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研究成果の概要（和文）：大脳皮質拡延性抑制（Cortical Spreading Depression：CSD)の発生閾値に影響を及ぼす要
因について多角的な検討を加え、多くの成果を得た。特に、三叉神経支配領域にされたTrigger pointが三叉神経系に
発現する疼痛receptor の刺激と同様、CSDの発生閾値を低下させることを示したことが、最も重要な成果と言える。こ
れは、片頭痛や脳血管障害などの病態に対する介入経路としてTrigger pointを想定することを可能とするもので、物
理療法を併用した新たな治療戦略の構築に寄与するものと考える。

研究成果の概要（英文）：We studied about the factor which has an influence on an occurrence threshold of 
Cortical Spreading Depression (CSD), and got many outcomes. The most important outcome is that a trigger 
point on the trigeminal nervous territory made decrease of the CSD threshold, like a direct stimulus of 
the pain receptors. Our results suggest the trigger point has a potential to be an intervention pathway 
for these disorders. These outcomes contribute to building of the new treatment strategy for migraine, 
headache and the cerebrovascular accident.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
CSDは、1940年代に Leão が報告したもので、
健常動物の脳表に Potassium を滴下、あるい
は微小な物理的損傷を与える事により、刺激
点を中心に同心円状にニューロンの一過性
の過活動とそれに続く抑制波が、2～3 mm / 
分という非常に緩慢な速度で大脳皮質全域
に広がる現象である。これは、大脳の循環代
謝機能を反映したものとして当初より注目
されたが、近年、CSD は片頭痛の前兆（Aura）
との相同性や、脳梗塞時の梗塞巣周囲から発
する Peri Infarct Depolarization (PID)と
の相同性が示唆され、Neuro-vascular unit
の解析に有用な現象として改めて大きくク
ローズアップされている。脳表に発生した
CSD は、三叉神経節ニューロンの Mitogen 
Activated Protein Kinase (MAPK) のリン酸
化を引起すことから、侵害刺激として受容さ
れていると考えられており、片頭痛患者にお
いては、これが三叉神経系の神経原性炎症や
感作（peripheral sensitization）を引き起
こし、脳硬膜血管や脳表血管周囲の知覚過敏
が惹起されて病態を形成していると考えら
れている。しかしながら、CSD を頭痛と関連
付けたこれらの先行研究は殆どが健常動物
を使用したものであり、複雑な中枢性・末梢
性の感作が基盤にある片頭痛の、厳密な疾患
モデルの確立には至っていない。このように
片頭痛病態モデルの貧弱さが、本研究を着想
した背景であり本研究の立案動機である。 
 
２．研究の目的 
申請者は、15 年の臨床経験を持つ鍼灸師であ
り、主に頭痛を専門に鍼灸治療に携ってきた。
本年より、所属する慶應義塾大学神経内科の
特別外来「神経疼痛疾患はり治療外来」担当
も拝命している。鍼灸は、片頭痛に対して著
効が知られる物理療法で、片頭痛患者の頭頸
部に形成された有痛の筋硬結を刺鍼で消失
させると、これに有意な相関をもって、片頭
痛発作の頻度と重症度の低下が見られる 。
このような鍼灸に関わる先行研究と、申請者
自身の鍼灸臨床の経験を通して、頭頸部筋硬
結の様な末梢神経からの慢性的疼痛入力が、
CSD 発生閾値の低下と脳硬膜神経の過敏を惹
起して、片頭痛の病態を増悪させている可能
性に注目し、本研究の着想に至った 
申請者は、前述の鍼灸臨床が示唆してきた、
頭頸部の筋痛が片頭痛を増悪させる現象を
確認するため、頭頸部三叉神経系（頬部：
whisker pad）への慢性的疼痛付与（capsaicin 
投与）動物を作成して、CSD 発生にどの様な
影響があるかを確認した。すると興味深いこ
とに、頬部へ Capsaicin 皮下注射を慢性的に
行ったマウスでは、control マウスに比較し
て CSD の発生回数・持続時間ともに非常な増
加 を 示 し  (Toriumi et al. IHC 2011, 
Berlin；図１)、CSD の発生閾値も、慢性的疼
痛付与マウスでは顕著な低下を見せていた
（鳥海ら 第 34回日本頭痛学会総会；図２)。

