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 研究成果の概要（和文）：本研究では、末梢神経障害に伴う神経因性疼痛に対する中枢性コリン作動性神経のムスカリン受容体とグリア細胞の機能的役割について脊髄と脳で研究しました。その結果、①脊髄内ムスカリン M1受容体の興奮は鎮痛作用を示すことを明らかにしました。この鎮痛作用には GABAA 受容体の活性化が一部関与していました。また、脳内前帯状回ムスカリン M1受容体の興奮は GABA 作動性神経を介し疼痛伝達を抑制することで、痛みの緩和に深く関与していることを明らかにしました。②脊髄グリア細胞は、神経因性疼痛の主症状であるアロディニア発現に深く関与することを証明しました。また、抗生物質のミノサイクリンは神経損傷によるミクログリア細胞の増加と Chemotactic Cytokine Ligand (CCL)-１の産生を抑制して、抗アロディニア効果を発現することを証明しました。この成果は、疼痛における臨床応用の可能性を示唆しています。 
 研究成果の概要（英文）：①In this study, we examined the mechanism of neuropathic pain in spinal cord and brain. Especially, we demonstrated how the muscarinic receptors in spinal cord and brain involve in neuropathic pain. Activation of spinal muscarinic M1 receptors produces analgesic effect to nociceptive stimulation and, at least in part, through neuronal pathways involving spinal GABAA receptors. In addition, Activation of muscarinic M1 receptors in the the cinglate cortex attenuated the neuropathic pain and the analgesic effect was mediated by both GABAA and GABAB receptors. ②In addition, we examined the functional role of chemokines in neuropathic pain. Pre-administrations of microglia inhibitor minocycline inhibited the allodynia. This result supports that Chemotactic Cytokine Ligand (CCL)-1 in the spinal cord contributes to the development of neuropathic pain.  
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研究分野：時限  科研費の分科・細目：疼痛 キーワード：神経障害性疼痛、中枢性ムスカリン受容体、GABA 作動性神経、ミクログリア細胞、ケモカイン 
 １．研究開始当初の背景  世界人口の三分の一以上の人々が、慢性痛に悩まされていることが報告されています。慢性的な痛みは、労働意欲の低下と生きる希望をも奪うことが考えられます。しかし、現在、難治性の痛みの治療に満足している人はわずか半数と考えられています。特に、慢性痛の中でも、神経損傷に起因する神経障害性疼痛は、抗炎症剤やモルヒネに抵抗性を示す難治性の慢性疼痛疾患で有効な鎮痛薬はありません。そこで、神経障害性疼痛発症の仕組みの解明と新たな鎮痛薬の開発が急がれています。 
 ２．研究の目的 本研究では、（１）脊髄より上位の脳の中でのコリン作動性神経とその受容体のムスカリン受容体の疼痛伝達への役割は、いまだ明らかではありません。そこで、神経因性疼痛とその痛覚伝達系に対する脊髄と脳内ムスカリン受容体の関与を詳細に研究しました。（２）脊髄グリア細胞とケモカインに焦点を合わせ、神経因性疼痛発症の関連を調べました。  ３．研究の方法 （１）神経障害性疼痛モデル動物の作製： マウスおよびラットを用い Seltzer らに準じ坐骨神経部分結紮による末梢神経損傷モデルを作製しました。 （２）末梢神経障害と疼痛： ① 作製された坐骨神経部分結紮モデル動物を用いて、末梢神経障害による神経因性疼痛発症の仕組みを調べました。神経因性疼痛は、機械的刺激あるいは熱刺激に対する疼痛反応から，異痛症（衣服が触れただけでも痛みを感じる：アロディニア）、痛覚過敏や知覚鈍麻を評価しました。特に、機械刺激に対しては神経経因性疼痛の主症状機械刺激性アロディニアが問題になることから、von Frey フィラメントによる触圧刺激試験 を行った。熱刺激に対しては、足底部を熱刺激す

るプランター法と tail-flick法で評価した。  ② 侵害刺激疼痛と神経因性疼痛における薬理学的実験：痛覚過敏・触圧過敏に対するムスカリン性アセチルコリン受容体（ムスカリン受容体）受容体の効果を検討するために、拮抗薬および作動薬を用いて鎮痛効果を調べました。薬物は主に脊髄クモ膜下腔内および脳室内に投与しました。  ③ 神経因性疼痛におけるミクログリア細胞、サイトカイン･ケモカインの関与： 神経因性疼痛に、グリア細胞、サイトカイン･ケモカインがどのように関与しているかを調べました。そのために、マウス脊髄のサイトカイン･ケモカインを形態的また定量的に検討しました。ミクログリア細胞活性阻制薬の抗生物質ミノサイクリンが神経因性疼痛に有効であることを明らかにする目的で、ミノサイクリン腹腔内投与し、疼痛やサイトカイン･ケモカインの動態を調べました。 
 ４．研究成果 （１）脊髄ムスカリン受容体サブタイプと痛覚伝達抑制機構：  すでに私たちは糖尿病による神経障害性疼痛と脊髄ムスカリン受容体との関連を報告しています（Eur. J. Pharmacol. 505, 75-82, 2004）。本研究ではさらに脊髄でのムスカリン受容体がどのように痛覚伝達に関与しているかを詳細に検討しました。  脊髄内ムスカリン受容体刺激は糖尿病による神経障害性疼痛（アロディニア）と熱による強い痛み刺激に対して鎮痛作用を示しました。この鎮痛作用には、脊髄内ムスカリン M1 受容体とムスカリン M４受容体が関与していました。さらに，脊髄ムスカリン受容体による鎮痛作用には GABAA 受容体の活性化が一部関与していました（雑誌論文④, ⑥, ⑧）。この結果は、脊髄での電気生理学的実験でムスカリン受容体は介在抑制性 GABA 作動性神経を賦活するという報告からも支持されます。 以上の結果から、図１に示すように、GABA



