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研究成果の概要（和文）：繰り返し寒冷ストレス（RCS)負荷は、血圧低下と痛覚過敏を伴う副交感神経緊張型病態を引
き起こす。RCS負荷による痛覚過敏の発生機序は、中枢性機序、すなわち、下行性疼痛抑制系の抑制によるものと考え
られてきた。本報では、SHRSP5/DmcrラットにRCSを負荷して痛み受容細胞（脊髄後根神経節細胞）における遺伝子の発
現変化をcDNA サブトラクション法とDNAマイクロアレイ法を用いて解析した。その結果、8種の痛み関連遺伝子に有意
な発現変化が認められた。これらの痛み関連遺伝子の少なくとも一部は、RCSによる痛覚過敏の末梢性感作機序に重要
な役割を果たす可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Repeated cold stress (RCS) is known to transiently induce autonomic imbalance asso
ciated with hypotension and hyperalgesia. This hyperalgesia is thought to be caused by hypofunction of pai
n inhibitory systems. In this study, we detected changes in pain-related genes expression in the dorsal ro
ot ganglion cells (DRGs) by means of two methods, PCR-based cDNA subtraction analysis and DNA microarray a
nalysis in SHRSP5/Dmcr rats. We found significant increase or decrease expressions in eight pain related g
enes at post-RCS. At least some of these genes in DRG may play key roles to hyperalgesia induced by RCS.
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１．研究開始当初の背景１．研究開始当初の背景１．研究開始当初の背景１．研究開始当初の背景  

慢性関節リウマチや遅発性筋痛などによる

可塑的変化―痛覚過敏は、各種環境ストレス

によりさらに修飾されると推測される。本報

では、環境ストレスモデルとして、繰り返し

寒冷ストレス（RCS）に注目した。RCS は、副

交感神経緊張亢進型の自律神経失調モデルと

して知られ、痛覚過敏と血圧低下を引き起こ

すことが知られている。その発生機序は、主

に、下行性疼痛抑制系の抑制-すなわち中枢性

の機序によるものと考えられてきた。RCS に

よる痛覚過敏についての末梢性の感作機序に

関する研究は少ない。 

 

 

２．研究の目的２．研究の目的２．研究の目的２．研究の目的  

RCS負荷による痛覚過敏の発生機序は、下行

性疼痛抑制系の抑制によるものとされてきた

が、末梢性機序が存在する可能性もある。 

本報では、RCS モデル動物を作成し、RCS

による痛覚過敏に中枢性感作機序の 1つとし

て視床下部が関与することを確認し、さらに

末梢の痛み受容細胞（脊髄後根神経節細胞、

DRG）における痛み関連遺伝子の発現変化を

調べることによって、その末梢性痛覚感作機

序の存在を明らかにすることを目的とした。 

 

 

３．研究の方法３．研究の方法３．研究の方法３．研究の方法     

動物としては、雄性 SHRSP5/Dmcr ラットを

用いた。SHRSP5/Dmcr ラットは、高血圧自然発

症ラット（SHR）から派生した反応性高脂血症

のモデル動物である（Yamori et al., J. 

Cir.J. 45:1068, 1981）が、SHR（秦ら、

Shinshin-Igaku 24: 39, 1984）と同様に痛覚

閾値が高く、痛覚閾値の低下を観察するのに

適した動物であると推測して使用した。 

痛覚閾値は、ラット足底部皮膚の von Frey 

hairによる機械的刺激に対する足上げ逃避反

応を指標として経日的に測定した。通常時の

痛覚閾値を Wistar ラットと比較した。 

RCS 負荷は、飼育温度を昼間は 30 分ごとに

室温（24℃）と低温（4℃）に変化させ、夜間

は低温にするというサイクルを 2 日間繰り返

し、夜間の低温飼育を 2 日間追加する方法で

行った。 

血圧は、ラット非観血血圧測定装置を用い

て最高血圧、最低血圧、脈拍を測定した。最高

血圧値と最低血圧値の変化は平行していたの

で、解析には、平均血圧の値を用いた。 

RCS 負荷終了後（Day4）に、後肢支配領域の

DRG（L3～L6）と視床下部を採取した。 

RCS を負荷しないコントロール群も同時に

痛覚閾値と血圧値の測定を行い、DRG と視床

下部を採取し、total RNA を抽出した。 

まず、視床下部 副腎皮質刺激ホルモン放出

ホルモン（CRH）の関与を調べるために、RCS 群

とコントロール群の視床下部 各 12 サンプル

の total RNA を用いて、CRH の発現変化を RT-

PCR 法により調べた。 

次に DRG において発現が変化する痛み関連

遺伝子を検索するために、RCS 群とコントロ

ール群の DRG 各 2 サンプルの total RNA を

用いて、cDNA サブトラクション法と DNA マ

イクロアレイ法を行った。 

上記の検索の結果、発現変化が検出された

痛み関連遺伝子について、RCS 群とコントロ

ール群の DRG 各 12 サンプルの total RNA を

用いて RT-PCR 法によって発現変化の有意性

を検討した。 

 

 

４．研究成果４．研究成果４．研究成果４．研究成果        

（（（（1111））））SHRSP5/DmcrSHRSP5/DmcrSHRSP5/DmcrSHRSP5/Dmcr ラットラットラットラットの痛覚閾値：の痛覚閾値：の痛覚閾値：の痛覚閾値： 

