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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経障害性疼痛モデルマウスのS1で起こるATPシグナルの時間依存的変
化と慢性機械的アロディニア形成への関与について調べた。その結果、1)神経障害性疼痛モデルマウスのS1で
は、シナプス再編が活発に起こる時期に先行して時間限定的なATP濃度上昇が起こることを見出した。また、2) 
S１頭蓋窓へのATP滴下（10分間静置）により、末梢神経損傷後のS１アストロサイトに見られる機能変調及びシ
ナプス再編、さらには慢性的機械アロディニアが誘導されることを見出した。本研究結果から、末梢神経損傷後
にS1で起こる細胞外ATP濃度上昇が神経障害性疼痛形成メカニズムの必要条件であることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：We showed that an increase in extracellular ATP concentration ([ATP]e) in S1
 by PNI is an initial event that triggers the astrocyte-mediated mechanical allodynia. Using 
microdialysis screening in vivo, we found that 1) [ATP]e was increased within contralateral S1 by 
PNI, which was preceded by synapse-remodeling, 2) a single brief ATP-treatment into S1 was enough to
 induce excess Ca2+ excitation and up-regulation of thrombospondin-1 (TSP-1), one of synaptogenic 
factors, in astrocytes, synapse-remodeling in S1 and subsequent mechanical allodynia, and 3) the 
ATP-induced mechanical allodynia was dependent on astrocytic Ca2+ excitation. These results 
suggested that the increase in [ATP]e within S1 is a key event that initiates the 
astrocyte-dependent synapse-remodeling and subsequent mechanical allodynia.

研究分野：神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 
	 これまで神経障害性疼痛研究は国内外と
もに末梢神経及び脊髄を中心に展開されて
きた。しかし、末梢神経損傷後から数日後ま
での間に、知覚情報の最終到達点である大脳
一次体性感覚野（S1）で、神経回路の組み替
え（シナプス再編）が活発に起こっているこ
とが、神経障害性疼痛モデルマウスを用いた
基礎実験により証明された（Kim et al., Mol. 
Pain, 7:87, 2011）。つまり、S1におけるシナプ
ス再編が慢性疼痛の原因である可能性が示
されたのである。従って、これまでの末梢神
経及び脊髄の研究だけでなく、「S1 で起こる
イベント及びその理解」が難渋する本疾患の
分子病態解明には必須であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
（１）我々はこれまでに、多光子励起レーザ
ー顕微鏡を用いた in vivo ライブイメージ
ング法により、このシナプス再編はグリア細
胞（特にアストロサイト）の変化により誘導
される「グリア性シナプス再編」であること
を明らかとしている。しかし、このグリア性
シナプス再編の分子メカニズムは未解明の
ままである。 
	 一方、ATPは生体のエネルギー通過として
の役割だけでなく、グリア伝達物質としてグ
リア細胞から放出され神経機能をダイナミ
ックに制御する役割も持つ。我々は本研究に
先立ち、抹消神経損傷後に S1細胞外 ATP量
が増加すること、また ATP を正常マウスの
S1 に直接投与すると神経障害性疼痛様の知
覚異常（アロディニア）が長期間にわたり観
察されることを見出している。これらの結果
は、S1における ATP増加がグリア性シナプ
ス再編及び神経障害性疼痛の病態形成・維持
メカニズムの鍵イベントである可能性を強
く示唆するものである。そこで本研究では、
グリア性シナプス再編の分子メカニズムを、
細胞外 ATP の役割を切り口として解明する
ことを計画した。 
 
（２）前述の通り、ATP を正常マウスの S1
に単回投与しただけで長期間にわたる疼痛
行動が誘発されたが、この結果は S1 の操作
だけで知覚情報をコントロールできること
を示唆している。従って、我々は「シナプス
再編によって組み替えられた異常な知覚神
経回路を」、再びシナプス再編を誘導（シナ
プス再々編）することにより、正常な神経回
路に戻すことができる」との仮説を立てた。
そこで、本研究では慢性化した神経障害性疼
痛モデル動物を用いて、人工的にシナプス再
編を誘導することにより神経障害性疼痛を
治療するというチャレンジングな課題に取
り組み、新たな治療戦略の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）神経障害性疼痛モデル：片側坐骨神経
を部分的に強固に結紮することにより作製

