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研究成果の概要（和文）：妊娠による疼痛閾値上昇のメカニズムを解明するために脊髄での下行性抑制系に焦点を当て
研究を進めた。妊娠の成立を安定させ、引き続きBennettの神経障害性疼痛モデル作成を確立させ、von frey testにて
妊娠ラットで分娩直前に疼痛閾値が上昇することを明確にした。
機序の解明のために脊髄後角での神経細胞の興奮を示すc-fosに焦点を当てた。ウエスタンブロットを用いてc-fosの定
量を行い、非妊娠ラットでは神経障害性痛モデルにて、病側のc-fos増加を認めたが、妊娠ラットではその傾向が弱ま
ったことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Pregnancy has been reported to increase the pain threshold. We focused on neuron 
activation in the spinal cord, and used the chronic constriction injury (CCI) rat model to test the 
hypothesis that pregnancy reverses upregulated c-Fos in spinal cord cells.
Pregnancy significantly reversed the lowered mechanical threshold induced by CCI neuropathic pain. Pain 
threshold is elevated just before delivery, and decreases after delivery. Furthermore, pregnancy reduced 
the upregulation of c-Fos in the spinal dorsal horn in the CCI model.

研究分野： 神経障害性疼痛

キーワード： 妊娠　神経障害性疼痛
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１．研究開始当初の背景 

(1) わが国では約 1700 万人が慢性疼痛に苦

しんでいる。急性痛は身体の障害としての警

告の意味を持つが、慢性疼痛は患者の QOL を

著しく損なうだけであり除痛が重要である。

慢性疼痛は、リウマチ性関節痛などに代表さ

れる侵害受容性疼痛、帯状疱疹後神経痛や複

合性局所疼痛症候群(CRPS)に代表される神

経障害性疼痛、心因性疼痛に分類される。そ

の中でも難治性である神経障害性疼痛への

有効な治療法は確立されておらず、その治療

薬の開発は急務である。 

 

(2)妊娠による疼痛閾値の上昇の機序につい

てはエンドルフィンなどの内因性鎮痛物質

が関与していることを 1980年に Gintzlerが

発表しており１）、1989年には Howaed2)らがダ

イノルフィンの脊髄への作用について報告

している。われわれも先行研究で妊娠に伴い、

内因性鎮痛機序は分娩直前に活性化される

ことを体性および内臓性侵害刺激を用いて

確認してきた 3)。 

我々は妊娠による疼痛閾値の上昇が、内因性

オピオイドなどで賦活された下行性疼痛抑

制系に起因するものであると仮定し、痛いと

いう信号が一次求心性線維にて伝達される

のを防いでいると考えている。c-fos は

immediate early gene(IEG)と呼ばれる遺伝

子群の１つからつくられる蛋白４）であり、転

写調節因子として遺伝子の発現を調節し、侵

害刺激や神経切断によって、受容野と一致す

る部分の二次ニューロンや痛みの上行路に

沿って現れる。よって脊髄での c-fos陽性細

胞の数の変化が末梢性疼痛の指標となる。本

研究では脊髄での c-fosの発現が減少してい

るはずである。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、妊娠によって疼痛閾値が上

昇する機序を解明し、難治性疼痛である神経

障害性疼痛の治療法を新たに確立すること

である。 

本研究の特色は妊娠ラットを使用する部分

である。 

妊娠という生理学的に非常に大きな変化を

起こすライフサイクル上のイベントにおい

て、これまでの研究で痛み閾値が上昇するこ

とがわかっている。これはヒトを含めた生物

の進化の過程において獲得してきたものと

考えられるが、そこに今世界で千数百万人が

苦しんでいる神経障害性痛の治療法を見出

そうとしている。 

妊娠によって下行性疼痛抑制系が賦活され

痛みが減弱されると考えられている。脊髄へ

の痛いという信号の入力が阻害されている

と考えているので、脊髄での C-FOS発現量が、

非妊娠神経障害性疼痛ラットと比較し、妊娠

神経障害性疼痛ラットで低下するという結

果が予測されている。 

またその結果、脊髄において痛み刺激に対す

る反応が減弱するはずなので、痛み刺激を受

けて、活性化するミクログリアも活性化しな

いという結果が予測される。以上の結果を踏

まえて、神経障害性痛を減弱させるためには、

一次求心性線維からの入力を減らす必要が

ある。 

その鍵が妊娠状態にあると考えられるので、

今後妊娠による生理的変化の中に疼痛を減

弱させる因子があることが解明し、その中か

ら因子を見つけだすことが目標となる。 

 

３．研究の方法 

(1) 妊娠ラットの作成 

ラット計 40 匹を使用する。S.D 系雌ラット

20 匹を対象とし、膣粘液スメアを参考に適切

な時期に雄ラットと交尾させ、妊娠ラットを

作成する。ケージ内の Plug の存在により妊

娠を確認する。対照群として、非妊娠ラット

20 匹を使用する。 

 

