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研究成果の概要（和文）：　変形性膝関節症モデルラットを用いてオキシトシンおよびバゾプレッシンの発現動
態を調べた。その結果、室傍核の背側小細胞領域のオキシトシンの発現および脊髄後角I-II層におけるオキシト
シン顆粒が増加し、疼痛調節に関与する可能性を明らかにした。さらに、視床下部バゾプレッシンの発現も増加
しており、疼痛調節や視床下部-下垂体-副腎皮質軸の活性化に関与する可能性を明らかにした。さらに、慢性関
節炎モデルラットを用いてオキシトシンニューロンの電気生理学的解析を行い、グルタミン酸によりオキシトシ
ンニューロンが活性化することおよび内因性オキシトシンによる抑制性フィードバックシステムが存在すること
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　We investigated the expression kinetics of oxytocin (OXT) and vasopressin 
(AVP) in a knee osteoarthritis rat model. The results revealed that the expression of OXT in the 
dorsal parvocellular paraventricular nucleus and OXT granules in the laminae I-II of spinal dorsal 
horn were increased and may be involved in the pain modulation. Furthermore, the expression of AVP 
in the hypothalamus was also increased, suggesting that it may be involved in the pain regulation 
and the activation of hypothalamus-pituitary-adrenocortical axis. Moreover, electrophysiological 
analysis of OXT neurones in a chronic arthritis rat model revealed that the activity of OXT-ergic 
neurones is upregulated by increasing the glutamate release, and OXT neurones have a feedback system
 with released OXT. It is possible that NO synthase may contribute to the feedback system of the 
OXT-ergic neurons.

研究分野： 整形外科

キーワード： オキシトシン　バゾプレッシン　トランスジェニックラット　変形性膝関節症　MIA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　視床下部ホルモン・オキシトシンの慢性疼痛における発現動態およびその活性化の機序について不明な点が多
い。本研究では、変形性膝関節症モデルを用いて、視床下部室傍核における発現の増加したオキシトシンが脊髄
後角I-II層に運ばれ、脊髄における疼痛調節に関与することを明らかにした。さらに、慢性関節炎モデルを用い
て、電気生理学的検討を行い、オキシトシンニューロンがグルタミン酸の放出増加に伴い活性化し、オキシトシ
ンニューロンのネガティブフィードバック調節に一酸化窒素合成酵素が関与することを明らかにした。今後オキ
シトシンが慢性疼痛治療の選択肢の一つとなる可能性があり、これらの知見に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（共通） 
１．研究開始当初の背景 
慢性疼痛は近年の急速な高齢化社会に伴い脊椎疾患からの神経障害性疼痛や変形性膝関節症に
よる膝関節痛などの慢性疼痛に苦しむ患者が増加している。痛みが難治化し慢性化すると QOL
や ADL の低下を引き起こし、経済的損失も大きい。慢性疼痛の治療には、NSAIDs、アセトアミ
ノフェン、SNRI、オピオイドなど種々の鎮痛薬を使用するが、その病態メカニズムが十分に解
明されていないことにより、有効な治療方針は未だに確立しておらず、慢性疼痛のメカニズム
の解明ならびに慢性疼痛に対する有効な治療法の確立は急務の課題である。昨今の研究により
下垂体後葉ホルモンの一つであるオキシトシン（OXT）が疼痛抑制効果を有することが明らかと
なり、新規鎮痛薬となりうることが期待される。我々は、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、これまで OXT を単量体赤色蛍光タンパク１(mRFP1)で標識した OXT-
mRPF1 トランスジェニック（Tg）ラットを用いて、急性炎症・疼痛モデル、リウマチ性関節炎
モデルおよび神経障害性疼痛モデルにおいて視床下部における OXT の合成ならびに脊髄後角に
軸索輸送される OXT が増加することを報告した（Matsuura et al., 2015, 2016; 
Nishimura.,2019）。しかし、慢性疼痛状態において OXT ニューロンがどのように上方制御され
るのか、OXT ニューロンの可塑性については不明な点が多い。OXT-mRFP1 Tg ラットは OXT が赤
色蛍光で標識されているため生細胞のまま OXT ニューロンを同定することが可能であり、電気
生理学的実験に極めて有用である。この Tgラットを用いてこれまで行ってきた分子生物学的実
験による OXT 合成量の評価だけでなく、Tg ラットの利点を活かした電気生理学的実験を行い、
視床下部 OXT ニューロンの動態および可塑性について検討した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、遺伝子改変動物を用いて、慢性疼痛を生ずる種類の異なった病態の疼痛モデ
ルを作成し、分子生物学的実験ならびに電気生理学的実験を用いて、それぞれの疼痛メカニズ
ムと OXT の関連性を検討することである。本研究では、OXT-mRFP1 Tg ラットを用いて第 5脊髄
神経を結紮する脊髄神経結紮(SNL) による神経障害性疼痛モデルおよびモノヨード酢酸(MIA)を
関節内投与する MIA 誘発変形性膝関節症モデルを作成し、①痛覚閾値、②視床下部 OXT ニュー
ロンの活動性や OXT 合成量および脊髄後角へ軸索輸送される OXT 量、③視床下部 OXT ニューロ
ンの可塑性変化、④創薬の可能性について評価検討した。さらに、慢性疼痛状態下における
OXT ニューロンの上方制御のメカニズムについて明らかにするために、OXT-mRPF1 Tg ラットを
用いて慢性炎症モデルであるアジュバント関節炎ラットモデルを作成し、視床下部室傍核の
OXT ニューロンにおける静止膜電位と興奮性シナプス後電流をホールセルパッチクランプ法に
より検討した。 
 
