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研究成果の概要（和文）：悪性腫瘍の進展や外傷の結果，患部体表への微弱刺激が激痛を起こす

ことがある。こうした麻薬性鎮痛薬すら無効な疼痛が神経因性疼痛である。本研究ではラット

を用い，顎顔面領域の神経因性疼痛における三叉神経脊髄路核尾側亜核の PKCγおよびグルタ

ミン合成酵素の役割について検討した。また痛みの影響を強く受けることが指摘されている中

脳辺縁系ドパミン（DA）神経の主たる投射領域の側坐核の DA 神経活動の制御機構についても

検討を加えた。 

研究成果の概要（英文）：Trigeminal nerve injury following oral surgery is known to elicit neuropathic 

pain in the orofacial region. In this project, we studied two mechanisms of orofacial neuropathic pain in 

rats. We analysed the role of protein kinase Cγ and the possible contribution of astroglial glutamine 

synthetase activity in the trigeminal spinal subnucleus caudalis to the experimentally-induced 

neuropathic pain. We also investigated aspects of the mechanisms of the regulation of dopaminergic 

activity in the nucleus accumbens, because painful events such as trigeminal nerve injury are known to 

strongly affect the dopaminergic activity in this area. 
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１．研究開始当初の背景 

 悪性腫瘍の進展や外傷の結果，体表からの
患部への微弱刺激が激痛を起こす場合があ
る。この疼痛は神経因性疼痛と呼ばれ，麻薬
性鎮痛薬が無効な難治性疼痛に分類される。
神経因性疼痛の誘因には圧迫や部分的切断
による神経の局所的損傷が想定されている。
この疼痛の発現機構を解明し治療法の確立
につなげる目的で，Bennett & Xie（1988）以
降，坐骨神経を結紮したラットの足蹠の疼痛
閾値の低下（＝足の裏に起こる痛覚過敏）の

発現機構に関する研究が行われている。これ
に対し坪井（研究分担者）らは，顎顔面の神
経因性疼痛の発現機構を解明するため，三叉
神経第 3 枝を切断したラットの行動と神経活
動に注目しその特徴について検討を重ねて
きた。その結果，（１）傷害後 14，30，60 日
目の個体では，オトガイ部皮膚への機械刺激
からの逃避閾値が術前と比較し著しく低下
するが，このうち（２）14 日目の個体では，
末梢神経からの細胞外記録と三叉神経節細
胞からのホールセルパッチクランプ記録の
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結果，末梢神経の自発放電と受容野の機械刺
激による誘発反応はいずれも増加し，TTX 耐
性および非耐性の Na+電流が増加したうえ，
（３）傷害 14，60 日目の個体では，「痛み情
報の処理中枢の入口」に相当する三叉神経脊
髄路核尾側亜核（Vc）のニューロンは，自発
放電および顎顔面の機械刺激誘発反応がい
ずれも増加することを報告してきた（Saito et 

al., 2008）。 

 一方，モノアミン取込み阻害作用を示す薬
物が神経因性疼痛を緩和する場合があり，が
ん疼痛治療の「三段階除痛ラダー」で WHO

が鎮痛補助薬として推奨している。このこと
は，中枢モノアミン神経の機能低下が神経因
性疼痛の発症へ関わる可能性を示唆してい
る。しかし，この薬物の神経因性疼痛緩和に
関わる中枢神経系の領域は明らかでない。近
年，中脳辺縁系ドパミン（DA）神経の主た
る投射領域の側坐核の DA 神経活動は「痛み」
と「快情動」の形成のいずれにも深く関わる
ことが指摘されている（Leknes & Tracey, 

2008）。海外研究協力者の Cools は DA 神経終
末の α 受容体への入力低下を介して，また，
三枝（研究代表者）らはノルアドレナリン
（NA）取込み阻害薬が誘発した NA の増加に
よる β 受容体への刺激亢進を介して，それぞ
れ側坐核の細胞外 DA 量は増加することを報
告 し て い る （ Tuinstra and Cools 2000; 

Mizoguchi et al., 2008）。また，morphine の作
用機構に関する一連の研究において，側坐核
の μ 受容体の活性化は，同部位の GABA 神経
機能低下を介して DA 遊離を促進する可能性
も報告した（Aono et al., 2008; Saigusa et al., 

2008）。このことから，側坐核の NA または
GABA 神経が，DA 神経活動を介して神経因
性疼痛患者の「痛み」や「快情動」へ影響を
与えること，つまり，側坐核で放出された
NA および GABA が内因性の疼痛制御物質と
して作用する可能性が考えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究において申請者らはラットを用い，
Vc および側坐核の神経活動制御機構に焦点
を当て，顎顔面の神経因性疼痛の発症と抑制
の分子メカニズムを組織化学的および神経
化学的手法により解明することを目指した。 

 