(2) 

①神経障害性疼痛モデルの作成 

妊娠 3-5日ラットをペントバルビタール麻酔

下に坐骨神経を 4か所で結紮することにより

Neuropathic pain model を作成する５）。Hot 

plate test(50W projector) 、 Von Fry 

filament を用い Hyperalgesia であることを

確認する。 

 

②妊娠 14日、妊娠 21日(分娩直前)および分

娩 7日後にラットを生理食塩水、４％パラフ

ォルムアルデヒドで灌流固定する。その後脊

髄をとりだし、４％パラフォルムアルデヒド

に１時間、次に 0.1M のフォスフェイトバッ

ファーに溶解した１０％サッカロースに１

時間、その後３０％サッカロースに一晩浸す。

取り出した脊髄を滑走型マイクロトームを

用い、４０μｍの凍結切片にし、スライドグ

ラスにのせる。内因性ペルオキシダーゼ活性

の抑制のため、切片を０．１％過酸化水素に

１０分浸す。その後、ＰＢＳで２～３回洗浄

する。１次抗体が細胞内や核内に浸透しやす

くするため、０．５％TritonX-100 のＰＢＳ

溶液中に３０秒程度切片を浸す。その後ＰＢ



Ｓで洗浄する。ブロック抗体である１０％ヤ

ギ血清を滴下し、室温で２０分間浸透台の上

で反応させる。ブロック抗体を取り除き、一

次抗体として PC38 Anti-c-Fos (Ab-5) (4-17) 

Rabbit pAb を用い、滴下する。４℃で一晩お

いた後、スライドをＰＢＳで洗浄し、２次抗

体を使用する。室温で３０分反応させた後Ｐ

ＢＳで洗浄する。その後ストレプトアビジン

ーHRP を結合させる。これに DAB を添加し発

色させる。その後 PBS で２～３回洗浄する。

その後アルコールとキシレンで脱水と固定

を行う。できあがったスライドを光学顕微鏡

で観察し、スライド上での脊髄後角のｃ-fos

蛋白出現数を測定し、妊娠ラット、非妊娠ラ

ット、神経障害性疼痛の有無によって比較す

る。 

③ウエスタンブロット法 

妊娠 21 日(分娩直前)にラットをペントバル

ビタールで麻酔下に坐骨神経から逆行性に

部位を同定し、L4-6 部分を検体として摘出す

る。すぐに粉末にしたドライアイスにて凍結

し、-80℃で保存して検体とする。 

これらの組織を、蛋白溶解バッファーを使用

して均質化し、その蛋白 溶解バッファーは

プロテアーゼ阻害薬とフォスファターゼ阻

害薬を含むものとする。ホモジネートを 

18000g,摂氏 4 度で 20 分間遠心分離し、そ

の上澄みを収集し、蛋白定量を行う。30ugず

つ蛋白を分注 し、Laemmli buffer を加え、

次に 95 度で 5 分間、蛋白変性させる。蛋

白を、10-12％の gel を用いて電気泳動によ

り展開した後、PVDF メンブレンに転写する。

メンブレンはスキムミルクを用いてブロッ

キングし、そののち一次抗体を含んだ溶液中

に摂氏４度で１晩、振盪させる。一次抗体は、 

Anti-c-Fos Rabbit を用い、ハウスキーピン

グとして mouse anti-β-actin を使用する。

メンブレンを  2 次抗体に浸し、次に 

chemiluminescence solution を用いて検出 

する。得られたバンドは ImageJ を用いて解

析した。 

 

４．研究成果 

(1) Von frey test から妊娠ラットでは、分

娩直前の Day21に疼痛閾値の上昇が認められ

た。 

またその効果は分娩直後に消失した。 

 

 

 

 

 

(2)免疫染色では C-fos の定量は困難であっ

た。 

 

(3)免疫染色での定量が困難であったためウ

エスタンブロット法を用いて c-fosの定量を

行った。 

分娩直前である妊娠 21 日において非妊娠群

と比較して、妊娠群では有意に C-fosの発現

が抑制されていた。 

このことより、分娩直前に生じる疼痛閾値上

昇には、脊髄後角への末梢神経からの痛み刺

激の入力が抑制されていることがわかった。 

この機序には先行研究で説明されているダ

イノルフィンなどの内因性のオピオイドが

関与していると考えられ、神経障害性疼痛に



おいても妊娠による疼痛閾値の上昇を認め

ることがわかった。 

今後はホルモン偽妊娠状態としたラットで

も同様のことが起こるかどうか、近年神経障

害性疼痛の成立・維持に重要と考えられてい

るミクログリアやアストロサイトなどの妊

娠による動向などを検討する。 

ことにより、さらなる Pregnancy induced 

analgesia の検討を進め、神経障害性疼痛の

治療法を模索していきたい。 
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