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研究成果の概要（和文）：c-fos-eGFPトランスジェニックラットとc-fos-ChR2-eGFP トランスジェニックラットを使用
し、急性疼痛負荷時の疼痛受容機構の可視化および疼痛受容にかかわる Fos‐ChR2 発現ニューロンの光照射による操
作を試みることを目的とした。その結果、急性疼痛ストレス時の視床下部、脊髄、下垂体前葉、および副腎皮質におけ
るc-fos-eGFP発現を in vitro もしくは ex vivo で可視化できた。また、Fos‐ChR2 発現ニューロンにおけるChR2 の
細胞膜での発現を eGFP を指標に可視化することができた。 

研究成果の概要（英文）：We have generated a novel transgenic rat system that enables the visualization of 
c-fos expression, using an enhanced green fluorescent protein (eGFP) tag (c-fos-eGFP transgenic rat). 
Furthermore, we have generated rats bearing an c-fos-channelrhodopsin 2 (ChR2) -eGFP fusion transgene 
(c-fos-ChR2-eGFP transgenic rat). The purposes of the study were to visualize the mechanism of acceptance 
against nociceptive stress and to try operating the neural activities of Fos-ChR2 expressing neurons by 
light irradiation, using these transgenic rats. We succeeded in visualizing the c-fos-eGFP expression in 
the hypothalamus, spinal cord, anterior pituitary, and adrenal cortex after nociceptive stress in in 
vitro or ex vivo in c-fos-eGFP transgenic rats. In addition, ChR2-eGFP expression on the cell menbrance 
in the hypothalamus and the spinal cord was observed after nociceptive stress in c-fos-ChR2-eGFP 
transgenic rats.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 疼痛　c-fos遺伝子　トランスジェニック動物　光遺伝学　蛍光タンパク
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１．研究開始当初の背景 
 骨折や火傷などの外傷において、急性の炎症細
胞 (好中球) の浸潤、肥満細胞や血小板からのヒ
スタミンやセロトニンの放出による局所の腫脹と
共に疼痛が誘発され、炎症反応の抑制に非ステロ
イド性抗炎症薬 (NSAIDs) が広く使用されてい
る。一方、関節リウマチ (RA) は多関節炎・関節
痛を主徴とする全身性の慢性炎症性疾患であり、
関節炎が生じている局所では炎症細胞 (活性化し
た  T 細胞) の浸潤、免疫反応を介した多量のケ
ミカルメディエーター (TNFα、IL-1、IL-6 などの
サイトカイン) の産生による炎症性滑膜炎、関節
破壊などにより関節痛を引き起こす。現在、RA 患
者の治療のために炎症反応の抑制や活性化した 
T 細胞やサイトカインを標的とした生物学的製
剤が治療戦略として用いられるようになった。 
 申請者らはこれまでにコラーゲン誘発性関節炎
マウス、アジュバント関節炎ラットおよびホルマ
リン疼痛誘発ラットを用いて急性・慢性疼痛スト
レス  に伴う神経内分泌反応の変化ならびに脊髄
後角における疼痛受容機構について検討してき
た。これら一連の研究から、疼痛モデル動物にお
いて視床下部-下垂体-副腎 (HPA) 系ならびに脊
髄後角Ⅰ-II 層のニューロン群が賦活化され、急
性・慢性の疼痛受容においてその賦活様式はそれ
ぞれ異なることを見出した。そして、急性および
慢性疼痛モデル動物における全身性の反応である 
HPA 系の変化と疼痛を受容する脊髄後角との機
能連関を明らかにすることが、疼痛機序の解明な
らびに疼痛抑制機構の確立に重要であるとの認識
に至った。 
 最近、光感受性タンパクを発現させた細胞にレ
ーザー (光) を照射して光感受性タンパクの機能
を操作する技術 (オプトジェネティクス; 光遺伝
学 ) が開 発 さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、
Channelrhodopsin 2 (チャネルロドプシン 
(ChR) 2; 光興奮タンパク) を発現した細胞では、
光  (~470 nm) 照 射 で 細 胞 が 興 奮 し 、
Halorhodopsin (ハロロドプシン; 光抑制タンパ
ク) を発現した細胞では光 (~580 nm) 照射で細
胞は抑制される(Gradinaru et al., Cell 2010) 。 
 研究分担者の上田らはすでに、さまざまな刺激
に反応して活性化したニューロンを同定するため
にニューロンの活動性の指標として汎用される 
c-fos 遺伝子産物の Fos タンパクに改変緑色蛍
光 タ ン パ ク  (enhanced Green Fluorescent 
Protein; eGFP) もしくは単量体赤色蛍光タンパ
ク  (monomeric Red Fluorescent Protein 1;  
mRFP1) 遺伝子を挿入した遺伝子改変動物 (ト
ランスジェニックラット) を作出してきた。これ
らのトランスジェニックラットでは、ストレス負
荷で活性化したニューロンに特異的に緑色もしく

