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研究成果の概要（和文）：　シナプス小胞内への取り込み時に機能するボツリヌス毒素重鎖を蛍光標識したものをラッ
ト顔面部に注射したところ、同側の三叉神経節細胞で染色が確認された。反対側や染色液のみの注射では染色は観察さ
れなかった。神経軸索輸送を阻害するコルヒチンを投与したラットでも染色は観察されなかった。三叉神経障害性疼痛
モデルにおける温熱刺激（疼痛刺激）に対して、ボツリヌス毒素を顔面部皮膚に投与後には疼痛の減弱が観察された。
また、末梢神経障害性疼痛モデルの知覚神経節にボツリヌス毒素を直接投与することにより、鎮痛反応が観察された。

研究成果の概要（英文）：Fluorescein labeled botulinum toxin heavy chain which works for endocytosis was in
jected into rat face skin and found in ipsilateral trigeminal ganglion. The labeled botulinum toxin heavy 
chain was not found on the contralateral side or in the only fluorescein injection. The uptake was inhibit
ed by colchicine treatment, which blocks axonal transport. Intradermal injection of botulinum toxin allevi
ates infraorbital nerve constriction induced thermal hyperalgesia in an operant assay. Direct application 
of botulinum toxin to dorsal root ganglia reversed the sciatic nerve entrapment induced decreases in withd
rawal thresholds.
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１．研究開始当初の背景 
 日本では、現在世界に類を見ないほど急速
に、高齢化が進行しつつあり、歯科において
も高齢者の受診患者は激増している。高齢者
に多発する三叉神経障害性疼痛はその病態
が十分解明されていないものもあり、不治の
疼痛に苛まれている症例も少なくない。難治
性で強度の疼痛に苛まれる患者の日常生活
は、大きく障害され、社会的に大きな問題と
なっている。抗てんかん薬や抗うつ薬などが
治療に用いられるが、それらの薬物は中枢性
副作用が強く、服用不可能である患者も少な
くない。 
我々はこれら難治性の疼痛に対する新しい
治療法を確立するために継続して神経障害
性疼痛の基礎研究に携わってきた。その結果、
世界に先駆けて、新しい一次侵害受容ニュー
ロンの過敏化メカニズムの一端を解明し、三
叉神経障害性疼痛モデルに対し、神経毒素の
みを高度に精製した改良 A 型ボツリヌス毒
素（BoNT/A）の鎮痛効果を明らかにした。 
末梢皮内投与したBoNT/Aが三叉神経節細胞
に到達すること、さらには三叉神経節におけ
る疼痛伝達を軽減する詳細なメカニズムは
解明されていない。そこで、本研究計画にお
いて、BoNT/A の軸索輸送、知覚神経節細胞
での効果、BoNT/A の知覚神経節への直接投
与による鎮痛効果などを観察し、効果的な治
療法の開発に結び付けたい。 
 
２．研究の目的 
（1）三叉神経内の BoNT/A の軸索輸送 
 蛍光色素で標識したBoNT/Aを培養神経細
胞に投与し、神経線維内の軸索輸送を顕微鏡
下で観察する。さらに色素標識した BoNT/A
を末梢投与し、末梢神経、三叉神経節、脊髄、
大脳における標識細胞を観察する。 
（2）BoNT/A による三叉神経節における
SNAP-25 タンパクの切断 
 BoNT はシナプス内において SNAP-25 を
切断し、小胞性の伝達物質遊離を阻害するの
で、末梢投与した BoNT/A が三叉神経節にお
いて SNAP-25 を切断するのかを Western 
blot により観察する。 
（3）三叉神経障害性疼痛モデルにおける温
熱刺激（疼痛刺激）に対する BoNT/A 投与後
の変化 
疼痛モデル作製後の疼痛反応、ならびに
BoNT/A 投与後の鎮痛効果を、疼痛を伝達す
る C 線維を温熱刺激することにより観察す
る。 
（4）末梢神経障害性疼痛モデルの知覚神経
節にBoNT/Aを直接投与することによる鎮痛
反応 
 BoNT/A が知覚神経節で作用することを確
認するため、体内埋め込み式ポンプを利用し、
比較的容易にアプローチ可能である後根神
経節に BoNT/A を直接的、持続的に投与し、
後根神経障害性疼痛モデル動物の鎮痛効果
を行動実験により観察する。 

 
３．研究の方法 
（1）三叉神経内の BoNT/A の軸索輸送 
①in vitro での三叉神経細胞内への BoNT/A
の取り込み観察 
BoNT は重鎖（Hc）と軽鎖（Lc）から構成され
ており、Hc により BoNT はシナプス小胞内に
取り込まれる輸送の鍵である。そこで、蛍光
色素標識された Hc の輸送を観察した。
BoNT/A-Hc をピンポイントで蛍光標識するた
め、BoNT/A-Hc の N-末端にシステインタグが
付加されるように設計された発現ベクター
を構築し、GST 融合 Cys-A-Hc リコンビナント
タンパク質を大腸菌で大量合成した。アフィ
ニティー精製後、GST タグを除去し、システ
インタグを蛍光標識した。生後 7日目のラッ
トから三叉神経節細胞を分離・培養し、蛍光
色素で標識した BoNT/A-Hc で 20 分間培養し
た。 
 