した（Seltzer’sモデル）。 
 
（２）S1内 ATP量の測定：in vivo マイクロ
ダイアリシス法を用いて S1 の細胞外液性因
子を回収し、ルシフェリン-ルシフェラーゼア
ッセイ法を用いて回収液中の ATP 量を定量
した。回収中の ATP 分解を回避する為に、
ATP 分解酵素阻害薬（ARL67156; 50µM）を
灌流液中に添加した。 
 
（３）疼痛行動評価：von Frey test, plantar test, 
電 流 知 覚 閾 値 試 験 （ Current Perception 
Threshold test; CPT test）を行った。CPT法は
電気刺激の周波数によって知覚神経選択的
な刺激が可能である Neurometer®を用いて片
側後肢の足蹠を電気刺激し、回避行動を示し
た電流強度を閾値と評価する方法である[Aβ
線維: 2000 Hz, Aδ線維: 250 Hz, C線維: 5 Hz]。 
 
（４）S1 アストロサイトサイトの関与:アス
トロサイト特異的 GCaMP3 発現マウス
（ Glast-CreERT2::RoSA26-loxP-STOP-lox
P-GCaMP3マウス）を用いた in vivo 二光子
カルシウムイメージング、免疫組織化学染色
法、アストロサイトの細胞内カルシウム振動
が阻害された IP3-R2欠損マウスでの疼痛行動
評価を行った。 
 
（５）S1シナプス再編の観察：Thy1-GFP マ
ウス（大脳皮質 V 層の錐体細胞に GFP が発
現）を用いて、in vivo 長期繰り返し二光子イ
メージングを行った。 
 
４．研究成果 
（１）末梢神経損傷により S1 における ATP
濃度が一過性に増加した。 
	 神経障害性疼痛モデルマウスの S1 におけ
る ATP 増加の程度及び経時変化を調べるた
めに、in vivo マイクロダイアリシス法により
S1より細胞外 ATPを回収し、ルシフェリン-
ルシフェラーゼアッセイ法を用いて回収液
中の ATP 量を定量した。S1 における細胞外
ATP をマイクロダイアリシスによって断続
的に回収し ATP濃度を測定したところ、末梢
神経損傷前と比較して損傷後 1 時間〜2 日に
有意な増加が認められ、3 日後以降は損傷前
と同程度であった（図 1）。興味深いことは、
この一過性の S1 における ATP 濃度増加
（S1/ATP 増加）はシナプス再編が活発に起
こる時期に先行して起こっていたことであ
る。また、S1/ATP 増加が末梢神経損傷によ
るアロディニア形成に関与するか否かを確
かめるために、ATP及びその分解物であるア
デノシンの全関連受容体に対するアンタゴ
ニストの混合液を S1 に投与したところ、末
梢神経損傷後に起こるアロディニアが顕著
に抑制された（データ示さず）。これらの結
果から、末梢神経損傷によって起こる S1/ATP
増加は S1 シナプス再編及びその結果誘導さ
れるアロディニアの引き金である可能性が



示唆された。 

（２）S1/ATP 投与によりアロディニアが形
成されるが、熱痛覚過敏は形成されなかった。 
	 我々は ATPを S1に投与（S1/ATP投与）す
ることで神経障害性疼痛の主徴であるアロ
ディニアだけでなく、もう一つの熱痛覚過敏
も慢性的に形成されるか否かについて検討
した。S1/ATP 投与によりアロディニアが形
成されたマウスを用いて plantar 試験を行っ
たが、神経障害性疼痛モデルマウスで見られ
る熱痛覚過敏は形成されなかった（図 2A）。
この結果をさらに検証するために、
Neurometer®を用いた各種知覚線維選択的電
流閾値（current perception threshold: CPT）測
定を行ったところ、Aβ線維の CPT のみ有意
に低下し、Aδ及び C 線維の CPT は変化が見
られなかったことから (図 2B)、やはり、
S1/ATP 投与によりアロディニアが形成され
るが、熱痛覚過敏は形成されないことが明ら
かとなった。これらの結果は神経障害性疼痛
の関連症状がそれぞれ異なるメカニズムで
制御されている可能性を示している。 
 