３．研究の方法 
１）雄性 5週齢の Wister ラットを用いて、右後肢膝関節内に MIA（1 mg/0.05 mL）を関節内注
射し、MIA 誘発変形性膝関節症モデル（MIA 群）を作成した。無処置群（Control 群）、生理食
塩水膝関節内注射群（Saline 群）を対照群とした。右後肢膝関節内注射前、注射後 7、14、21
および 28日に機械刺激（von Frey test）および熱刺激（Hot plate test）に対する痛覚閾値
を評価した。膝関節内注射後 28 日に膝関節横径の計測および micro CT による形態学的評価を
行なった。膝関節内注射後 28 日に灌流固定を行い、脳および脊髄を摘出し、脳および脊髄の薄
切切片を作成した。視索上核（SON）・室傍核（PVN）を含む脳切片と第 4腰髄（L4）レベルの
脊髄切片を用いて神経活動の指標として用いられる FosB による免疫組織学染色（IHC）を行
い、SON・PVN・患側 L4脊髄後角 I-II 層での FosB 陽性細胞数を計数した。さらに、L4レベル
の脊髄切片を用いて、抗 Iba-1（ミクログリア標識）および抗 GFAP 抗体（アストロサイト標
識）を用いて IHC を行い、患側 L4脊髄後角 I-II 層における蛍光輝度を計測し、グリア細胞の
発現を評価した。 
 
２）雄性 5週齢の Wister ラットを用いて、1）と同様の方法にて MIA 誘発変形性膝関節症モデ
ルを作成した。1）と同様に対照群を設けた。右後肢膝関節内注射後 28 日で断頭を行い、血液
を採取し、迅速に脳および下垂体を摘出し、切片を作成した。OXT、アルギニン-バゾプレッシ
ン（AVP）、コルチコトロピン放出ホルモン（CRH）およびプロピオメラノコルチン（POMC）に
相補的なプローブを用いた in situ ハイブリダイゼーション法（ISH）を行い、OXT mRNA、AVP 
mRNA、CRH mRNA および POMC mRNA の発現レベルを評価した。ラジオイムノアッセイ法を用いて
血漿 OXT および AVP 濃度を測定し、ELISA 法を用いて血漿 CORT 濃度を測定し、対照群と比較し
た。 
 
３）雄性 5週齢の OXT-mRFP1 Tg ラットおよびバソプレシン（AVP）を緑色蛍光タンパクで標識
した AVP-eGFP Tg ラットを用いて 1）と同様の方法にて MIA 誘発性変形性膝関節症モデルを作
成した。1 ）と同様に対照群を設けた。膝関節内注射後 28 日で灌流固定を行い、脳、下垂体、
および脊髄を摘出し、SON および PVN ならびに正中隆起（ME）を含む脳切片、下垂体後葉
（PP）および L4レベル脊髄切片を作成した。SON、PVN および PP における OXT-mRFP1 蛍光輝度



ならびに患側 L4脊髄後角 I-II 層における OXT-mRFP1 陽性顆粒数を測定した。さらに、SON、
PVN、ME および PPにおける AVP-eGFP 蛍光輝度を測定した。 
 