３．研究の方法 

 本研究におけるすべての実験は，日本大学
歯学部動物実験委員会の承認の下，動物実験
指針に従って行い，実験動物の苦痛軽減およ
び使用動物の低減に努めた。 

神経傷害処置：実験にはラットを（S-D 系雄
性，約 200ｇ）を用いた。Pentbarbital による
全身麻酔下で，Nomura et al.（2002）または
Xu et al.（2008）の方法に従い下顎枝中央付近
の下顎管内の下歯槽神経の切断か，眼窩下神

経の半切を行った。対照群として，下歯槽神
経または眼窩下神経の露出のみを行った
Sham 処置群を用いた。一部の実験では歯髄
炎の進展を念頭において，片側の下顎第一大
臼歯の咬合面を歯科用ドリルにて切削し露
髄させた慢性歯髄炎モデルラットも用いた。
神経傷害後の経過を知る目的で，術後 3，7，
14，21，28，56 日目のいずれかに行動および
電気生理実験を行い，その結果に基づき組織
化学的検討を実施した。 

（１）行動実験：被験個体は，Open field に
おける自発行動に異常がなく前述の手術か
ら回復したことを確認後，測定用ボックスに
収容し右側口髭部の体表を圧または熱で微
弱刺激する。圧刺激は Touch-Test Sensory 

Evaluator，熱（輻射熱）刺激は申請者らが開
発した装置で行う。刺激からの逃避閾値が，
対照群よりも低下した場合に「微弱刺激から
の回避行動陽性」と判定する。 

（２）電気生理学実験：神経傷害群または対
照群の個体に pentbarbital による全身麻酔を
施し，人工呼吸下で Vc と三叉神経節を含む
延髄付近を剖出し，電気活動の細胞外記録用
の微小タングステン電極を留置し，Vc の自発
放電を記録した。また口髭部を前述の行動実
験で使用した刺激装置で刺激し，Vc の刺激誘
発性放電も記録した。 

（３）組織化学実験：神経傷害群または対照
群の Vc に分布するマーカータンパク分子の
発現を指標として，この神経核のニューロン
またはグリア活動の特徴を観察した。 

（４）神経化学実験：この実験では，神経障
害処置を行っていない個体を用い，生理的状
態での側坐核の神経活動の特徴を観察した。 

 Pentbarbital による全身麻酔下でラット
（S-D 系雄性，約 200ｇ）の側坐核にガイド
カニューレを植立後，約 1 週間の回復期をお
き，無麻酔非拘束の条件下で脳微小透析実験
を行った。ガイドカニューレへ固定した微小
透析プローブへ人工脳脊髄液を灌流し回収
した細胞外液中のモノアミン類は，HPLC- 

ECD 法で定量した。薬物は灌流液に溶解し逆
透析による脳内局所灌流投与を行い，モノア
ミン神経活動の指標として細胞外液中の NA，
DA 量の変化を観察した。一部の実験では，
これら神経伝達物質の細胞内由来とCa

2+の役
割について線条体から回収した細胞外液を
試料として検討を加えた。 
 
４．研究成果 
 
（１）三叉神経領域の神経因性疼痛の維持に
おける延髄の PKCγ の関与 

 

 実験には，4.0 クロミックガットで片側の
眼窩下神経（ION）を緩く 2 糸結紮して眼窩
下神経障害（ION-CCI）を行ったラットを用



 

 

いた。ION-CCI ラットは，術前と比べ術後 1

～14 日目まで障害側の口髭部への機械刺激
に対する逃避閾値が低下し続けた。このラッ
トの延髄の障害側では，PKCγ の発現が術後 3，
7，14 日目にそれぞれ増加していた。これら
の機械刺激に対する逃避閾値の低下と延髄
の PKCγ の 増 加 は ， PKCγ 抑 制 薬 の
chelerythrineを ION-CCI 手術後 1～7日目まで
髄腔内投与したところ，いずれも消失したが，
この chelerythrine 処置を中止すると再び認め
られるようになった。以上のことから，延髄
の PKCγ は ION 領域での神経因性疼痛の維持
に関わることが示唆された。 

 

（２）慢性歯髄炎による顔面皮膚の痛覚過敏
に関与する延髄侵害受容性ニューロンの応
答性変化に対するアストログリアの関与 

 

 片側の下顎第一大臼歯の咬合面を歯科用
ドリルにて切削し露髄させた慢性歯髄炎モ
デルラットを用いて検討した。行動解析の結
果，オトガイ皮膚の機械刺激に対する逃避閾
値は，歯髄開放後 3 日目より有意に低下した。
つぎに，三叉神経脊髄路核尾側亜核（Vc）よ
り記録した侵害受容ニューロンの基礎的な
活動へ，アストログリアのグルタミン合成酵
素（GS）の抑制剤であるmethionine sulfoximine

（MSO）の脳脊髄液への添加が及ぼす効果を
電気生理学的に解析した。その結果，この侵
害受容ニューロンの機械刺激誘発反応は増
加しており，この増加を MSO 処置は抑制し
た。以上のことから，慢性歯髄炎モデル動物
における機械刺激に対する閾値の低下は，ア
ストログリアによる Vc ニューロンの感作に
より引き起こされている可能性が示唆され
た。 
 
（３）ラットの allylglycine 誘発側坐核ドパミ
ン遊離亢進における GABAA または GABAB

受容体の役割 

 