②蛍光色素で標識した Hc を末梢皮内に投与
した時の三叉神経節の観察 
 蛍光色素標識したBoNT/A-Hcを顔面部末梢
皮内に投与した。その後、ラット三叉神経節
を剖出し、神経節細胞が蛍光標識されている
のかを観察した。 
 
（2）BoNT/A による三叉神経節における
SNAP-25 タンパクの切断 
 BoNT はシナプスにおいて神経伝達物質の
遊離を司る SNAP-25 を切断することにより、
小胞性の伝達物質遊離を阻害することが理
解されている。BoNT/AとSNAP-25を共培養し、
SNAP-25 が切断されているかを Western blot
により確認した。 
 
（3）三叉神経障害性疼痛モデルにおける温
熱刺激（疼痛刺激）に対する BoNT 投与後の
変化 
顔面部温熱刺激ボックス内で顔面部皮膚を
金属チューブに当てて水を飲む訓練を行い、
そのボックス内で水を飲む条件付けを行っ
た。顔面部に接触する金属チューブ内は水が
流れるようになっており、45℃に設定した。
ラットが金属チューブに触れると導通が生
じ、接触時間をコンピュータに記録した。条
件付けが終了した後、ラット両側眼窩下神経
をゆるく結紮し、疼痛閾値の低下を確認した。
その後、BoNT/A をラットの両側のひげの部分
に注射し、閾値の回復を観察した。 
 
（4）末梢神経障害性疼痛モデルの知覚神経
節に BoNT/A を直接投与することによる鎮痛
反応 
 BoNT/A の効果発現部位を明確にするため、
知覚神経節に BoNT/A を直接投与することに
より、末梢神経障害性疼痛モデル動物の鎮痛
効果を行動実験により観察した。チューブの
先を後根神経節上に設置した。足底部の温熱
刺激に対するベースラインデータを記録後、



脊髄神経にカフ（1mm 幅）を装着し、末梢神
経障害性疼痛モデルを作成し、疼痛閾値の低
下を観察した。BoNT/A を投与し、ラットの疼
痛反応の変化を観察した。 
 
４．研究成果 
（1）三叉神経内の BoNT/A の軸索輸送 
①in vitro での三叉神経細胞内への BoNT/A
の取り込み観察 
 蛍光標識したBoNT/A-Hcをラット三叉神経
節細胞に投与したところ、細胞内への取り込
みが観察された。 

 
②蛍光色素で標識した Hc を末梢皮内に投与
した時の三叉神経節の観察 
 蛍光標識したBonT-Hcをラット顔面部に注
射し、数時間後に観察したところ、同側の三
叉神経節細胞で染色が確認された。反対側、
染色液のみの注射では染色は観察されなか
った。また、神経軸索輸送を阻害するコルヒ
チンを投与したものでも染色は観察されな
かった。このことから、末梢に注射した
BoNT/A Hc が神経輸送を介して三叉神経節に
到達したことが理解できた。さらに、三叉神
経への取り込みにおいては抗 SV2C 抗体を事
前に投与したものではBoNT/A-Hcの取り込み
が減少することが観察され、SV2C 受容体が取
り込みに関与していることが理解できた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
（2）BoNT/A による三叉神経節における
SNAP-25 タンパクの切断 
BoNT/A と SNAP-25 を共培養し、BoNT/A が

SNAP-25 を切断するのかを Western blot によ
り観察することを行ったところ、BoNT/A によ
る SNAP-25 の切断が観察された。 
 
（3）三叉神経障害性疼痛モデルにおける温
熱刺激（疼痛刺激）に対する BoNT 投与後の
変化 
 ラットの両側の眼窩下神経を結紮した三
叉神経障害性疼痛モデルラットでは、オペラ
ント分析自由行動ラット評価における持続
的な温熱性痛覚過敏が発現することが明ら
かになった。また、BoNT/A を末梢皮膚に投与
することにより、温熱性痛覚過敏の疼痛症状
は軽減した。 

（4）末梢神経障害性疼痛モデルの知覚神経
節に BoNT/A を直接投与することによる鎮痛
反応 
 後根神経障害性疼痛モデルを作成したと
ころ、温熱刺激、機械刺激に対する閾値の低
下が観察された。このモデルの後根神経節に
BoNT/A を直接投与したところ、閾値の回復が
観察された。このことから、BoNT/A は神経節
において効果を表すことが理解できた。また、
BoNT/A 投与後には CGRP に陽性を示す後根神
経節細胞が減少しており、BoNT/A が神経伝達
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物質の遊離に関与していることが理解でき
た。 
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