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研究成果の概要（和文）：ラット下歯槽神経を切断し、神経障害性疼痛を生じさせたIANXラットモデルを作製し、三叉
神経脊髄路核(Vc)におけるGABA介在神経細胞の関与を調べた。その結果、下歯槽神経切断早期では、Vc表層神経細胞に
おけるGABAトランスポーターであるVGATの発現が抑制されてGABAの放出が減少し、後期では、Vc表層神経細胞のK+-Cl-
外輸送KCC2が抑制されることにより、GABA様神経細胞の機能が興奮性に変化する可能性が示唆された。以上の結果より
、GABA様神経細胞の変化が下歯槽神経切断後の神経障害性疼痛に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Involvement of the functional changes in the GABAergic system in the trigeminal 
spinal subnucleus caudalis (Vc) in the mechanisms underlying extraterritorial neuropathic pain in the 
orofacial region following inferior alveolar nerve transection (IANX) is investigated. It was revealed 
that GABAergic Vc neurons might be reduced in their number at the early period after IANX and the 
functional changes might occur in GABAergic neurons from inhibitory to excitatory at the late period 
after IANX, suggesting that the neuroplastic changes occur in the GABAergic neuronal network in the Vc 
due to morphological and functional changes at different time periods following IANX and resulting in the 
extraterritorial neuropathic pain in the orofacial region following trigeminal nerve injury.

研究分野：麻酔学
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１．研究開始当初の背景 
我々はこれまで，下顎神経（下歯槽神経；

IAN）を切断し，上顎や頬領域に関連痛を引
き起こした神経障害性疼痛モデルラットを

作製し，口腔顔面領域における疼痛異常発症

の中枢神経機構を解明してきた．しかし，い

かなるメカニズムで疼痛異常発症が生じる

かについてはまだまだ不明な点が残されて

いる． 
近年，ラットの坐骨神経切断により，脊髄

の神経細胞膜上に存在する Cl-くみ出しポン

プである KCC2 が抑制され，GABA 作動性
介在神経細胞の抑制性の作用が興奮性に変

化するという報告がなされている(Coull JA et 
al.,2003, Nature )．KCC2合成阻害には，神経
障害により脊髄で活性化したミクログリア

から放出される脳由来神経栄養因子（BDNF）
が関与していることがわかってきた(Biggs JE, 
et al., 2010, Mol Pain )．その後，脊髄の KCC2
合成が阻害されることにより，足における神

経障害性疼痛が引き起こされるという多く

の報告がなされるようになった．そこで我々

は，GABA作動性介在神経細胞の変化が，口
腔顔面領域における疼痛異常発症の中枢神

経機構に関与している可能性を考えた． 
(Coull JA, Beggs S, Boudreau D, Boivin D, 
Tsuda M, Inoue K, Gravel C, Salter MW, De 
Koninck Y. BDNF from microglia causes the shift 
in neuronal anion gradient underlying 
neuropathic pain. Nature. 2005;438:1017-1021.) 
 
２．研究の目的 
  神経障害性疼痛の発症機構は不明であり，
有効な治療法もないため，世界で 2,200万人
以上の患者が苦しんでいると報告されてい

る．特に口腔顔面領域における神経障害性疼

痛は，食事や会話に困難が生じるため，日常

生活に大きな支障をきたす．申請者らはこれ

までに顔面皮膚に疼痛異常を発症させた神

経障害性疼痛モデルラットを作製し，中枢神

経系における発症メカニズムを明らかにし

てきた．その中で，抑制性神経細胞が慢性口

腔顔面痛に深く関与している可能性を発見

した．そこで申請者らは，中枢神経系におけ

る慢性口腔顔面痛に対する抑制性神経の関

与を詳細に解明することを目的とした． 
 
３．研究の方法 

Venus（蛍光タンパク）と GABAトランス
ポーター（VGAT）を共発現させた遺伝子変
換ラット（VGAT-Venus ラット）を用いて，
以下のように行動学的観察，電気生理学的研

