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研究成果の概要（和文）：三叉神経脊髄路核尾側亜核（Vc）神経細胞と活性型グリア細胞との機能連関に注目し、異所
性痛覚過敏の発症機構を解明した。その結果、三叉神経障害および口腔顔面領域に発症した炎症によってVcに存在する
アスロトグリアおよびミクログリアが免疫系を介して活性化し、さらにMAPキナーゼ系によって細胞活動が亢進して口
腔顔面の異所性痛覚過敏および顎運動をはじめとする口腔顔面の運動機能亢進が誘導されることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We focused on neuron-glial cell interaction in the trigeminal spinal subnucleus 
caudalis (Vc) and tried to clarify the mechanisms underlying orofacial extraterritorial pain associated 
with trigeminal nerve injury or orofacial inflammation. Astroglial and microglial cell activation occurs 
in the Vc following trigeminal nerve injury or orofacial inflammation via chemokine-immune-cell system 
and further enhancement of Vc neuronal activity caused by MAP kinase cascade, resulting in the 
extraterritorial orofacial pain or enhancement of the orofacial motor function.

研究分野：歯学
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１．研究開始当初の背景 
末梢神経損傷あるいは末梢組織に炎症が引
き起こされると、損傷神経の支配領域を超え
た領域に疼痛異常が発症するが、このメカニ
ズムには中枢神経系における新たな神経回
路形成による神経の可塑的変化だけでなく、
グリア細胞の活性化が重要な働きを有する
ことが報告された。特に、三叉神経が損傷を
受けると Vc の神経細胞に異常興奮が引き起
こされ、これによって三叉神経損傷後に口腔
顔面領域に疼痛異常が発症することが明ら
かにされた（Iwata et al. 2001 JNP, Tsuboi 
et al. 2004 Pain, Saito et al. 2008 JNP）。さ
らに、我々はこの Vc の神経細胞の異常興奮
には神経細胞内において MAP Kinase ファ
ミリーの一つである ERK のリン酸化が重要
な働きを成すことを明らかにした(Shimizu 
et al. 2006 Brain Res., Noma et a. 2008 
JCN, Kobayashi 2011 Mo. Pain, Honda et 
al. 2011 Mol Pain)。また、下歯槽神経損傷後、
Vc におけるアストログリアの活性化が誘導
され、Vc内において損傷神経投射領域を超え
た広い領域に分布するアストログリアおよ
びミクログリアの活性化が誘導され、これら
の領域に存在する神経細胞活動が増強され
ることが明らかになった(Okada-Ogawa et 
al. 2009 J Neuroscience, Tsuboi et al. 2011 
EJ Neuroscience)。しかし、アスログリアと
ミクログリアがいかなるメカニズムで Vc の
神経細胞活動の増強に関与するかについて
はほとんど明らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 
三叉神経傷害あるいは口腔顔面領域の炎症
後、口腔顔面領域に発症する神経障害性疼痛
あるいは炎症性疼痛の神経機構を解明する
目的で、眼窩下神経損傷モデルラット、筋炎
モデルラット、下歯槽神経切断モデルラット
および臨床に問題となっている口腔乾燥症
あるいは口腔癌のモデルとして、舌乾燥モデ
ルおよび舌癌モデルラットを作製し、三叉神
経脊髄路核尾側亜核（Vc）および上部頚髄に
分布するアストロサイトおよびミクログリ
アの機能連関、さらにこれら両グリア細胞と
Vc神経細胞活動との関係、またグリア細胞と
運動ニューロン活動との関係を解明するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１） モデル動物の作製 
本研究では、眼窩下神経結紮、下歯槽神経切
断、下唇あるいは頚筋への complete 
Freund’s adjuvant (CFA)を投与した炎症モ
デルを作製し、研究を行った。実験にはネン
ブタールで深く麻酔 Sprague Dawley 系雄性
ラットを用いた。ラットの眼窩下神経を口腔
内より露出し、Chromic gut にて緩く結紮し
て、眼窩下神経結紮モデルを作製、同様の麻
酔を用いて、下歯槽神経を切断した下歯槽神
経切断モデル、頚筋へ CFA を注入した炎症モ

デルを作製した。また、現在は神経損傷や炎
症が関与すると考えられる舌乾燥および舌
癌播種による舌乾燥モデルおよび舌癌モデ
ルラットを作製し、研究を行っている。 
 
（２） 逃避反射閾値の測定 
眼窩下神経損傷、頚筋炎、下歯槽神経切断、
舌乾燥および舌癌播種後、1～14 日後まで、
浅麻酔下で顔面皮膚に機械刺激を加え逃避
行動を起こす刺激閾値、あるいは熱刺激を与
え逃避反射が起こるまでの潜時を計測した。
さらに、アストログリア活性阻害剤 
(fluoroacetate) およびマイクログリア活
性阻害剤(minocycline) を別々におよび同
時に延髄髄腔内に投与した後、機械閾値およ
び熱逃避潜時の変化を計測した。顎顔面領域
の機械刺激の対する逃避閾値の計測に関し
て、頭板状筋の EMG の変化を指標とした計測
法を確立している(Honda et al., Mol Pain, 
2008)。この計測法によって、より正確で客
観的な逃避閾値の計測が可能となる。 
 