は赤色の蛍光タンパクが発現した  (Fujihara 
et al., Endocrinology 2009; Ishikura et al., 
Brain Res 2012; Katoh et al., J 
Neuroendocrinol 2014)。我々のこれまでの経
験をもとに、 c-fos-eGFP トランスジェニック
ラットを用いて脊髄後角における疼痛受容反応
ならびに視床下部における全身への疼痛反応を 
in vivo で明らかにすること、さらには Fos タ
ンパクを疼痛刺激により発現したニューロンに
特異的に光感受性タンパクを発現させて、例え
ば疼痛受容により活性化した脊髄後角に光照射
することで  Fos‐光感受性タンパク発現ニュー
ロンのみを興奮または抑制させることができる
のではないかとの着想に至った。この場合、標
的としているニューロンが散在していても光照
射範囲内であれば光刺激によりそれらのニュー
ロンのみを特異的に興奮または抑制させること
ができ、光照射のオン・オフにより短時間に目
的としたニューロンの活動性を操作できるとい
う時間特異性も確保できるなどの利点がある。 
 
２．研究の目的 
生体にとって急性および慢性炎症に対する生理的
防御反応はきわめて重要で急性・慢性炎症時に 
HPA 系が活性化されるが、その賦活様式はそれ
ぞれ異なる。近年、光感受性タンパクを発現させた
ニューロンにレーザー (光) 照射することにより
そのニューロン活動を操作する技術  (オプトジェ
ネティクス; 光遺伝学) が開発された。我々は、こ
の技術を応用してニューロンの活動性の指標とし
て汎用される c-fos 遺伝子産物の Fosタンパクが
疼痛刺激により発現したニューロンに光感受性タ
ンパクを特異的に発現させて疼痛受容にかかわる
ニューロンの活動性を光照射により操作すること
で、疼痛受容機構の可視化ならびに神経内分泌反
応との機能連関を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) c-fos-eGFP トランスジェニックラットに、
急性疼痛ストレスとして 5 % ホルマリン液 
100μl を両側後肢足底部に無麻酔下に皮下注
射した。皮下注射 3 時間後に灌流固定し、脳
および脊髄を採取し、ミクロトームを用いて下
垂体後葉ホルモンを産生する視床下部視索上核 
(SON)、副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン 
(CRH) を産生する視床下部室傍核小細胞領域 
(pPVN)、下垂体後葉ホルモンを産生する視床下
部室傍核大細胞領域 (mPVN)、足底部からの疼
痛刺激を受容する第 4-5 腰髄 (L4-5) レベル
の脊髄後角Ⅰ-Ⅱ層、下垂体前葉、および副腎皮
質を含む 30μm の切片を作成し、蛍光顕微鏡 
(DS-QiMc (Nikon)) を用いて eGFP 発現を観
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