究，免疫組織化学的染色法，Western blot法
にてGABA介在神経細胞の変化を詳細に
調べた． 
(1) 三叉神経第 3 枝（IAN）切断モデル作製  
―適麻酔下，VGAT-Venus ラットの IAN
を切断（IANXラット）．また，神経の切断
は行わず，下顎骨の切削のみ（Shamラッ
ト）を行った． 

(2) 行動学的観察 – IANXラットとShamラ
ットの顔面三叉神経第 2枝(V2)領域，髭頬
中央部に，フォンフライヘアによる機械刺

激を加え，逃避反応行動閾値を測定した．

さらに，KCC2ブロッカーであるR－DIOA
をラットのくも膜下腔 Vc 領域に投与し，
逃避反応行動閾値の変化を調べた． 

(3) 電気生理学的研究  – IANX ラットと
Shamラットを適麻酔下において，頭蓋固
定装置に固定後 Vc を露出した．臭化パン
クロニウムにて非動化し単一神経細胞活

動を記録し，記録中は，1-2%イソフルラン
吸入麻酔にて麻酔状態を維持した．V2 領
域の顔面受容野に，機械刺激，熱刺激，冷

刺激を与え，これらの刺激に応答する神経

細胞を同定した．さらに，GABAＡアゴニ
ストのムシモルを Vc に局所投与し，その
神経細胞応答の変化を調べた． 

(4)２重蛍光免疫組織化学的染色法 –IANX
ラットまたはShamラットを十分深い麻酔
にて潅流固定し，延髄の組織を取り出し，

ミクロトームを用いて 30mの凍結切片を
作製した．浮遊切片を 10％ヤギ血清にてブ
ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 後 ， 抗 pER 
K(anti-Phospho-P44/42-Map Kinase) ま
たは KCC2抗体にインキュベートした．引
き続き，抗 GFP 抗体にインキュベートさ
せ VGAT 発現を増幅し，Alexa488 と
Alexa568 を用いて蛍光発色させた．そし
て，共焦点レーザー蛍光顕微鏡にて 2重免
疫染色発現様式を詳細に解析した． 

(5)Western blot法―適麻酔下に IANX ラット
と Sham ラットの Vc領域のタンパク質を抽

出し，電気泳動法(SDS-PAGE)によりメンブ

レンに転写した．抗 KCC2 抗体を用いて，

タンパク質を検出し定量した． 



４．研究成果 

VGAT-Venusラットの下歯槽神経切断 1週
間から 3週間目まで，顔面三叉神経第 2枝領
域の機械刺激に対する逃避反応行動閾値は

低下したが，Sham ラットでは変化しなかっ
た．さらに，R－DIOAを Shamラットのくも
膜下腔に持続投与したところ，IANX ラット
と同じように機械刺激に対する逃避反応行

動閾値の低下が認められた．また，下歯槽神

経切断 1 週間後から，Vc 表層における
VGAT-Venus 陽性細胞の発現が減少した．切
断 3週間目においては，KCC2陽性発現の減
少がみられ (図 1)，侵害刺激による
VGAT-Venus 陽性細胞の活性化が認められた．
さらに，ムシモルを IANX ラットの Vc に局
所投与することにより，Vc神経細胞活性の抑
制が見られなくなった．よって，切断 3週間
目では，Vc の KCC2 発現が減少することに
より，Vc における GABA 様神経細胞の興奮
が抑制性から興奮性の作用を引き起こした

ことが示唆された．これらの結果より，下歯

槽神経切断早期では，Vc表層神経細胞におけ
る VGAT の発現が抑制されて GABA の放出
が減少し，後期では，Vc 表層神経細胞の
KCC2が抑制されることにより，GABA様神
経細胞の機能が興奮性に変化する可能性が

示唆された(図 2)．以上の結果より，GABA
様神経細胞の変化が下歯槽神経切断後の神

経障害性疼痛に関与している可能性が示唆

された． 
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