作動性神経終末に存在する Gq タンパク質共役型ムスカリン M1 受容体が活性化されると，細胞内 Ca2+の上昇し、GABA 作動性神経からのGABA の遊離を引き起こします。その結果、GABAA受容体が活性化し、痛覚伝達を抑制すると考えられます。一方、Giタンパク質共役型ムスカリン M4受容体の活性化は Gi タンパク質共役型受容体にみられる伝達物質の遊離抑制や K+チャンネルの開口を介し、痛覚伝達を直接的に抑制すると思われます（雑誌論文⑤, ⑥, ⑨）。           図１痛覚伝達系における脊髄ムスカリン受容体の調節様式     （２）脳内ムスカリン受容体サブタイプと痛覚伝達抑制機構神経因性疼痛：  神経因性疼痛に脳内ムスカリン受容体がどのように関与しているかを調べました。坐骨神経を結紮することにより 3日目から神経因性疼痛の主症状であるアロディニアの発現が見られ、約 3 カ月間持続しました。このアロディニアはムスカリン M1/M4 受容体作動薬 McN-A-343 を前帯状回内に局所投与することにより抑制されたが、視床内投与では抑制されませんでした。また、この抗アロディニア作用はムスカリン M1 受容体拮抗薬の前帯状回内投与により抑制されました。しかし、ムスカリン M4 受容体拮抗では抑制されませんでした。さらに、免疫組織学的検討から前帯状回内にムスカリン M1 受容体の存在が確認されました。これらの結果から、前帯状回内ムスカリン M1 受容体の興奮が神経因性疼痛の抑制に深く関与することが明らかになりました。次に、前帯状回内ムスカリン M1

受容体を介する抗アロディニア作用における GABA 作動性神経の関与を検討しました。GABAA受容体拮抗薬またはGABAB受容体拮抗薬の帯状回内投与は McN-A-343 の抗アロディニア作用を抑制しました。以上の結果は、脳内前帯状回ムスカリン M1 受容体の興奮は GABA作動性神経を介し疼痛伝達の抑制し、神経因性疼痛の緩和に深く関与していることを示唆しています（学会発表①, ⑯, ⑳; 雑誌論文投稿中, 2010）。 痛みは、識別、情動、認知の側面があります。前帯状回は痛みの情動的側面に関与していると考えられています。よって、本研究成果から前帯状回は情動的側面だけでなく、疼痛閾値の調節にも関与することが新たに明らかになりました。従って、本研究結果は脳内ムスカリン受容体の新たな生理的役割を明らかにしただけではなく、疼痛伝達の仕組に新たな情報を提供します。  （３）神経因性疼痛におけるサイトカイン･ケモカインの関与： 末梢神経障害の発症の仕組みを脊髄のグリア細胞に注目し、研究しました。坐骨神経部分結紮による神経因性疼痛は、ミノサイクリンで抑制されました。さらに、免疫組織学的に調べた結果、脊髄のミクログリアとアストロサイトは坐骨神経部分結紮マウスの結紮側で著しく増加していました。この増加はミクログリア活性抑制剤のミノサイクリンで有意に抑制されました。以上の結果は、末梢神経障害の神経因性疼痛発症に脊髄ミクログリアが深く関与していることを示唆しています。 また、次のような興味深い考察を発表することができました。神経損傷により、炎症性サイトカインが遊離され、ミクログリアを活性化します。その際に、Chemotactic Cytokine Ligand (CCL)-1 が産生され、CCL-1 はグルタミン酸を介して、痛覚路の 2次ニューロンを刺激します。その過程で、ミノサイクリンは、CCL-１の産生を抑制して、抗アロディニア効果を発現すると考えられ、ミノサイクリンの神経障害性疼痛における臨床応用の可能性が期待でます（学会発表③, ⑤, ⑧, ⑩, ⑭⑮, ⑰;一部の結果は雑誌論文①に印刷中, 他の結果は雑誌論文投稿中、2010）。   
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