４）雄性 7週齢の OXT-mRFP1 Tg ラットを用いて、左側 L5 腰髄神経結紮（SNL）による神経障
害性疼痛モデルを作成した。無処置群（Control 群）および偽手術群（Sham 群）を対照群とし
た。SNL 処置前、処置後 7日および 14 日に機械刺激および熱刺激に対する痛覚閾値を評価し
た。処置後 14日に灌流固定を行い、脳および下垂体を摘出した。SON および PVN を含む脳切片
を作成し、OXT-mRFP1 蛍光輝度を計測した。 
 
５）当初は神経障害性疼痛モデルおよび変形性膝関節症モデルラットを用いて電気生理学的実
験を行う予定であったが、古くから慢性炎症モデルとして確立されている慢性関節炎 
(adjuvant arthritis; AA) モデルを用いて実験を行なった。雄性 6-8 週齢の OXT-mRPF1 Tg ラ
ットを用いて、結核死菌（1mg）を尾根に皮下注射を行い、AA モデルを作成した。対照群には
溶媒を皮下注射した。皮下注射後 15日に断頭を行い、脳を速やかに摘出し、PVN を含む脳スラ
イスを作成した。PVN の OXT ニューロンにおける静止膜電位と興奮性シナプス後電流をホール
セルパッチクランプ法により検討した。 
 
４．研究成果 
方法（１）〜（５）に対応して記載する。 
（１）関節注射後 7日において MIA 群の機械刺激に対する痛覚閾値が対照群と比較し有意に低
下した。関節注射後 14、21、28 日において MIA 群の機械刺激および温度刺激に対する痛覚閾値
は対照群と比較し有意に低下し、MIA 群において痛覚過敏が生じることを確認した。さらに、
関節注射後 28日に観察した患側膝関節のマイクロ CT 画像および肉眼的所見では、MIA 群の患
側大腿骨および脛骨の膝関節表面の軟骨消失と侵食を認め、MIA 群の患側膝関節の横径は、対
照群と比較し有意に増加した。MIA 群の患
側 L4 脊髄後角 I-II 層における FosB 陽性
細胞数は対照群と比較し有意に増加した
（図 1A-C）。さらに、MIA 群の SON およ
び PVN における FosB-IR 細胞の発現も対
照群と比較し有意に増加した（図 1D-
F）。MIA 群の患側 L4脊髄後角 I-II 層に
おける Iba-1 および GFAP の発現が対照群
と比較し有意に増加した（図 1G-I）。 
 
（２）MIA 群における OXT mRNA 発現レベルは、対照群と比較して、pPVN で有意に増加した（図
2A,B）。SON および mPVN では、各群間の OXT mRNA 発現レベルに有意差は認めなかった(図 2A, 
B)。MIA 群の SON、mPVN および pPVN における AVP hnRNA 発現レベルは、対照群と比較し有意に
増加した（図 2C, D）。MIA 群の pPVN における CRH mRNA 発現レベルは、対照群と比較し有意に
減少した（図 2E, F)。MIA 群の APにおける POMC mRNA 発現レベルは、対照群と比較し有意に増
加した（図 2G, H)。MIA 群の血漿 AVP およびコルチコステロン （CORT）濃度は、対照群に比べ
有意に高値であったが、血漿 OXT 血漿濃度は各群間で有意差を認めなかった（図 3）。 

 
（３）MIA 群の pPVN における OXT-mRFP1 蛍光輝度は、対照群と比較し有意に高値であった（図
4C, F）。PP、SON および mPVN における OXT-mRFP1 蛍光輝度は各群間で有意差を認めなかった
（図 4A-F）。さらに、MIA 群の L4脊髄後角 I-II 層における OXT-mRFP1 陽性顆粒数は、対照群