SHRSP5/ Dmcr ラットでは、足底部皮膚への

von Frey hair による機械的刺激によって安

定した痛覚閾値が観測され、通常時の痛覚閾

値は Wistar ラットに比べて高いことが判明

した。SHRSP5/Dmcr ラットは、閾値の低下が

観察しやすく、痛覚過敏を研究する際に有用

なモデル動物となる可能性がある。 

    

（（（（2222））））RCSRCSRCSRCS 負荷：負荷：負荷：負荷：全 3日半の RCS 負荷法を開

発し、SHRSP5/Dmcr に RCS を負荷したとこ

ろ、Day4 において痛覚閾値の有意な低下

（n=12、p<0.05 vs control by Student's 
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図 1 RCS 負荷プロトコール 

 

図 2 痛覚閾値の比較 



t-test)と血圧の有意な低下が観察された

（n=8、p<0.05 vs control by Student's t-

test)。これまで、ラットに対しては-3℃を

負荷することが多かったが、SHRSP5/Dmcr ラ

ットにおいては、4℃という比較的マイルド

な条件の RCS 負荷によっても明らかな痛覚過

敏と血圧低下が観察された。 

    

（（（（3333））））視床下部における視床下部における視床下部における視床下部における RCSRCSRCSRCS 負荷によ負荷によ負荷によ負荷によるるるる CRHCRHCRHCRH

の発現変化：の発現変化：の発現変化：の発現変化：視床下部における CRH の発現を

RT-PCR 法により調べたところ、RCS により有

意な増加が確認された（n=12、p<0.01 vs 

control by Student's t-test) 。 

RCS による痛覚過敏は、中枢性の疼痛抑制

系の抑制によるものと考えられてきた。視床

下部の切除によって RCS による生体反応が減

弱されるという報告があり、視床下部の関与

が示唆されてきた。本報においても、視床下

部における CRH の有意な発現変化が確認さ

れ、中枢性の疼痛抑制機序のうち視床下部

CRH の関与が確認された。    

    

（（（（4444））））DRGDRGDRGDRG においてにおいてにおいてにおいて RCSRCSRCSRCS 負荷によって発現が負荷によって発現が負荷によって発現が負荷によって発現が

変化変化変化変化するするするする痛み関連遺伝子の痛み関連遺伝子の痛み関連遺伝子の痛み関連遺伝子の cDNA cDNA cDNA cDNA サブトラクサブトラクサブトラクサブトラク

ション法による検索：ション法による検索：ション法による検索：ション法による検索：以下の 4種の痛み関連

遺伝子の発現変化が認められた。 

発現増加：Tac 1 

発現減少：S100a10、CatB、Fstl1 

    

（（（（5555））））DRGDRGDRGDRG においてにおいてにおいてにおいて RCSRCSRCSRCS 負荷によって発現が負荷によって発現が負荷によって発現が負荷によって発現が

変化変化変化変化するするするする痛み関連遺伝子の痛み関連遺伝子の痛み関連遺伝子の痛み関連遺伝子の cDNAcDNAcDNAcDNA アレイ法にアレイ法にアレイ法にアレイ法に

よる検索：よる検索：よる検索：よる検索：以下の 6種の痛み関連遺伝子の発

現変化が認められた。 

発現増加（2倍以上に増加）：St8sia1, Fyn, 

Grin2b, Map2k1 

発現減少（1/2 以下に減少）：Npy, Itpr1 

    

（（（（6666））））DRGDRGDRGDRG においてにおいてにおいてにおいて RCSRCSRCSRCS 負荷によって発現が負荷によって発現が負荷によって発現が負荷によって発現が

変化変化変化変化するするするする痛み関連遺伝子の痛み関連遺伝子の痛み関連遺伝子の痛み関連遺伝子の RTRTRTRT----PCRPCRPCRPCR 法による法による法による法による

発現変化の確発現変化の確発現変化の確発現変化の確認認認認::::（4）、（5）で発現変化の可

能性が認められた 10 種の遺伝子について、

RT-PCR 法により発現変化を調べた。 

Grin2b, Map2k1 については、有意な発現

変化は認められなかったが、他の 8種の遺伝

子については有意な増加あるいは減少が認め

られた。 

 

有意な増加：Tac 1, Fyn, St8sia1 (n=12, 

p<0.05 vs control by Student's t-test) 

有意な発現減少：S100a10, CtsB, Fstl1, 

Itpr1, Npy (n=12, p<0.05 vs control by 

Student's t-test) 

 

遺伝子発現変化の検索法として、cDNA サ

ブトラクション法と DNA マイクロアレイ法を

用いたところ、異なる遺伝子の発現変化が検

出された。複数の検索法を併用することは有

用であると考えられる。 

RCS は中枢性機序、すなわち、下行性疼痛

抑制系の抑制により痛覚過敏を引き起こすと

考えられてきた。本報においても、視床下部

における CRH の発現変化が認められた。本報

では、さらに DRG において 8種の痛み関連遺

伝子の有意な発現変化も検出された。これら

の痛み関連遺伝子の中には、シナプス伝達の

修飾に拘わるものや、イオンチャネルの

trafficking に拘わるとされるものなども含

まれている。発現変化が認められた痛み関連

遺伝子のうち少なくとも一部は RCS による痛

覚過敏の末梢性痛覚感作機序に重要な役割を

果たす可能性があると考えられる。 
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