また、同様の三叉神経系への疼痛付与モデル
が、脳硬膜神経に及ぼす影響を確認するため、
免疫組織学的検討を行ったところ、通常、硬
膜全面にネットワーク状に観察される神経
軸索（図１a）が、慢性的疼痛付与マウスの
硬膜では、（図１b） の様に非常に細く貧弱
なものになっていた。( 図１c, d) の強拡大
比較では、神経線維が消失し、線維を支持す
るシュワン細胞
の顕著な膨化と
不整が分かる。
重要な所見とし
て、この現象は
刺激と同側のみ
に顕著で、非刺
激側では見られ
なかった。これ
は頬部を支配す
る三叉神経第Ⅱ
枝（Whisker pad）
に加えた慢性的
疼痛刺激が、神経節から分枝して脳硬膜知覚
を支配するする硬膜神経に変性を惹起する
ことを示すもので、しかもそれは刺激と同側
のみに見られる反応であることから、三叉神
経節のレベルで起こる三叉神経節に特異的
な刺激の転換（conversion）である可能性が
高い。近年、顎関節症などの研究でも同様の
現象を示唆する報告が為されており、非常に
重要な知見と考える。このように申請者は、
現在までの研究で、頭頸部(三叉神経支配領
域)への慢性的疼痛刺激が、CSD 発生閾値の低
下と、硬膜神経に対する神経障害的な反応を
起こす事を明らかにしてきた。申請者が確立
してきた、三叉神経系への疼痛付与動物を使
用して CSD発生閾値変化・硬膜神経の変性評
価を行う上記病態モデルは、より実際の片頭
痛病態に近い有用なモデルとして、片頭痛治
療薬および鍼灸などの薬剤以外の治療法の
評価に使用できる、非常に有用なモデルとし
て提示できる。 
 
３．研究の方法 
（１）頭頸部に特性の異なる疼痛刺激を加え、
疼痛の種類と、CSD 閾値低下作用および硬膜
神経の変性強度の相関を明らかにするため、
特性の異なる疼痛刺激を与える群を設定し、
それぞれの群に対して CSD 閾値計測および
脳・硬膜の免疫組織学的検討を行う。必要に
応じて電子顕微鏡観察も行う。（２）頭頸部
の異なる部位に疼痛刺激を加え、刺激の部位
と、CSD 閾値低下作用および硬膜神経の変性
強度の相関を明らかにするため、刺激部位を
変えた群を設定し、それぞれの群における
CSD 閾値計測および脳・硬膜の免疫組織学的
検討を行う。必要に応じて電子顕微鏡観察も
行う。（３）疼痛刺激による硬膜神経変性の
time course を単一動物の経時観察により明
らかにするため、動物に恒久的な頭窓
（Cranial Window）を作成し、これを通して
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疼痛刺激で変性していく脳硬膜神経線維を
in vivo で経時観察する。また同様に修復過
程についても同様に経時観察する。 
（１）頭頸部に特性の異なる疼痛刺激を加え、
疼痛の種類と、CSD 閾値低下作用および硬膜
神経の変性強度の相関を明らかにする 
■ 動物(マウス)への各種刺激付与 近交
系マウス C57BL/6J を使用し、下記①,②,③
の動物群と対照群④⑤を各９匹作成する。①
慢性的 TRPV1（transient receptor potential 
vanilloid 1）活性化モデル：頬部への慢性
的 (6 日連続) capsaicin 投与 (皮下注射お
よびパッチ貼付)、②慢性炎症モデル：頬部
への CFA (complete freund's adjuvant) 隔
日投与(3 回／6 日間)、③慢性筋痛モデル：
頬筋への伸張性収縮の隔日付与により遅発
性筋痛モデル(DOMS)作成(3 回／6 日間)、④
無処置群、⑤頬部への生理食塩水皮下注射群。
上記前処置を行った５群に対し下記の検討
を行う。 
■ CSD 発生閾値計測 CSD は、マウスの左
頭頂葉より検出する。麻酔下、独自の定位固
定器に麻酔下のマウスを、独自の定位固定器
により左頭頂骨を水平に校正して固定する。
水平位に固定した頭頂骨に直径 0.2mmの穿孔
を行い、光感受性レジンを使用して D.C電極
を定位に固定する。また、レーザードップラ
ー血流計プローブと、独自の KCl 溶液
（potassium） 投与用 cupを、同様に定位に
作成する。Potassium 投与ルートの頭蓋骨に
おける直径は 0.5mm、容量は 10μl に厳密に
作成する。この後、濃度調整したカリウム溶
液（0.025M から 0.5M まで、0.025M 毎に 20
種類の濃度のカリウム溶液を作成する）を低
濃度から順次 Potassium cup に 10μlづつ投
与し、CSDが発生した時の potassium濃度を、
その動物の CSD 発生閾値とする。これらの計
測情報は Power Lab に入力・記録する。実験
中は、血圧ほか生理学的指標をモニターし、
動物の状態を均一に保つ。CSD 計測後の動物
については、4% PFA (Para Form Aldehide) の
経心灌流により固定を行い、脳硬膜、大脳、
三叉神経節を採取して、免疫組織学的検討の
ためのサンプルとする。 
■ 脳硬膜神経および脳表の免疫組織学的
検討 上記 CSDを発生させた個体群の脳硬膜、
大脳、三叉神経節サンプルを凍結切片および
whole mount で免疫染色を行う。神経線維の
マーカーとしては NF68, NF200, SMI32, 
PGP9.5 などを使用し、同時に神経線維に併
走するグリアについて、Sox10, S100β など
をマーカーとして検出し、その形態変化につ
いて検討する。また、当モデルの神経原性炎
症における重要な Factor と考えられる CGRP
（Calcitonin Gene Related Peptide）、SP 
（Substans P）などのペプチドの発現につい
ても、同様の検討で明らかにする。 
■ 統計学的検討と不測の事態への対応 
①－⑤群において行った上記検討について、
適切な統計学的処理を行い、次年度以降の研

