた一次抗体は

Anti-SP、二次抗体はAnti-rabbit Alexa 488

のいずれもpolyclonal antibodyである。 

ラット麻酔後、４％パラホルムアルデヒドに

て潅流固定後、30％スークロース浸透後凍結

切片を作成した。 

 
４．研究成果 
１）ラット三叉神経節を patch clamp 法によ
る Na+ current を測定と細胞外 Cl-濃度によ
る Na+ current の変位。 
Fig.1 三叉神経節の Na+ current の測定。 
Fig.1A は細胞外液に Na+を含む 1B は細胞外
液に Na+を含まない control 群である。
Fig.1A に Na+ current が観察された。 
このことより、三叉神経節細胞は神経細胞体
に電位依存型 Na channel を発現しているこ
とが示唆される。 
このことは、神経細胞体にも活動電位が発生
する可能性を示唆する。 
 
 

 
Fig.2 細胞外 Cl-濃度による Na+ current の変
位。 
Fig.2A は細胞外液 NaCl 145mM（control）で
Na+ current が観察された。 
Fig.2B 細胞外液を NaCl 145mM から
D-GLUCONIC-ACID sodium 145mM に変えるこ
とにより Cl-濃度を低くした。その結果 Na+ 
current が control(Fig.2A)に比して小さく
なった。従来の考えでは細胞内への Cl-流入
による過分極が Na+による興奮を抑制すると
言われている。しかし、今回の結果は細胞外
の Cl-濃度が細胞の興奮の惹起（Na+の流入）
そのものに影響を与える可能性を示唆した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2) 免疫染色により三叉節細胞での GABAB 受
容体の発現を検討した。 
GABAB 受容体には R1 と R2 サブユニットが存
在しており、その両サブユニットがヘテロダ
イマーを形成することにより機能的な GABAB 
受容体になるといわれる。 
三叉神経節において R1（Fig. ３A）と R2（Fig.
３B）両サブユニットが発現していた。矢印
青で示す細胞は大型細胞で直径約３５μm 以
上、矢印赤で示す細胞は直径約３５μm以下。 
両サブユニットとも大型と小型細胞両方陽
性であったが、小型細胞の方が大型細胞に比
して強い発現であった。小型の細胞は侵害受
容に関与する細胞で知られており、このこと
からGABAB 受容体は侵害受容情報伝達制御に
関与する可能性が示唆された。 



 

 

 
3) GABAB 受容体 R2 KO マウスを用いて、疼
痛を病態とする片頭痛と GABAB 受容体 R2 と
の関係の検討。 
Fig.４ラット硬膜における Evans blue 漏出
量 
Evans blue は血液中のアルブミンと強く結
合することが知られている。SP（i.v.）によ
る血漿漏出が惹起される場合、硬膜にある
Evans blue 量を測定することにより血漿漏
出の程度を評価することができる。その結果 
Wild type は SP (i.v. 1.4μｇ/ｋｇ)投与と
未投与の間に優位な差は無かった。 
それに対して GABAB 受容体 R2 KO マウスで
は SP (i.v. 1.4μｇ/ｋｇ)投与と未投与を比
較した場合、投与群が硬膜における Evans 
blue 量が優位に高かった。 

 
Evans blue 漏出量を共焦点レーザー顕微鏡
にて評価した。 
Fig.５A、B はその蛍光像である。 
Evans blue は励起波長６４７nm、蛍光波長６
８０nm であるため、硬膜に漏出がある場合血
管周囲に６８０nm の蛍光波長にて観察する
ことができる。血管の周囲に６８０nm の蛍光
が観察された。 
SP 投与（i.v.）KO マウス（５B）は wild type
（５A）に比し Evans blue 漏出が強い。 
この蛍光強度を比較（５C）すると約２倍 KO
マウスが wild type に比して高い結果となっ
た。この結果は Fig.4 の結果と同じである。 

SP (i.v. 1.4μｇ/ｋｇ)は wild type は硬膜
血漿漏出を引き起こさなかったが、 KO マウ
スは硬膜血漿漏出が確認された。 
 

 
 
SP(i.v）投与後におけるラット三叉神経節で
の SP 発現 
Fig.6A、B はその蛍光像である。 
SP(i.v）投与 wild type（6A）と GABAB 受容
体 R2 KO マウス（6B）の三叉神経節での SP
陽性細胞は明らかに、KO マウスの方が多い。
また発現している細胞は痛みに関与すると
いわれている小型（３５μm以下）であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
考察 
一般的に一次知覚神経の末梢からの興奮は
細胞体を介さず、軸索を介しそのまま中枢側
の終末に伝わる。そのため神経細胞体そのも
のがin vivo で興奮するかは未だ明らかでな
く仮説のままである。今回の結果で三叉神経
細胞体に-80mV~60mV のステップパルスを与
えた時、Na+の流入を認めた。このことは神経
細胞体が電気的に興奮する可能性があるこ
とを確認した(Fig.1)。また細胞外の Cl-濃度
を下げる事によりその Na+の流入がほとんど
無くなった(Fig.２)。従来の考えでは細胞内
へのCl-流入による過分極がNa+による興奮を



 

 

抑制すると言われている。しかし、今回の結
果は細胞外の Cl-濃度が細胞の興奮の惹起
（Na+の流入）そのものに影響を与える可能性
を示唆した。我々はこの Cl-のホメオスタシ
スに水チャネルであるアクアポリンが関与
していると考えている（H2O の変化は細胞内
だけでなく細胞外物質のホメオスタシスを
決定付ける）。一般的に神経細胞にはアクア
ポリンは発現しておらす、グリア細胞がアク
アポリンを持つ。三叉神経節ではシナプスは
存在しないが、細胞体周囲はグリア細胞
（satellite cell）によって取り囲まれてい
る。グリア細胞も従来では神経細胞のメンテ
ナンスや過剰な神経伝達物質の回収といっ
た静的な働きしか知られていいなかったが、
近年になって、多種多様な神経伝達物質の受
容体が発現していること、受容体へのリガン
ド結合を経てグリア細胞自身もイオンを放
出するなど、これまで神経細胞のみが担うと
されてきた動的な役割も果たしていること
が次々に示されてきている。ここ三叉神経節
においても、グリア－ニューロン間で GABA
を介した動的な神経伝達制御が行われてい
ると考察する。 
また GABAB受容体 R1 および R2 サブユニット
が神経細胞体において発現していた。とくに
中小型の細胞が強い発現を示した（侵害受容
に関連していると言われている）。これらの
結果から GABAB 受容体は三叉神経節において
侵害刺激の制御に関与している可能性が示
唆された。 
SP (i.v. 1.4μｇ/ｋｇ)では wild type の三
叉神経節では中小型の SP 陽性細胞が wild 
type に比べて多かった。 
KO マウスは GABAB受容体 R２が発現していな
いため、 わずかな SP 刺激においても三叉神
経が活性化し、順行性刺激によって三叉神経
節での SP 産生が活発化した可能性がある。
SP 産生の活発化は逆行性にも硬膜血漿漏出
を促進する可能性がある。 
これらの結果は GABAB受容体 R２は片頭痛の
病態である血管漏出を抑制することを示唆
する。 
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