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研究成果の概要（和文）： 

本研究課題では、急性疼痛ストレスにおける中枢神経系（視床下部－下垂体－副腎系および脊
髄後角の反応）および末梢（炎症部位）での疼痛・ストレス受容反応の分子基盤を疼痛受容と
神経内分泌反応との機能連関という視点での解明を目的とした。具体的には、（１）急性疼痛ス
トレスモデルであるホルマリンテストによる視床下部における神経内分泌反応を明らかにした。
（２）ニューロンの活動性の指標として汎用される前初期遺伝子の脊髄後角や視床下部室傍核
における動態を明らかにした。（３）疼痛機序において、痛み・酸・温度センサーとして注目さ
れているtransient receptor potentialをはじめとした受容体活性型Ca2+チャネルの疼痛受容
反応における役割を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The purpose of the study was to examine the relationship between acceptance of 
nociceptive stress at peripheral tissue and response against the stress at the central 
nervous system. We obtained significant results as follow. (1)Formalin test which 
was acute nociceptive stress model induced rapid neuroendocrine response in the 
hypothalamus. (2)Immediate early gene expression which was widely used for indication 
of activated of neurons was observed in the dorsal horn of the spinal cord and the 
hypothalamic paraventricular nucleus after nociceptive stress. (3) 
Receptor-activated Ca2+-channels such as transient receptor potential involved in 
processing nociceptive stress in the peripheral tissue. 
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１．研究開始当初の背景 
骨折や火傷などの外傷では局所で炎症細

胞（好中球）の浸潤、ヒスタミンやセロトニ
ンの放出による局所の腫脹とともに、ブラジ
キニンやプロスタグランディン E2 の産生に
よって疼痛が誘発される。 
これらの疼痛機序において、痛み・酸・温

度センサーとして注目されているtransient 
receptor potential V1 (TRPV1)やV4 (TRPV4)
をはじめとした受容体活性型Ca2+チャネルが
後根神経節（DRG）細胞における疼痛受容に
関与すると考えられている。この受容体の興
奮はDRG細胞（一次求心性ニューロン）から
脊髄後角(二次求心性ニューロン)に伝達さ
れるが、この際に転写調節因子でニューロン
の活動性の指標として汎用されるc-fosの発
現が脊髄後角において増加することが確認
されており、末梢での疼痛刺激が一次・二次
求心性ニューロンを経て中枢へ伝達される
と考えられている。 
申請者らは、これまでに疼痛モデル動物に

おける全身性の反応である視床下部—下垂体
—副腎系の変化について遺伝子改変動物（バ
ゾプレッシン（AVP）-eGFP トランスジェニッ
クラット）を用いて解析を行ってきた。 
本研究では、疼痛が生じている局所におけ

る疼痛受容と視床下部—下垂体—副腎系の機
能関連を明らかにするために、AVP-eGFP トラ
ンスジェニックラットに加え、ニューロンの
活動性の指標として汎用される c-fosを赤色
蛍光タンパク（monomeric Red Fluorescent 
Protein: mRFP）で標識することによりニュ
ーロンの活性化を生細胞で可視化すること
を可能にしたしたトランスジェニックラッ
トを用いる事にした。さらに、TRPV1 ならび
に TRPV4ノックアウトマウスも疼痛受容反応
の変化を観察するため用いる事にした。 

 
２．研究の目的 
本研究では、これらの遺伝子改変動物に急性
疼痛モデルを作成し、中枢神経系の反応（視
床下部—下垂体—副腎系ならびに脊髄後角）疼
痛受容反応を mRFP の赤色蛍光ならびに eGFP
の緑色蛍光を指標に in vivo の状態で視覚的
に評価する方法を確立し、疼痛・ストレス反
応の分子基盤を疼痛受容と神経内分泌反応
との機能連関という新たな視点で解明する
ことを目的とした。 
３．研究の方法 
（１）AVP-eGFP トランスジェニックラットの
両側足底に 5%ホルマリン溶液を皮下注射し
た。 
注射 15 分後、2時間後、6時間後に灌流固定
し、ホルマリン固定の後に視床下部視索上核、
室傍核、ならびにこれらから軸索の投射を受
ける正中隆起を含む脳切片を作成し、蛍光顕
微鏡で AVP-eGFP 蛍光を観察した。灌流固定

の際、血液も同時に採取し、血中 AVP 濃度を
測定した。 
（２）c-fos mRFP トランスジェニックラット
の両側足底に 5％ホルマリン溶液を皮下注射
した。注射 0分後、30 分後、90 分後、3時間
後、6 時間後および 24 時間後に灌流固定し、
ホルマリン固定の後に視床下部視索上核と
室傍核、ならびに L4 レベルの脊髄を含む切
片を作成し、蛍光顕微鏡で c-fos mRFP 蛍光
を観察した。また、これらの切片で免疫組織
化学的染色法により Fosタンパクの発現も観
察した。 
（３）野生型マウス、TRPV1 ならびに TRPV4
ノックアウトマウスの片側足底皮下にセボ
フルレン麻酔下に 0.5％ホルマリン溶液を皮
下注射し、注射後 60 分間これらのマウスの
生体防御行動を観察し、その積算時間を記録
した。さらに注射 90 分後に灌流固定し、視
床下部室傍核ならびに L4 レベルの脊髄を含
む切片を作成し、免疫組織化学的染色法によ
り Fos タンパクの発現を観察した。 
 
４．研究成果 
（１）AVP-eGFP トランスジェニックラットへ
のホルマリン注射後 15 分で血中 AVP 濃度が
上昇し、2 時間後には正常化していた。室傍
核における eGFP 蛍光は大細胞群と小細胞群
の両方で増強し、小細胞群の増強が著明であ
った。正中隆起では、内層よりも外層の蛍光
がより増強した一方、下垂体後葉でも蛍光の
増強が見られた。 
（２）c-fos mRFP トランスジェニックラット
にホルマリンを注射すると、室傍核における
mRFP 蛍光が注射後 3 時間をピークに 90 分か
ら 6時間にかけて増強し、免疫組織化学的染
色法による Fosタンパクと同様の結果を得た。
下肢からの疼痛刺激を受容する L4 レベルの
脊髄後角では第Ⅰ、Ⅱ層で注射 90 分後から 6
時間後まで mRFP 蛍光の増強を認めた。Fos タ
ンパクの発現も脊髄後角第Ⅰ、Ⅱ層で注射 90
分後から 3時間後まで増加を認めた。さらに、
脊髄後角における mRFP 蛍光は Fos タンパク
より約 3倍多く発現しており、疼痛刺激に鋭
敏に反応した。 
（３）TRPV1 ならびに V4 ノックアウトマウス
にホルマリンを注射すると、ホルマリンによ
る直接刺激とされる第1相（注射0分～10分）
では野生型マウスが有意に TRPV1 や TRPV4 ノ
ックアウトマウスよりも生体防御行動を多
く認めた。炎症を介した二次性の疼痛とされ
る第 2 相（注射 10 分～60 分）では TRPV1 ノ
ックアウトマウスのみ生体防御行動を野生
型よりも少なく認めた。また脊髄後角第Ⅰ、
Ⅱ層における Fos タンパクの発現は、注射側
が非注射側よりも増加し、かつ野生型マウス
が TRPV1 ならびに TRPV4 ノックアウトマウス
と比較して有意に増加した。一方、室傍核に



おける Fos タンパクの発現は、TRPV1 ノック
アウトマウスが野生型マウスよりも有意に
減少した。この結果は、上記第 2相の生体防
御行動をおおむね反映するものであった。 
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