図１：第4腰髄（L4）脊髄後角, SONおよびPVNにおけるFosB陽性細胞数,
L4脊髄後角におけるIba-1およびGFAP陽性細胞の蛍光輝度

（A）L4脊髄後角I-II層の患側（a-c）および健側（d-f）のFosB陽性細胞.
（B）L4脊髄後角I-II層の患側FosB陽性細胞数および（C）健側FosB陽性細胞数.
（D）SON (a-c) およびPVN (d-f) におけるFosB陽性細胞.
（E）SONにおけるFosB陽性細胞数および（F）PVNにおけるFosB陽性細胞数
（G）患側L4脊髄後角I-II層におけるIba-1陽性細胞（a-c）とGFAP陽性細胞
（d-f).
（H）患側L4脊髄後角I-II層におけるIba-1陽性細胞のAlexa 488蛍光強度.
（I）患側L4脊髄後角I-II層におけるGFAP陽性細胞のAlexa 488蛍光強度.
各群5〜6匹.データは平均値±SEMで示した.
*：Control群と比較し, P値が0.05未満であることを示す.
**：Control群と比較し, P値が0.01未満であることを示す.
†：Saline群と比較し, P値が0.05未満であることを示す.
††：Saline群と比較し, P値が0.01未満であることを示す.

図３： 血漿OXT, AVP, CORT濃度の変化

（A）血漿OXT濃度.
（B）血漿AVP濃度.
（C）血漿コルチコステロン（CORT）濃度.
各群5〜6匹.データは平均値±SEMで示した.
*：Control群と比較し, P値が0.05未満であることを示す.

図２： OXT, AVP, CRHおよびPOMCの遺伝子発現変化

（A）SON(a-c), PVN大細胞領域（mPVN）および小細胞領域（pPVN）における
OXT mRNAの遺伝子発現(d-f).
（B）SON, mPVN, pPVNにおけるOXT mRNA probe binding測定結果.
（C） SON (a-c), mPVN (d-f), pPVN (d-f) におけるAVP hnRNAの遺伝子発現.
（D） SON、mPVN、pPVNにおけるAVP hnRNA probe binding測定結果.
（E） pPVNにおけるCRH mRNAの遺伝子発現（a-c）.
（F） pPVNにおけるCRH mRNA probe binding測定結果.
（G）下垂体前葉（AP）におけるPOMC mRNAの遺伝子発現（a-c）. 
（H） APにおけるPOMC mRNA probe binding測定結果.
各群5〜6匹.データは平均値±SEMで示した.
*：Control群と比較し, P値が0.05未満であることを示す.
**：Control群と比較し, P値が0.01未満であることを示す.
†：Saline群と比較し, P値が0.05未満であることを示す.
††：Saline群と比較し, P値が0.01未満であることを示す.



と比較し患側のみ有意に増加した（図 5A, B）。MIA 群の PP、SON、PVN および ME における
AVP-eGFP 蛍光輝度は、対照群と比較して有意に高値であった（図 6A-H)。 

以上（１）〜（３）の結果より、OA モデルの疼痛調節に OXT および AVP が関与することが示唆
された。 
 
（４）SNL 処置後 7日および 14 日に SNL 群の機械刺激および温刺激に対する痛覚閾値は対照群
と比較し有意に低下した。処置後 14日後の SNL 群の PP、SON、mPVN および pPVN における OXT-
mRFP1 蛍光輝度は対照群と比較し有意に増加した（図 7）。 
 
（５）結核死菌皮下注射後 15 日の AA群の arthritis index は対照群（Control）と比較し高値
であり、AAを発症したことを確認した。さらに、静止膜電位（RMP）は AA群で有意に高値であ
った。続いて、1 µM OXTを灌流液に添加し OXT ニューロンの RMP を測定したところ、Control
群で RMP が増加し、AA 群では変化を認めず、Control 群と AA群の間に有意差を認めた。AA群
の mPVN の OXT ニューロンの mEPSC および sEPSC の発生頻度は Control 群と比較し有意に増加し
（図 8）、OXT 受容体拮抗薬（L-368,899）の灌流液への添加により AA 群の mEPSC および sEPSC
の発生頻度は用量依存的に有意に増加した（図 9）。mPVN の OXT ニューロンの mIPSC の発生頻
度は、Control 群と比較し
AA 群で有意に増加した
（図 10）。L-368,899 の灌
流液への添加は、Control
群および AA 群の OXT ニュ
ーロンの mIPSC の発生頻度
および振幅に変化を生じな
かった（図 10）。したが
って、AA ラットの OXT ニ
ューロンでは、内因性 OXT
からの mEPSC と sEPSC のフ
ィードバックが起こること
が示唆された。さらに、
GABA A受容体拮抗薬（100 
µMピクロトキシン）また
はカンナビオイド受容体拮
抗薬（2 µM AM 251）の前
投与後の L-368,899 の灌流
液への添加は、mEPSC の発
生頻度を増加したが、
mEPSC の振幅に明らかな変
化を認めず、L-NAME の前
投与後の L-368,899 の灌流