 GABA 合成阻害薬の allylglycine（AG）の
側坐核への灌流投与が惹起した同部位のド
パミン（DA）遊離に対する GABA 受容体サ
ブタイプの関与について，無麻酔非拘束ラッ
トを用い in vivo 脳微小透析法により検討し
た。その結果，AG の側坐核への灌流投与は，
同部位の DA 遊離を用量依存的に約 200%ま
で増加させた。この AG の効果は GABAA受
容体系薬物（muscimol, bicuculline）の影響を
受けなかったが，GABAB 受容体作動薬
（baclofen）により抑制された。この baclofen

の 抑 制 効 果 は ， GABAB 受 容 体 拮 抗 薬
（saclofen）の併用によって消失した（図 A）。 

以上の結果から，AG の局所灌流投与が誘発
した側坐核の DA 遊離の亢進は，同部位の
GABAB 受容体の活性化によって抑制される

ことが示された。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（４）ベンザゼピン系 D1 受容体アゴニスト
の SKF38393 の線条体への局所投与が誘発す
る細胞外 DA 量の増加における Ca

2+の関与 

 

 ラットの線条体への D1 受容体作動薬の
SKF38393（SKF）の局所投与による同部位の
ドパミン（DA）放出を，Ca

2+除去灌流液が抑
制するか脳微小透析法で検討した。Ca

2+の減
少で血管が拡張し，DA は血流へ移行する可
能性が考えられるので，Ca

2+除去下で SKF 処
置 後 に み ら れ た DA を 血 管 収 縮 薬 の
oxymetazoline または felypressin が増加させる
かについても検討を加えた。線条体への SKF

の投与（0.5 μg）で同部位の DA は増加した
が，投与後 40～180 分の効果が Ca

2+除去灌流
液で消失し，D1 受容体拮抗薬（SCH23390）
で減弱した（図 B）。灌流液の Ca

2+を除去し
SKF 処置を行ったところ，本処置後の DA を
oxymetazoline（図 C）または felypressin（図 D）
はいずれも増加させた。 
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 以上の結果から，SKF の Ca
2+依存性 DA 放

出に D1 受容体刺激が一部とはいえ関わるこ
と，また，Ca

2+非存在下では SKF 処置によっ
て増加した細胞外 DA の血流への移行が促進
することが示唆された。 

 

（５）側坐核の NA および DA 神経活動制御
における α 受容体サブタイプの役割 

 

 α 受容体の antagonist（phentolamine）およ
び agonist（phenylephrine）を用いた研究から，
側坐核の NA 神経終末に分布する α 受容体は
NA 神経活動を，DA 神経終末に分布する α

受容体は DA 神経活動を，それぞれ抑制的に
制御することを我々は指摘してきた（Aono et 

al., 2007; Tuinstra & Cools, 2000）。α 受容体に
は α1 と α2 の少なくとも 2 種類の受容体サブ
タイプがありいずれも側坐核に分布してい
るが，phentolamine と phenylephrine は α 受容
体サブタイプへ非選択的に作用するため，NA

と DA 神経活動制御への各受容体サブタイプ
の関与の詳細については明らかでない。そこ
で当該年度は，側坐核の α1 および α2 受容体
が同部位の NA と DA 放出制御において果た
す役割について，これらの受容体へ選択的に

作用する antagonist または agonist が無麻酔非
拘束ラットの側坐核の細胞外 NA および DA

量に及ぼす効果を指標として，in vivo brain 

microdialysis 法により検討した。α1 受容体系
薬物（agonist の methoxamine，antagonist の
prazosin），α2 受容体系薬物（agonist の clonidine

または UK 14,304，antagonist の RX 821002）
はいずれも灌流液に溶解して，単独または併
用して側坐核へ微小透析プローブを介して
逆透析により局所灌流投与した。 

 その結果，methoxamine（24 pmol）の灌流
投与の結果，NA 量に変化は認められなかっ
たがDA量は減少した。また，prazosin（6 nmol）
の灌流投与で NA 量は増加したのに対し，DA

量は減少した（図 E）。一方，methoxamine の
DA 量に対する効果も NA と DA 量には影響
を与えない用量の prazosin（6 pmol）の併用に
よりほぼ完全に消失し，prazosin（6 nmol）の
NA 量に対する効果は，NA と DA 量には影響
を与えない用量の methoxamine（0.024 pmol）
の併用により強く抑制された（図 F）。 
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 上記の α1 受容体系薬物とは異なり，α2 受容
体系薬物（agonist の clonidine または UK 

14,304，antagonist の RX 821002）の灌流投与
は NA と DA 量には影響を及ぼさなかった。 

 以上の結果から，側坐核では NA 神経終末
に分布する α1受容体が同部位の NA 放出を，
また，DA 神経終末に分布する α1受容体が同
部位の DA 放出を，それぞれ抑制的に制御す
ることが示された。また，側坐核に分布する
α2 受容体は同部位の NA および DA 神経活動
制御には目立った役割を果たさないことが
示唆された。 
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