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緒緒  言言  

 
慢性痛は「3 カ月以上持続または再発する痛みの訴え」（WHO 国際疾病分類）であり、先進諸国で約 20％の成人が

何らかの慢性痛を訴えている。主訴である苦痛に加え、日常生活や就労の障害、有効性の低い治療法への医療費支出な

ど大きな社会的損失を生むが、広く奏功する治療法は確立していない。その背景として、慢性痛の発症と難治化の過程・

機構に大きな個人差があることが示されており、中でも、幼少期の疼痛体験や虐待経験などの精神的・身体的ストレス

が、成人の慢性痛の発症に影響を及ぼすことが疫学研究や基礎研究で示されてきた。幼若期に炎症などのストレスを与

えた動物で、成熟期の侵害受容閾値低下や疼痛行動の変容が報告されているが、その機構の解明は十分に進んでいない 
［1］。 
本研究では以下の理由から、扁桃体中心核（CeA）のオキシトシン受容体（Oxtr）陽性ニューロンが幼若期ストレス

による慢性痛プライミング機構に関与している可能性に着目した。1）CeAは腕傍核を介して脊髄後角から侵害受容情

報の入力を受ける一方、下行性疼痛制御系の起始核である中脳水道周囲灰白質に出力しており、末梢と脳内痛みネット

ワークを結ぶ中枢性疼痛制御の「ハブ」として機能する可能性がある、2）炎症性疼痛モデルにおいて、腕傍核からCeA
へのシナプス伝達が増強する［2］、3）CeA内の多様な細胞集団が、それぞれ侵害受容閾値を制御する［3］、4）オキシ

トシンには鎮痛作用があり［4］、慢性腰痛患者の扁桃体を含む脳活動に影響を及ぼす［5］。以上から、幼若期の炎症な

どのストレスが CeA におけるオキシトシンシグナル系の可塑的変化を引き起こし、中枢性疼痛制御回路のプライミン

グを起こすという仮説が想定される。この仮説を検証するため、1）侵害受容閾値と疼痛行動におけるCeAのOxtr陽
性ニューロンの役割、2）幼若期炎症ストレスモデルマウスにおけるCeAのOxtr陽性ニューロンの電気生理学的特性、

について検討した。 
 

方方  法法  

 
11．． 化化学学遺遺伝伝学学的的手手法法をを用用いいたた扁扁桃桃体体中中心心核核ににおおけけるるオオキキシシトトシシンン受受容容体体陽陽性性ニニュューーロロンンのの機機能能評評価価  

Oxtr プロモーター制御下に特異的に iCre リコンビナーゼが発現するマウス（Oxtr-iCre マウス）を用いて、Cre 依

存的にCeAにDREADD（designer receptors exclusively activated by a designer drug）を導入し、Oxtr陽性CeAニ

ューロンの侵害受容における機能を評価した。14～15 週齢の雄性 Oxtr-iCre マウスの右 CeA に AAV5_hSyn-DIO- 
hM3D（Gq）-mCherryまたは対照群としてAAV5_hSyn-DIO-mCherry（Addgene）を微量注入した（200 nl）。AAV
ベクターにはFluosphere（0.04μm、505/515 Thermo Fisher Scientific Life Sciences）を混ぜ（20：1）、行動実験終

了後にマウスを経心灌流固定して脳切片（50μm）を作製し、蛍光顕微鏡下で注入部位の中心と蛍光蛋白の発現領域を

評価した。CeA以外に広範囲に発現がみられた個体、CeAに発現がみられなかった個体については結果から除外した。

脳内局所微量注入から5週間後に下記の2つの行動試験を行った。 
1）温度嗜好性試験 

2 種類の温度可変プレート上を自由にマウスが移動できる温度嗜好性測定装置（Bioseb）を用いた。25℃から 50℃
まで温度が上昇する（1℃/min）プレート（Plate 1）と25℃のプレート（Plate 2）をマウスが行き来する様子を25分
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間ビデオ撮影し、各プレートの滞在時間と移動回数を解析した。1 回目の試験を行った翌日、DREADD リガンドであ

るDeschloroclozapine（DCZ）を腹腔内投与し（100μg/kg BW、0.01 ml/g BW）、30分後に試験を行った。 
2）von Frey test 
メッシュプレート上にマウスをおき、30分間環境に馴化させた後、von Frey filamentを用いてYalcinらの方法［6］

