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研究成果の概要： 
脳内に存在するニコチン性アセチルコリン受容体に結合する放射性プローブを用いて、慢性

的な痛覚過敏状態（神経因性疼痛）でのニコチン受容体およびその神経系の機能変化を調べ、

鎮痛作用に関与する部位を明らかにすることを計画した。その結果、神経因性疼痛状態で視床

に存在するニコチン受容体が増加していることを見出した。実際に視床に薬物を投与したとこ

ろ、鎮痛作用が認められたことから、視床に存在するニコチン受容体が神経因性疼痛抑制に関

与する可能性が明らかとなった。 
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１． 研究開始当初の背景 
 
脳内に存在するニコチン受容体は、モルヒ

ネなどの麻薬性鎮痛薬が効果を示しにくい
神経因性疼痛に対しても鎮痛作用を発揮す
ることから、その作用機序・作用部位の解明、
さらにはニコチン性アセチルコリン神経系
と神経因性疼痛の病態との関連に強い興味
が持たれている。鎮痛作用に関与するニコチ

ン受容体の発現部位やその作用機序解明に
関するこれまでの検討では、ニコチン受容体
アゴニストを標的部位に投与したときの薬
理作用の評価に終始しており、その部位にお
ける受容体およびアセチルコリン合成／分
解酵素の発現あるいは内因性アゴニストで
あるアセチルコリンの放出量など、神経伝達
機能に関する検討は全く行われていない。そ
こで研究代表者は、生体内での遺伝子発現・
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タンパク質発現の変化を生きた状態で体外
から非侵襲的に検出する分子イメージング
技術を病態モデルへと応用し、神経因性疼痛
とアセチルコリン神経機能との関連につい
て検討を行うことで、作用部位や機序の解明
に対して、これまでとは観点の異なる新たな
知見が得られるのではないかと考えた。また、
アセチルコリン神経系は鎮痛作用に関与す
るので、その機能が低下することが神経因性
疼痛に繋がる可能性も考えられ、神経因性疼
痛条件下におけるアセチルコリン神経機能
を測定することは、鎮痛作用発現部位の同定
のみならず病態を明らかにする上でも非常
に意義深いと考え、本研究に着手した。 
 
 
２． 研究の目的 
 
本研究では、放射性プローブを用いる分子

イメージング手法により、神経因性疼痛状態
での脳内ニコチン性アセチルコリン神経系
の機能変化を捉え、神経因性疼痛に対するア
セチルコリン神経系の関与を調査するとと
もに、鎮痛作用発現部位（治療標的部位）の
解明を行うことを目的とした。 
研究代表者はこれまでに脳内ニコチン受

容体に結合する放射性プローブとして
5-[11C]methyl-A-85380 （ [11C]5MA ） や
5-[123/125I]iodo-A-85380 （[123/125I]5IA）を開
発している。特に後者のプローブに関しては、
安全性評価を行った上で臨床研究へと展開
し、ヒト脳内ニコチン受容体密度の定量解析
法も開発した。そこで、これらの技術を基盤
とし、これまで全く検討が行われてこなかっ
た神経因性疼痛とアセチルコリン神経機能
との関連を放射性プローブを用いて明らか
にする研究を計画した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)外科的手術 
①神経因性疼痛モデルラットの作製 
 すべての動物実験は事前に京都大学の動
物実験委員会の承認を受けた上で、京都大
学の動物実験指針を遵守して行った。動物
は SD 系雄性ラット（体重 200-250g）を用い、
12 時間の明暗サイクルで飼育し、エサ・水は
自由摂取させた。 
ペントバルビタール麻酔下、ラットの右後

肢坐骨神経を部分的に結紮し、２週間あるい
は１ヶ月飼育することにより、神経因性疼痛
モデルラットを作製した（２週間群および１
ヶ月群とする）。対照として、坐骨神経を結
紮する直前までの手術を施した Sham 群を作
製した。 
 

②ガイドカニューレの埋め込み 
坐骨神経結紮から１週間後、ペントバルビ

タール麻酔下、ラットを脳固定装置に固定し、
頭蓋骨を暴露した後、ブレグマの位置に座標
軸を設定した。脳室内投与を行う群には、ブ
レグマから右側に 1.5 mm、尾側に 0.8 mm の
位置に、視床後外側腹側核（VPL）内投与を
行う群にはブレグマから左側に 3.3 mm、尾側
に 2.4 mm の位置に、ガイドカニューレを深
さ 2 mm まで埋め込んだ。周囲を歯科用セメ
ントで固定、頭皮を縫合し、５日間以上の回
復期間の後に実験に使用した。 
 