（３） 免疫染色方法 
浅麻酔下にてモデルラットの顔面皮膚に機
械刺激あるいは熱刺激を加え、5 分後に灌流
固定を行い三叉神経脊髄路核を摘出した。三
叉神経脊髄路核尾側亜核および上部頸髄に
発現する pERK 陽性細胞、GFAP（アストログ
リア）陽性細胞および Iba1（ミクログリア）
陽性細胞およびリン酸化p38を免疫組織学的
に検出した。さらに fluoroacetate 、
minocycline および p38、フラクタルカイン
あるいは IL1βの阻害薬を別々におよび同時
に延髄髄腔内あるいは全身投与後、顔面皮膚
に機械刺激を加え 5分後に灌流固定し、三叉
神経脊髄路核尾側亜核のpERK陽性細胞、GFAP
陽性細胞および Iba1 陽性細胞発現を解析し
た。 
 
（４） IL1βおよびフラクタルカインのタ
ンパク定量 
IL1βおよびフラクタルカインのタンパク定
量については Western blotting 法を用いて、
解析を行った。モデル動物を作製後、深麻酔
下において延髄を摘出し、通法に従ってタン
パクの定量解析を行った。 
 
（５） 各種拮抗薬および阻害薬投与方法 
本研究プロジェクトでは各種阻害薬や拮抗
薬を三叉神経節内、あるいは末梢組織に注入
した。三叉神経節に注入する場合には神経節
内にあらかじめガイドカニューレを設置し、
このカニューレを介して神経節内に薬物を
投与した。末梢組織への投与は、起炎物質で
あるCFAの投与と同時に投与する方法を用い
た。 
 
４．研究成果 
（１） 眼窩下神経結紮モデルの延髄にお
けるリン酸化ＥＲＫ発現解析 



このプロジェクトは本研究費が給付される
前から継続して行っていたもので、この研究
結果に基づいて活性型グリア細胞の解析領
域を決定した。眼窩下神経結紮モデルラット
の口ひげ部を機械刺激して発現するリン酸
化 ERK陽性細胞は主に obex 付近で Vc領域に
限局していた。この発現は Vc の表層部に集
中しており、深層には少数認められるだけで
あった。また、陽性細胞数は刺激強度を増す
にしたがって増加しており、刺激強度と発現
細胞数が正の相関を示す可能性が示された
（発表論文⑤）。 
 
（２） 筋炎モデルラットの延髄における
グリア細胞活性解析 
 本研究は、頚筋に CFA を投与し、これによ
って引き起こされる顔面領域の痛覚過敏の
神経機構の解明を目指したプロジェクトで
ある。頚筋に CFA を投与すると、投与後 1日
目から口腔顔面領域に機械アロディニアが
発症した。このラットの延髄には多くのミク
ログリアの活性化がみられた。ミクログリア
の活性化はケモカインの一つであるフラク
タルカインの受容体をブロックすることに
よって阻害された。さらに、活性型ミクログ
リアにはリン酸化 p38 が共発現していた。ま
た、活性型ミクログリアからは IL1βが放出
され、2 次ニューロンの活性化が高まること
も示された。一方で、リン酸化 p38 を抑える
ことによってミクログリアの活性化は阻害
され、同時に IL1βの放出も減少しニューロ
ン活動が低下することによって痛覚過敏が
抑制された。（発表論文①および④） 
 
（３） 眼窩下神経結紮モデルラットのグ
リア細胞活性と運動出力との関係 
本研究ではさらに、眼窩下神経結紮モデルラ
ットを用いて、神経損傷後に発症する運動機
能亢進に関しても研究を行った。本研究では、
眼窩下神経結紮によって Vc に発現するアス
トログリアの関与に注目し、解析を行った。
眼窩下神経結紮によって、Vc には多くの活性
型アストログリアの発現が認められた。アス
トログリア活性は Vc だけでなく腹側部の運
動核周辺部においても求められ、活性型アス
トログリアが運動ニューロンの活動性制御
に関与する可能性が示された。さらに、アス
トログリアの活性化阻害薬の髄腔内投与に
よって、顎運動および開口反射閾値の増加が
認められた。この結果は三叉神経損傷によっ
てアストログリアが活性化され、運動出力細
胞である咬筋運動ニューロン活動を増強し
た可能性を示している。（発表論文③） 
 
（４） 舌乾燥誘導性舌の痛覚異常に対す
る延髄ニューロンの役割 
これはこれまでの研究結果をもとに昨年か
らスタートさせたプロジェクトで、現在進行
中の研究である。これまでの研究結果では、
舌を乾燥させることによって、熱痛覚過敏は

発症しないにもかかわらず、機械痛覚過敏が
発症することが明らかになった。また、この
ような機械痛覚過敏には Vc の存在するニュ
ーロンにおけるリン酸化ERKが関与すること
が明らかになった。この結果とこれまでの研
究結果とを合わせて考察すると、舌の乾燥に
よってアストログリアの活性化が亢進する
可能性がある。 
 
（５） 舌癌モデルのゼッツ発症に対する
延髄ミクログリアの関与 
本研究はこれまでの神経障害あるいは炎症
モデルを用いた研究結果をもとに、新たに計
画したテーマである。これまでの研究結果で、
申請者は舌に扁平上皮癌細胞を播種し、3 日
経過すると、舌癌が発症する。舌癌発症後 1
週間目までは舌の機械刺激に対する痛覚過
敏は発症しなかった。このメカニズムとして、
癌舌癌の発症当初は癌細胞からオピオイド
が放出され、癌細胞週に分布する自由神経終
末の活動性を低下させる可能性があるとい
う結果を得ている。 
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