に従って、足底の paw withdrawal threshold（PWT）の測定を行った。1、2 日目は生理食塩水を腹腔内投与    

（0.01 ml/g BW）した30分後にPWTを測定し、2回の試験結果の平均値をベースラインとした。3日目はDCZを腹

腔内投与し（100μg/kg BW、0.01 ml/g BW）、30分後にPWTを測定した。 
22．．幼幼若若期期スストトレレススモモデデルルのの扁扁桃桃体体中中心心核核ににおおけけるるオオキキシシトトシシンン受受容容体体陽陽性性ニニュューーロロンンのの電電気気生生理理学学的的特特性性のの評評価価  

Oxtr-iCreマウスとAi14マウスを交配して得られた仔（Oxtr-iCre/Ai14マウス）に生後14日目にリポ多糖を腹腔内

投与し（LPS、Sigma、0.1 mg/kg BW、0.01 ml/g BW）、幼若期炎症モデルを作製した。対照群は生理食塩水         
（0.01 ml/g BW）を投与した。成熟期（9 週齢以降）に、右または左口唇部に 5％ formalin 溶液または生理食塩水    
（20μl）を投与し、幼若期 LPS・成熟期 formalin 投与（LPS＋Formalin）群、幼若期 LPS・成熟期 saline 投与      
（LPS＋Saline）群、幼若期saline・成熟期 formalin投与（Saline＋Formalin）群、幼若期 saline・成熟期 saline投
与（Saline＋Saline）群の4 群を作製した。口唇部投与から24 時間後にCeA を含む急性脳スライス標本（300μm）

を作製した。顕微鏡下でCeAの中でも特に腕傍核から密な投射を受ける外包亜核のOxtr陽性ニューロンを同定し、ホ

ールセルパッチクランプ記録法を用いて膜電流または膜電位を記録した。膜電流固定下では－80 mV より深く過分極

するように電流を注入した後、10 pA ずつ段階的に脱分極パルス（duration、500 ms）を与えて、活動電位を記録し

た。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． 扁扁桃桃体体中中心心核核ににおおけけるるオオキキシシトトシシンン受受容容体体陽陽性性ニニュューーロロンンのの活活性性化化がが温温度度嗜嗜好好性性にに及及ぼぼすす影影響響  
1 日目の温度嗜好性試験においてはhM3D 群と対照群の preference ratio（各時点前後 300 s のPlate1 にいた率）

に有意な差は認められなかったが、2日目のDCZ投与後においては16～17分（41.6～42.4℃）の時点で有意にhM3D
群のpreference ratioが上昇した（P＜0.05、hM3D群 n＝5、対照群 n＝6；unpaired t-test；図1A）。一方、transition 
（120 秒あたりのプレート間移動回数）に有意な差は認められなかった（F（12, 108）＝1.39、p＝0.18、hM3D 群 n＝5、
対照群n＝6；two-way ANOVA；図1B）。CeAには熱刺激に応答する侵害受容ニューロンが存在することが報告され

ており［7］、Oxtr 陽性ニューロンを活性化することによって、熱刺激に対する行動に変化が生じる可能性が示唆され

る。 
22．．扁扁桃桃体体中中心心核核ににおおけけるるオオキキシシトトシシンン受受容容体体陽陽性性ニニュューーロロンンのの活活性性化化ががPPWWTTにに及及ぼぼすす影影響響  

hM3D群、対照群ともに、ベースラインと比較してDCZ投与30分後のPWTに有意な差は認められなかった（hM3D
群、Baseline 1.37±0.32 g、DCZ 1.40±0.31 g、P＝0.96、n＝3、対照群、Baseline 1.88±0.36 g、DCZ 1.33±0.17 g、
P＝0.30、n＝3；paired t-test；図1C）。CeAは異なる分子マーカーを発現する細胞集団から構成されており、主に外

側亜核と外包亜核に局在するprotein kinase C-delta（PKCδ）陽性ニューロンの活性化は機械性閾値の低下に、より

内側の外側亜核に局在する somatostatin 陽性ニューロンの活性化は機械性閾値の上昇に働くことが報告されている

［3］。PKCδ陽性ニューロンの大半はOxtr 陽性ニューロンと共局在するが［8］、その一方でOxtr 陽性ニューロンは

CeAの主要な出力核である内側亜核まで含め、広く分布しており、機械性閾値の低下に働くPKCδ陽性ニューロン以

外に、侵害受容において異なる機能を有するニューロンを同時に活性化していると考えられ、結果として明瞭な閾値の

変化が生じなかった可能性がある。また、何も炎症や損傷がない状態ではOxtr 陽性ニューロンの活動がPWT に影響

しないが、痛覚過敏を呈する炎症モデル動物ではOxtr 陽性ニューロンの活動操作が何らかの影響を及ぼす可能性もあ

り、今後検証を進める予定である。 
 
 