(2)行動薬理学的評価 
①フォンフレイ・フィラメントテスト 
坐骨神経結紮直前および結紮２週間後に

0.07‐26 gの刺激を与えるフィラメントを用
いてフォンフレイ・フィラメントテストを行
った。すなわち、ラットを１匹ずつメッシュ
ケージに置き、15～30 分程度の馴化後、細い
フィラメントから順に 10 回ずつ足底を刺激
し、ラットが反応を示したフィラメントを閾
値とした。坐骨神経結紮前後での閾値を比較
し、両肢の閾値とも低下したラットを以下の
検討に使用した。 

 
②薬物投与 
 側脳室内投与に際しては、ガイドカニュー
レに沿ってインジェクションカニューレを
頭蓋骨下 5 mm に挿入し、vehicle（生理食塩
水）、種々の濃度の 5IA（1-10 nmol）を 30 秒
間かけて 5μL 投与した。また、ニコチン受
容体アンタゴニストであるメカミラミンを
皮下投与し、30 分後に 5IA を側脳室内投与し
た場合の影響についても検討を行った。 
 VPL 投与に際しては、ガイドカニューレに
沿ってインジェクションカニューレを頭蓋
骨下 6.2 mm に挿入し、vehicle（生理食塩水）、
種々の濃度の 5IA（1-50 nmol）、メカミラミ
ン（1-10 nmol）、5IA とメカミラミンの混合
液（両者とも 10 nmol）を１分 15 秒間かけて
0.5μL 投与した。 
 側脳室・VPL 投与に際しては、メカミラミ
ン10 nmolを VPL投与し、その５分後に5IA 10 
nmol を側脳室内投与した。 
薬物投与前、投与 15、30、60、90、120 分

後に閾値を測定し、その結果から以下の式に
基づいてアロディニア抑制作用の指標であ
る％maximal possible effect (%MPE)を算出
した。 

 
③傾斜板テスト 
フォンフレイ・フィラメントテストを行っ

たすべての投与経路で用いた最高濃度の薬



物を投与後、ラットを 30 度に傾斜したステ
ンレス板上におき、ただちに毎秒２度の速度
で板を傾斜させ、ラットが滑落したときの角
度を測定した。薬物投与前の滑落角をコント
ロールとし、薬物投与 15、30、60、90、120
分後に測定を行い、コントロールの値と比較
した。 
 
(3)オートラジオグラフィ 
①Ex vivo autoradiography  
Sham 群、２週間群、１ヶ月群の各ラットの

尾静脈より、[125I]5IA を 2 MBq 投与し、60
分後に屠殺、全脳を摘出した。摘出した脳を
凍結してミクロトームにより厚さ 20μmの切
片を作成し、イメージングプレートに暴露し
てオートラジオグラムを得た。皮質、線条体、
海馬、視床、大縫線核、青斑核、小脳の画像
上に関心領域を設定し、そこへ集積した放射
能を定量した。 

 
②In vitro autoradiography  
Sham 群、２週間群、１ヶ月群の各ラットを

屠殺後、ミクロトームにより厚さ 20μm の切
片を作成した。ラット脳切片をトリス‐塩酸
緩衝液中（pH 7.4）、種々の濃度の[125I]5IA
と 25℃、60 分間インキュベートし、その後
氷冷した緩衝液および蒸留水で洗浄した。非
特異的結合は、300μM の(-)ニコチン存在下
でインキュベートすることにより求めた。乾
燥させた切片をイメージングプレート に曝
露後、得られた画像に①と同じ関心領域を設
定し、Scatchard 解析を行って受容体最大結
合能 (Bmax 値) を算出した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)5IA の鎮痛作用の基礎検討 
 初めに 5IA の鎮痛作用について基礎的に検
討するため、1-10 nmol を側脳室内投与した
ところ、投与 15 分後をピークとする用量依
存的な鎮痛作用が認められた（図１）。 
またデータには示さないものの、この作用