究計画に反映させる。当該研究初年である上
記計画については、記載された研究手技、手
法については既に本年度までに確立された
ものを敷衍するため、確実に遂行できると考
えられるが、in vivo 実験が主柱となる計画
であるため、予想以上に個体差が反映される
結果となる可能性も若干予想される。この場
合は各群 9 匹を予定している計画を変更し、
各群 15 匹と母数を増やし、統計学的精度を
上昇させて対処する。 
（２）頭頸部の異なる部位に疼痛刺激を加え、
刺激の部位と、CSD 閾値低下作用および硬膜
神経の変性強度の相関を明らかにする 
■ 動物(マウス)への各種刺激付与 下記
①－⑥の動物群と対照群④⑤⑥を各９匹作
成する。①三叉神経第Ⅰ枝領域の慢性的疼痛
モデル：前額部への慢性的  (6 日連続) 
capsaicin 投与 (皮下注射およびパッチ貼
付) 群および、②前頭筋への DOMS 作成群、
③三叉神経第Ⅱ枝領域の慢性的疼痛モデ
ル：＊これについては、平成 24 年度計画で
取得した data を使用する。④三叉神経第Ⅲ
枝領域の慢性的疼痛モデル：下顎部への慢性
的 (6 日連続) capsaicin 投与 (皮下注射お
よびパッチ貼付) 群および、⑤下顎筋への
DOMS作成群、⑤無処置群、⑥前額部への生理
食塩水皮下注射群、⑦下顎部への生理食塩水
皮下注射群。これら前処置を行った 7群に対
し、24 年度計画に挙げたと同様の CSD 発生閾
値計測、および脳硬膜神経および脳表の免疫
組織学的検討を行う。 
■ 大脳皮質および脳幹部に対する電気生
理学的検討 前述の各種疼痛付与モデルに
おいて、それらの三叉神経系への疼痛侵害入
力の強度を、大脳皮質体性感覚野における細
胞外記録と、脳幹部 in vivo blind patch 
cramp 法(2)を施行して評価する。これにより、
申請者が組織学的評価により得てきたこれ
までの知見に、機能面からの評価を加える。 
（３）疼痛刺激による硬膜神経変性の time 
course を単一動物の経時観察により明らか
にする 
■ Cranial windowの作成  此処まで明ら
かにしてきた脳硬膜神経線維の変性につき、
in vivo で生体での live観察を行い、変性と
再生の time course を明らかにする。麻酔下
のマウス左頭頂骨に直径 3mmの円形窓を歯科
用ドリルで作成し、これに同径に作成したガ
ラスを歯科用セメントにより接着、頭蓋冠を
密封し、恒久的観察可能な頭窓を設置する。
この cranial window 設置動物に対し、24 年
度計画で使用した頭頸部に特性の異なる疼
痛刺激を加えた群、および頭頸部の異なる部
位に疼痛刺激を加えた群を、各 9匹で設定し、
刺激を加えた当日から連日、吸入麻酔下に顕
微鏡下に動物を設置して、神経線維の形態変
化を経時間観察する。最終年度には、ここま
でに得られた成果を総括し、当該疾病モデル
を使用した治療的介入法について検討して
いく。特に、GABA 作動系の片頭痛予防薬や、



鍼（acupuncture）について、これらの治療
法が当該モデルにおいて CSD発生閾地変化お
よび硬膜神経線維の再生過程に及ぼす影響
について評価を行う。 
 
４．研究成果 
本研究の成果は、下記発表論文として結実し
た。特に、末梢神経刺激により脳表の CSD 閾
値が変容をきたす現象を定量化可能とした
ことにより、今後前処置として末梢神経刺激
が加わった大脳皮質のダメージに対する耐
性の変化を評価することにより、片頭痛の予
防治療や脳梗塞のリスク計測の可能性を示
唆するもので、非常にインパクトのある成果
と考える。 
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