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研究成果の概要（和文）：この研究の目的は顎関節周辺部末梢受容野の慢性炎症による痛覚過敏や異痛症発生時
の三叉神経節ニューロンでの変化をGABAに着目し解明する事である。中枢神経系での抑制性伝達物質として知ら
れるGABAであるが、末梢領域での存在や役割についてはほとんど知られていない。我々は正常群と比較してモデ
ル動物の三叉神経節においてGABA合成酵素のGADの発現が有意に増加していることを免疫組織化学的手法で確認
し、加えてイオントフォレシス細胞外記録法によりバクロフェンが三叉神経節ニューロンの活動性に変調をもた
らす事をつきとめた。これらが慢性炎症に起因する顎口腔顔面領域の痛覚過敏や異痛症の一因となっている可能
性がある。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed at elucidating changes in the expression of GABA-ergic 
neurons of TRG in rats which showed hyperalgesia and/or allodynia by artificially-induced chronic 
inflammation in their TMJ and facial skin. Although GABA is a main inhibitory neurotransmitter in 
the CNS, little is known about the role in the PNS, including TRG. We compared GAD67 expression of 
TRG neurons in rats with and without TMJ and facial skin inflammations. In the FG labeled TRG 
neurons, the proportion of GAD67 immunoreactive cells of EXP group was 16.0%, which was about twice 
as much as that seen in CONT group. In addition, by using extracellular recording, it was found that
 microiontophoretically applied baclofen inhibited TRG neurons excitation in 
pentobarbital-anesthetized rat.
Taken together, our results suggest that hyperalgesia and/or allodynia due to orofacial chronic 
inflammation may be related at least in part to the up-regulation of GAD67-positive GABA-ergic 
neurons in the TRG.

研究分野：生理学・口腔生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
一般に歯科臨床における歯髄、顎関節、咀
嚼筋などの炎症時に生じる関連痛、異常疼痛
（痛覚過敏、アロディニア）発現には、三叉
神経系の侵害情報伝達経路において生じる
可塑的変化が重要であり、これには一次求心
路の変化（末梢性感作）とこれに起因して生
じる二次ニューロンレベルの変化（中枢性感
作）の二つが考えられる。 
三叉神経支配領域の深部組織で生じた炎
症/組織損傷による侵害情報は三叉神経脊髄
路尾側亜核  (Trigeminal spinal nucleus 
caudalis:Vc) と上部頸髄後角領域（Upper 
cervical spinal cord :C1/C2）に投射し上位中
枢に伝達されることが知られている。 
この部位には顎関節、咬筋などの深部組織
からの侵害受容性の感覚神経が投射する部
位であり、最近、顎関節、咀嚼筋などの深部
組織からの感覚入力が投射する Vc/C1 境界
領域は炎症、組織損傷などにより活性化され
三叉神経系の慢性疼痛の発現とその持続に
重要な役割を演ずることが指摘されている。 
近年、感覚神経節内において細胞体及びグ
リア細胞から傍分泌（パラクリン・オートク
リン）された様々な生理活性物質が近傍ニュ
ーロンに作用してその機能を修飾すること
が判明してきた。感覚神経節内において、ニ
ューロンからパラクリン機構により分泌さ
れ興奮性に作用する修飾物質には ATP, 
Substance P, サイトカインなど多数知られ
ているが、γ-アミノ酪酸（γ-aminobutylic 
acid :GABA）などの抑制性の修飾物質の機能
的役割は不明である。 
一般に分泌された GABA はイオンチャネ
ル型受容体であるGABAA受容体とＧ－タン
パク結合型のGABAB受容体の活性化により、
その生理作用を発現する。最近になり、中枢
神経系のニューロンにおいて、Ｇ－タンパク
結合型GABAB受容体の活性化はGABAA受
容体による持続的なＧＡＢＡ電流の促通に
関連することが指摘され、侵害受容伝達機構
の中で、GABA の生理的作用発現において
GABAB受容体が中心的役割を果たすことが
注目されている。 
三叉神経節 (Trigeminal ganglion:TG) ニ
ューロンには両者の受容体の mRNA とタン
パクの発現が確認されているが、三叉神経系
の侵害受容ニューロンに対する生理的役割
は不明である。 
 
 
２．研究の目的 
 
顎関節、咀嚼筋等の炎症性疼痛により生じ
る異常疼痛発現は三叉神経系の情報伝達経
路における可塑的変化が重要な役割を担う。 
近年、三叉神経脊髄路尾側核/上部頸髄後
角（Vc/C1）境界領域が口腔顔面領域の深部
組織から侵害情報の中継核として注目され