2



 

 
図1．Oxtr陽性CeAニューロンの活性化が温度嗜好性とPWTに及ぼす影響 

A） 上段はDCZ投与30分後のpreference ratio、下段は各plateの温度変化のプロット。hM3D
群は対照群と比較して、16～17分（41.6～42.4℃）の時点で有意にpreference ratioが上昇

した（mean±SE、P＜0.05、hM3D群 n＝5、対照群 n＝6；unpaired t-test）。 
B） 上段は DCZ 投与 30 分後の plate 間移動回数、下段は各 plate の温度変化のプロット。

hM3D 群と対照群の間に有意な差は認められなかった（mean±SE、F（12, 108）＝1.39、      
P＝0.18、hM3D群 n＝5、対照群 n＝6；two-way ANOVA）。 

C） ベースライン（Baseline）とDCZ 投与 30 分後（DCZ）のPWT。hM3D 群、対照群とも

にbaselineとDCZの間に有意な差は認められなかった（hM3D群 P＝0.96、n＝3；対照

群、P＝0.30、n＝3；paired t-test）。 
  
33．．幼幼若若期期スストトレレススおおよよびび広広汎汎性性痛痛覚覚過過敏敏モモデデルルににおおけけるるオオキキシシトトシシンン受受容容体体陽陽性性ニニュューーロロンンのの電電気気生生理理学学的的特特性性  
処置に関わらず、いずれの群においてもOxtr陽性ニューロンは脱分極パルスを与えた際の1発目の活動電位発生ま

での潜時が長い、遅延発火型を示すニューロンが多かった（図2C）。また、段階的脱分極パルスに応じて増加する発火

数は各群間で有意に異ならなかったが（F（60, 480）＝0.69、p＝0.96；two-way ANOVA；図2D）、LPS＋Formalin群で

は脱分極パルスが終わった後も発火が続く bursting が認められることが多い傾向があった（図 2E）。報告者が所属す

る研究室では口唇部炎症を誘発し、さらに3～8週間後に足底に炎症を誘発したマウスにおいても同様に、CeAにおい

て bursting を示すニューロンが増加する傾向を見出している（未発表データ）。Bursting を示すニューロンには

afterdepolarizationが伴うことが多く、幼若期の炎症体験によってOxtr 陽性ニューロンのイオンチャネル発現に変化

が生じる可能性が示唆される。我々は予備実験において、対照群と比較して、幼若期 LPS 投与マウスでは成熟期に口

唇部炎症発症後の足底の広汎性痛覚過敏が改善しにくい傾向を見出しており、このような痛覚過敏の維持機構に CeA
のOxtr 陽性ニューロンの興奮性変化が関与している可能性がある。今後は bursting などの特定の興奮性に着目して、

その発生頻度増加の機構を検討するとともに、腕傍核－CeAシナプス伝達の記録を進める予定である。 
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図2．Oxtr陽性ニューロンの電気生理学的特性 

A） Oxtr-iCre/Ai14マウスのCeAを含む急性脳スライス標本の代表的な画像。赤色蛍光蛋白を発現してい

るOxtr 陽性ニューロンが特にCeA に発現している（スケールバー：200μm）。cst：commissural 
stria terminalis、BLA：basolateral amygdaloid nucleus、opt：optic tract。 

B） Oxtr陽性ニューロンからホールセルパッチクランプ記録を行っているときの代表的な画像。Pは記録

電極を、矢頭は電極が赤色蛍光蛋白を発現している Oxtr 陽性ニューロンに接していることを示す  

（スケールバー：20μm）。 
C） 膜電流固定記録の代表例。過分極電流注入後の状態から、脱分極パルスを与えると、1発目の活動電位

の発生が遅い、遅延発火型の活動電位発生パターンが観察される。LPS＋Formalin群では脱分極パル

ス後に過分極電流注入前の膜電流に戻したのちも発火が続いている（矢頭）。 
D） 段階的脱分極パルスと、それによって誘発される活動電位数のプロット。各群間で有意な差は認めら

れなかった（mean±SE、F（60, 480）＝0.69、p＝0.96；two-way ANOVA）。 
E） 脱分極パルスの終了後に持続的連続発火を示すニューロン（"Bursting"）と、示さないニューロン 

（"No bursting"）の数。Saline＋Saline群では1例も認められなかったが、LPS＋Formalin 群では

記録ニューロンの約半数が持続的連続発火を示した。 
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