はメカミラミンの前投与により完全に拮抗
されたことから、所期の通りニコチン受容体
を介して発現していることが明らかとなっ
た。 
 
(2)神経因性疼痛時の受容体変化 
 [125I]5IA を尾静脈より投与したところ、神
経因性疼痛モデルラットの視床において、
Sham 群よりも高集積が認められた（図２）。
定量解析を行ったところ、２週間群、１ヶ月
群のどちらも Sham 群の 1.7 倍に集積が増加
していた。一方、皮質や海馬など検討したそ
の他の領域では集積に差は認められなかっ
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、ここで認められた集積の差の原因
を検討するため、インビトロオートラジオグ
ラフィで飽和結合実験を行ったところ、２週
間群、１ヶ月群の視床の Bmax 値はそれぞれ
21, 20 fmol/mg tissue であり、Sham 群 13 
fmol/mg tissue に比べて 1.5 倍大きかった。
エクスビボオートラジオグラフィの結果と
同様、皮質や海馬など検討したその他の領域
では Bmax 値に差は認められなかった。この
結果から、神経因性疼痛モデルラットの視床
ではニコチン受容体密度が増加しており、そ
れにより[125I]5IA の集積が増加したことが
明らかとなった。 
 
(3)視床 VPL 核における検討 
①外因性アゴニストの鎮痛作用 
 視床においてのみニコチン受容体密度の
増加が認められたことから、視床に存在する
ニコチン受容体が増加することで慢性疼痛
状態を緩和しようとしているのではないか
と考えた。中でも視床 VPL 核は痛覚伝達に関
与することが報告されていることから、VPL
核に発現するニコチン受容体が刺激される
ことで痛覚伝達が遮断され、鎮痛作用が発現
する可能性を考え、それについて検討を行っ

図 1 側脳室内投与における 5IA の鎮痛作用 

(*P < 0.05 vs. Vehicle) 

図2 [125I]5IAのオート

ラジオグラフィ画像 



図 4 VPL 核遮断後の 5IA の鎮痛作用 

た。 
 5IA（1-50 nmol）を VPL 核へ投与し、鎮痛
作用を評価したところ、投与 15 分後をピー
クとする用量依存的な鎮痛作用が認められ
た（図３）。データには示さないものの、同
濃度の 5IA とメカミラミンの混合溶液を VPL
核に同時投与したところ、鎮痛作用は完全に
抑制されたことから、この作用は VPL 核に存
在するニコチン受容体を介して発現してい
ることが明らかとなった。 

 
 さらに、5IA 側脳室内投与時に発現する鎮
痛作用に VPL 核がどの程度関与するのかを明
らかにする目的で、VPL 核にメカミラミンを
投与したあとに 5IA を側脳室内投与して鎮痛
作用を評価した。その結果、メカミラミン処
置によって 5IA の鎮痛作用は 70%抑制された
ことから、側脳室内投与された 5IA のある程
度の部分は VPL 核に作用して鎮痛作用を発現
している可能性が示された（図４）。さらに
有意差は認められなかったものの、興味深い
ことにメカミラミン投与で痛覚閾値が減少
する傾向が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

②内因性アゴニストの鎮痛作用 
 メカミラミンの VPL 核投与により痛覚閾値
の低下が認められたことから、用量をふって
濃度依存性を検討した。その結果、5 および
10 nmol 投与群で鎮痛閾値の有意な低下が認
められた（図５）。メカミラミンはアンタゴ
ニストであり、それ自体では発痛作用は有さ
ないことから、今回認められた痛覚閾値の低
下は、内因性アゴニストであるアセチルコリ
ンに由来する鎮痛作用を抑制した可能性が
考えられた。すなわち、神経因性疼痛状態で
は内因性アゴニストによる疼痛抑制機構が
働いている可能性が考えられ、その機構に
VPL 核のニコチン受容体が関与することが示
唆された。 

 
 

 
 
(5)結論 
 視床 VPL 核に存在するニコチン受容体が外
因性アゴニストと内因性アゴニストの両方
の鎮痛作用に関与する可能性が示され、神経
因性疼痛の抑制に重要な役割を果たしてい
ることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(**P < 0.01, *P < 0.05 vs. Vehicle/Vehicle, ##P < 0.01, 

#P < 0.05 vs. MEC/Vehicle, †P < 0.05 vs. Vehicle/5IA) 

図 5 VPL 投与におけるメカミラミンの痛覚過敏作用 

(*P < 0.05 vs. Vehicle) 

図 3 VPL 核内投与における 5IA の鎮痛作用 

(**P < 0.01 vs. Vehicle, #P < 0.05 vs. 1 nmol) 
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