ている。 
一方、抑制性伝達物質として知られる GABA
が三又神経節内で傍分泌され GABA 受容体を
介して、侵害受容ニューロンの興奮性を修飾
し、痛覚過敏などに関わることが指摘されて
いる。 
本研究では、Vc/C1 境界領域に投射し炎症
性痛覚過敏に関わる三叉神経節ニューロン
の興奮性に対する GABA/GABAB 受容体シグナ
ル伝達系の病態生理的役割を in vitro と in 
vivo の両面より系統的に解析することを目
的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）顎関節または咬筋炎動物の作成と痛覚
過敏の確認 
Wistar ラットを吸入麻酔器を用いてイソフ
ルランによる麻酔後、咬筋または顎関節腔に
刺入したマイクロシリンジにて起炎物質を
投与し、これを“炎症群”とする。一方、溶
媒（0.9％NaCl,pH,7.2）投与群を“対照群”
とする。起炎物質投与 2-5 日後、咬筋・顎関
節を覆う顔面皮膚に加えた von Frey 
filaments による機械刺激による逃避反射閾
値測定(低下)により痛覚過敏の有無を判定
する。 
（２）顎関節または咬筋支配及び Vc/C1 に投
射する TG ニューロンの二重蛍光標識 
上記の処置を施したラットをイソフルラン
による吸入麻酔後、頸部皮膚を切開し延髄か
ら頸髄後角背側面を露出する。蛍光色素をマ
イクロシンジに充填する。これを電動マイク
ロインジェクターに固定しVc/C1境界領域に
注入し、この部位に投射する TG ニューロン
を MB により蛍光標識する。一方、同側の咬
筋または顎関節にマイクロシンジを用いて
（0.2%Fluorogold：FG,10l）注入し、この
部位を支配する TGニューロンを FGにより蛍
光標識する。 
（３）GABA と GABAB 受容体の免疫組織化学 
①凍結切片作成と免疫染色 
蛍光標識１－５日後のラットをイソフルラ
ンによる吸入麻酔、ホルマリン灌流固定後、
片側三叉神経節を取り出し、固定後、スライ
ディングミクロトームを用いて厚さ10μmの
凍結切片を作成する。三叉神経節切片をスラ
イドガラス上に付着させ、GABA 抗体(希釈倍
率 1:１00）と GABAB 受容体抗体（1:500）に
２４時間インキュベーション後、二次抗体と
して励起波長の異なる２種の蛍光抗体
（Alexa488/568/1:1000）を反応させる。 
②GABA と GABAB 受容体免疫陽性細胞の解析 
共焦点レーザ顕微鏡（現有設備）を用いて
FG/MBで標識された三叉神経節TGニューロン
の細胞体の大きさ（小型、<30μｍ：Aδ-、
C-ニューロンに相当；中型、31-40μｍ：Aδ
-、Aβ-ニューロンに相当; 大型、>41μｍ：
Aα-ニューロンに相当）と GABA と GABAB 受



容体の発現関係を画像解析ソフトを用いて
解析する。また小型ニューロンにおける Aδ-
と C- ニ ュ ー ロ ン を 弁 別 す る た め 、
Neurofilament protein 200 (NF-200) 抗体
（有髄線維のマーカー）と GABAB 受容体抗体
を用いて反応させ細胞体径との関連を検討
する。 
（４）顎関節または咬筋支配 及び Vc/C1 に
投射する TG 単一ニューロン活動の記録 
ネンブタール麻酔後、ラット三叉神経節を被
う脳組織をアスピレーターにより吸引後、三
叉神経節にマルチバレルガラス微小電極を
刺入し、ユニット放電を交流アンプ（DAM80）
を用いて記録する。 
①神経伝導速度の算定によるニューロンの
分類 
顎関節およびVc/C1に刺入したステンレスス
チールの双極刺激電極を用いた電気刺激に
よる順向性および逆行性スパイクの衝突よ
りニューロンを同定する。 
伝導速度は、反応潜時と刺激―記録部位の距
離より算定し、ニューロンタイプ（Aδ-,C-）
を同定する。 
②三叉神経節内のGABAB受容体作動薬電気泳
動的微小投与の効果  
1) TG ニューロンの自発放電の変化 
自発放電の有無を確かめた後、マルチバレル
の他の電極より“デュアルマイクロイオント
フォレーシス”を用いて電気泳動的に GABA
Ｂ受容体作動薬（Baclofen, 10mM, pH, 3.5）
を記録電極近傍に投与し、自発放電が抑制さ
れるか否かを正常動物と炎症動物で比較解
析する。もし、投与電流依存性に放電頻度の
変化が誘発されたら、この反応が受容体特異
的か否かを判定するため、その拮抗薬
(Saclofen, 10mM, pH, 3.5）の同時投与にお
いて効果の消失を確かめる。 
③侵害刺激に対する TG ニューロンのユニッ
ト放電の変化 
上記のユニットに対して電気泳動的 GABAＢ
受容体作動薬投与により、顎関節に電動マイ
クロインジェクターを用いて注入したＡＴ
Ｐ(0.1-1mM)またはBradykinin (0.1-1mM)（侵
害化学刺激）に対する応答を解析する。もし
GABA 受容体作動薬により変化が得られたな
ら拮抗薬(Saclofen)の同時投与において効
果の消失を確かめる。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究は、顎関節周辺部末梢受容野の慢性
炎症による痛覚過敏や異痛症発生時の三叉
神経節ニューロンでの変化を GABA に着目し
解明する事である。 
中枢神経系での抑制性伝達物質として知
られる GABA であるが、末梢領域での存在意
義や役割についてはほとんど知られていな
い。 
我々は正常群と比較して炎症モデル動物

の三叉神経節において GABA 合成酵素の GAD
の発現が有意に増加していることを免疫組
織化学的手法で確認し、加えてイオントフォ
レシス細胞外記録法によりバクロフェンが
三叉神経節ニューロンの活動性に変調をも
たらす事をつきとめた。これらが慢性炎症に
起因する顎口腔顔面領域の痛覚過敏や異痛
症の一因となっている可能性がある。 
GABA 受容体作動薬は従来より、疼痛の治療
薬として知られており、これらの知見は歯科
臨床領域における異常疼痛発現機構の病態
解明に基礎を与え、GABAＢ受容体関連物質、
Ｋチャネル開口薬が三叉神経系の疼痛緩和
に貢献する可能性を明らかとした。 
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