図４： PP, SONおよびPVNにおけるOXT-mRPF1蛍光輝度の変化

(A）PPにおけるOXT-mRFP1の蛍光顕微鏡 画像.
(B）SONにおけるOXT-mRFP1の蛍光顕微鏡 画像.
(C) mPVNおよびpPVNにおけるOXT-mRFP1の蛍光顕微鏡 画像.
pPVNの拡大 画像をd-fに示す.
(D-F）PP, SON, mPVNおよびpPVNにおけるmRFP1蛍光輝度平均値.
各群5〜6匹.データは平均値±SEMで示した.
*：Control群と比較し, P値が0.05未満であることを示す.
**：Control群と比較し, P値が0.01未満であることを示す.
†：Saline群と比較し, P値が0.05未満であることを示す.
††：Saline群と比較し, P値が0.01未満であることを示す.

図５： L4脊髄後角I-II層におけるOXT-mRFP1陽性顆粒の変化

(A) 患側（a-c）および健側（d-f）L4脊髄後角I-II層におけるOXT-mRFP1陽性
顆粒の蛍光顕微鏡画像.脊髄後角I-II層 の拡大画像（g-i）

(B) 患側および健側L4脊髄後角I-II層におけるmRFP1蛍光陽性顆粒数
各群5〜6匹.データは平均値±SEMで示した.
**：Control群と比較し, P値が0.01未満であることを示す.
††：Saline群と比較し, P値が0.01未満であることを示す.

図６： PP, SON, PVNおよびMEにおけるAVP-eGFP蛍光輝度の変化

(A）PPにおけるAVP-eGFPの蛍光顕微鏡画像.
(B）SONにおけるAVP-eGFPの蛍光顕微鏡画像.
(C) mPVNおよびpPVNにおけるAVP-eGFPの蛍光顕微鏡画像.
(D）iMEおよびoMEにおけるAVP-eGFPの蛍光顕微鏡画像.
(E-H) PP, SON, mPVN, pPVN, iMEおよびoMEにおけるAVP-eGFP蛍
光輝度平均値.
各群5〜6匹.データは平均値±SEMで示した.
*：Control群と比較し, P値が0.05未満であることを示す.
**：Control群と比較し, P値が0.01未満であることを示す.
†：Saline群と比較し, P値が0.05未満であることを示す.
††：Saline群と比較し, P値が0.01未満であることを示す.
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図７：SNL後のPP, SONおよびPVNにおけるOXT-mRPF1蛍光輝度の変化
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(A）PPにおけるOXT-mRFP1の蛍光顕微鏡画像.
(B）SONにおけるOXT-mRFP1の蛍光顕微鏡画像.
(C) mPVNおよびpPVNにおけるOXT-mRFP1の蛍光顕微鏡画像.
pPVNの拡大画像をd-fに示す.
(D-F）PP, SON, mPVNおよびpPVNにおけるmRFP1蛍光輝度平均値.
各群4匹.データは平均値±SEMで示した.
*：Control群と比較し, P値が0.05未満であることを示す.
**：Control群と比較し, P値が0.01未満であることを示す.
†：Saline群と比較し, P値が0.05未満であることを示す.
††：Saline群と比較し, P値が0.01未満であることを示す.
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図８：OXT-mRFP1ニューロンで記録されたsEPSCおよびmEPSC 図９：OXT-mRFP1ニューロンのsEPSCおよびmEPSCに対するL368,899の作用

図１０：OXT-mRFP1ニューロンのmIPSCに対するL368,899の作用図１１：OXT-mRFP1ニューロンのL-368,899によって増加した
mEPSCに対するピクロトキシン、AM251、L-NAMEの作用



液への添加は mEPSC の発生頻度および振幅に有意な変化を生じなかった（図 11）。mEPSC はピ
クロトキシンの添加後にのみベースラインから有意に増加した(図 11)。したがって、一酸化窒
素合成酵素（NOS）が AAラットにおける合成された OXT のフィードバックシステムに寄与する
ことが示唆された。 
以上の結果より、視床下部 PVN における OXT ニューロンはグルタミン酸のシナプス前放出が増
加しており、さらに内因性 OXT による抑制性のフィードバックシステムが存在し、そのシグナ
ル伝達に NOS が関与していることが明らかになった。 
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