（３）S1/ATP投与により S1アストロサイト
の 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 活 動 亢 進 及 び
thrombospondin-1(TSP1)発現量増加が誘導さ
れた。 
	 S1/ATP 刺激したアストロサイト特異的
GCaMP3 発現マウスの S1 アストロサイトの
細胞内カルシウム活動を二光子顕微鏡で長
期間観察したところ、投与前と比較して投与
後 1時間、24時間（1日）、3日目に顕著に細
胞内カルシウム振動の頻度が亢進していた
（図 3A）。我々はアストロサイトの細胞内カ
ルシウム活動の亢進がシナプス新生促進因
子の一つである thrombospondin-1(TSP1)発現
増加を誘導することを報告している（Kim et 
al., Journal of Clinical Investigation, 2016）。そこ
で、免疫組織染色法によって ATP/S1 投与 4
日後の S1アストロサイトでの TSP1発現量を
定量したところ、対照の ACSF投与マウスと
比較して ATP投与群では有意に TSP1発現量
が増加していた（図 3B）。一方、アストロサ
イトの細胞内カルシウム活動が阻害された
IP3R2-KO マウスでは ATP/S1 投与による
TSP1増加促進効果が顕著に抑制され（図 3B）、
さらにアロディニア形成も抑制された（図
3C）。これらの結果から、ATP/S1投与による
アストロサイトの細胞内カルシウム振動亢
進が TSP1 発現増加及びアロディニア形成に
寄与していることが明らかとなった。 
 
 

図 2	S1/ATP 投与による疼痛行動の変化	
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図 3		S1/ATP 投与による S1 アストロサイトの

機能変化及びアロディニア形成への関与	

図 1		S1 細胞外 ATP 量の経時的変化	
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（４）S1/ATP投与により S1シナプス再編が
誘導された。 
	 Thy1-GFP マウス（大脳皮質 V層の錐体細
胞に GFPが発現）に S1/ATP投与し、二光子
励起レーザー顕微鏡で神経樹状突起（特にシ
ナプス）の形態変化を経日的に観察したとこ
ろ、投与直後から投与 1日後にかけて新生ス
パイン数及び除去スパイン数が顕著に増加
した（図４）。この結果は、S1/ATP投与によ
って S1 シナプスターンオーバーが誘導され
ること、つまり、神経回路の組み替えが起こ
っている可能性があることを示唆している。
さらに、この結果は ATP制御がシナプス再編
を誘導するための有用なツールとなること
も示している。 

	
	 以上、本研究結果から、末梢神経損傷後に
S1で起こる細胞外ATP濃度上昇がアロディニ
ア形成の必要十分条件であること明らかと
なった。また、ATP 投与によりアストロサイ
トにおいて TSP１産生・放出増加し、シナプ
ス再編が誘導されることも見出した。	
	 本研究成果で明らかとなった ATP 制御によ
るアストロサイト性シナプス再編機構は、神
経障害性疼痛形成メカニズムとして重要で
あるだけでなく、新規治療戦略としても高い
ポテンシャルを有しており、神経障害性疼痛
治療研究の布石の一つに位置付けることが
できると考えられる。	
	 しかし、S1/ATP 投与によってアロディニア
のみが形成されたことから、S1 内 ATP 制御だ
けでは治療戦略としては不十分であること
も分かった。また、脳への ATP 投与は低侵襲
ではあるものの、臨床応用には未だ高い壁が
ある。今後、より正確な、かつ臨床応用可能
な ATP 制御する手法の探索を含め、さらなる
研究が必要である。	
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日本薬理学会年会、2016年 3月 9日、「パシ
フィコ横浜（神奈川）」 

６．研究組織	
(1)研究代表者	

	 柴田	 圭輔	 （SHIBATA,	Keisuke）	

山梨大学・大学院総合研究部・助教	

	 研究者番号：50580411	

	


