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研究成果の概要（和文）：三叉神経痛の慢性化や片頭痛の成因に脳幹の三叉神経脊髄路核（Sp5c）内におけるカルシト
ニン遺伝子関連ペプチド（CGRP）の関与が考えられている。GAD67-GFPノックインマウスを用いることでSp5cのGABA性
ニューロンを蛍光顕微鏡で見ることができる。同時にCGRPならびにCGRP受容体（CRLR）の分布を免疫組織化学的手法に
より検討した。その結果、CGRPはSp5cの背外側部に存在していたが、核内には存在していなかった。CRLRはSp5c内のGA
BA性および非GABA性ニューロンにおいて発現していた。Sp5c内のCRLRの活性化が三叉神経痛の慢性化や片頭痛を引き起
こすものと思われる。

研究成果の概要（英文）：Calcitonin gene related peptide (CGRP), which is expressed by trigeminal nocicepto
rs, has considered as an important mediator in orofacial pain and migraine. We investigated the relationsh
ip between localization of CGRP, CGRP receptors (CRLR) and GABAergic neurons in the spinal trigeminal subn
ucleus caudalis (Sp5c) of GAD67-GFP knock-in mice. The CGRP-immunoreactive neurons were located in the dor
solateral surrounding layer of the Sp5c, but not in the inside of the Sp5c. The CRLR-immunoreactions appea
red in about 30% of GFP-positive (GABAergic) neurons and many GFP-negative (non-GABAergic) neurons of the 
Sp5c, suggesting that the CRLR-immunoreactive neurons are second-order of nociceptive neurons in the Sp5C.
 We suggest that activation of CRLR result in the neural hyperexcitability, the so-called wind-up phenomen
on or central sensitization in the Sp5c.
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１．研究開始当初の背景 
顔面の感覚は、三叉神経を介して脳幹内へ

入り、橋から延髄尾側部へ伸びる三叉神経脊
髄路核に伝えられる。三叉神経支配領域に出
現する疼痛は、特発性三叉神経痛、頭蓋内腫
瘍、帯状疱疹後神経痛、歯科口腔外科疾患な
どで見られ、慢性疼痛疾患の中でも比較的頻
度の高い疾患である。また、最近では、片頭
痛なども三叉神経系を介して引き起こされ
ることが明らかになってきた。これらの慢性
痛の原因として、痛みを受容する三叉神経尾
側亜核（Sp5c）の二次ニューロンの可塑性が
考えられている。これらの可塑性には、グル
タミン酸の N-メチル -D-アスパラギン酸
（NMDA）受容体、サブスタンス P（SP）
のニューロキニン（NK）受容体あるいはカ
ルシトニン遺伝子関連ペプチド（CGRP）受
容体の関与が考えられている。 
 一方、三叉神経尾側亜核内にはグルタミン
酸などの興奮性伝達物質を持つニューロン
および GABA など抑制性伝達物質を持つニ
ューロンが多数存在している。これまで我々
は、GAD67（GABA 合成酵素・グルタミン
酸デカルボキシラーゼ）のかわりに green 
fluorescence protein（GFP）遺伝子を組み込
んだマウス（GAD67-GFP ノックインマウス）
を用い三叉神経脊髄路核内の GABA ニュー
ロンおよび非 GABA 性ニューロンの活動を
スライスパッチ法により記録し、その結合様
式を検討している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、GAD67-GFP ノックインマウ

スを用い、SP あるいは CGRP を含むニュー
ロンあるいは受容体の分布を明らかにする。
これにより、GABA ニューロンおよび非
GABA 性ニューロンと SP と CGRP との関係
を検討する。具体的には、次の 2 点を目的と
した。 
１）免疫組織化学的手法により SP あるいは
CGRP ニューロンと三叉神経脊髄路核内の
GABA 性あるいは非 GABA 性ニューロンと
の関連を明らかにする。 
２）免疫組織化学的手法により NK 受容体お
よび CGRP 受容体が、GABA 性あるいは非
GABA 性ニューロンにどのように発現して
いるか検討する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）標本 
新生 GAD67-GFP ノックインマウス（1～2

週齢）を使用した。エーテルの深麻酔でマウ
スを安楽死させた後、解剖双眼顕微鏡の下で、
脳幹および三叉神経節を取り出した。 
 
（２）免疫組織化学的染色方法 
取り出したマウスの脳幹および三叉神経

節を 4％パラホルムアルデヒド液（4％
PFA/0.1M PBS）で 2～8 時間固定した。その

後、その試料を 30％スクロース液（0.01M 
PBS/30%Sucrose）に置換した。クライオスタ
ットあるいはビブラトームによって 10～
30m の厚さの切片を作成した。切片を、PLL
コートスライドグラスに張り付け、0.1M 
PBST(0.1% Triton-X)で 5 分洗浄した。ブロッ
キング反応（PBA001 A Serum タイプ）を湿潤
箱内で室温で 10 分行った後、0.1M PBST で
5 分洗浄した。その後、一次抗体中に 1 時間
放置した後、0.1M PBS で 5 分間、洗浄した。
次に、二次抗体で一時間染色した後、0.1M 
PBS で 5 分間洗浄し、封入した。本研究で使
用した一次抗体と二次抗体の組み合わせは
表１の通りである。封入後は、蛍光顕微鏡
（Olympus DX51）で観察し、画像をデジタル
カメラ（OlympusDP73）および専用のソフト
ウェア(Cell Sens)を用いてコンピュータに取
り込み、保存した。 
 
表１．本研究で用いた一次抗体と二次抗体の組み
合わせ 

 
 
４．研究成果 
（１）三叉神経節における CGRP と SP の蛍
光二重染色の結果 
三叉神経節細胞は、グルタミン酸作動性の

神経であるが、CGRP と SP を産生している
ことが報告されている。本研究では、免疫組
織化学的染色法を確立するために、三叉神経
節細胞に対して CGRP と SP の二重染色を行
った。その結果、CGRP だけが存在する細胞
体はほとんどみられないが、CGRP と SP の
両方を有する細胞体がほとんどであった。す
なわち、三叉神経節内の一つの細胞体におい
ては、CGRP と SP の両方が存在しているこ
とが確認された。 
 
（２）三叉神経脊髄路核における CGRP と
GABA 性ニューロンとの関係 

GAD67-GFP ノックインマウスをの三叉神
経脊髄路核を蛍光顕微鏡を用いて観察する
と GABA 性ニューロンには GFP が発現して
いるため図１Ａに示すように緑色の蛍光が
認められる。この標本において CGRP の染色
を行なった。赤色の蛍光を発するのが CGRP
である（図１Ｂ）。この 2 つの画像を重ね合
わせたものが図１Ｃである。GABA 性ニュー

一次抗体 ２次抗体

CGRP
anti-CGRP raised in
Rabbit（Chemicon
International)

Cy-3 donkey anti-rabbit IgG
 (Jackson Immunoresearch)

CRLR
Anti- CRLR (H-42) : sc-
30028　（Santa Cruz
Biotechnology）

Cy-3 donkey anti-rabbit IgG
 (Jackson Immunoresearch)

substance
 P

Anti-Substance P, pain,
clone NC1 (Chemicon
Internatioal,)

Goat anti-Rat IgG, FITC
conjugate (Chemicon
Internatioal)

NK-1
Receptor

Anti-Substance P
Receptor, pain
(Chemicon
International)

Goat anti-Rat IgG Antibody,
Cy3 conjugate (Chemicon
International)
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