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緒言

最近の研究により、攻合が身体平衡機能、呼吸・睡眠機能、記憶・学習能力などの

全身の諸機能に影響を及ぼすことが報告されるようになり(川札1989; Yamamoto and

Hirayama, 2001 ; Yamaga et al., 2002; Monteith, 2004) 、形態的、機能的な正常嘆合の獲得を

目的とする矯正歯科治療の重要性が再認識されている。一方、矯正歯科治療における

問題点の一つとして、歯の移動による疾痛や不快感が挙げられる。これらの症状の発

現機序として、歯根膜の圧迫側における圧受容器を介した刺激伝達とブラジキニンな

どの発痛物質の産生が報告されている(Yamasaki et al., 1985)。歯の移動による機械的

刺激を含む顎顔面領域の侵害刺激は、末梢の侵害受容器において神経線経の電気的興

奮に変換され、無髄線経であるC線維および有髄線経であるA6線経からなる一次ニ

ューロンを介して三叉神経脊髄路核の二次ニューロンに伝達され、上行して祝床を経

て大脳皮質に至り捧痛として認識される。

Vanilloid receptor subtype 1 (VRl)は中枢神経系および末梢神経系に分布しており、

内因性伝達物質であるアナンダミドや外因性刺激である熱やプロトンなどの様々な侵

害刺激を受容し、神経線経の興奮を引き起こす受容体である(Caterina et al, 1997;

Tominaga et al., 1998; Zygmunt et al., 1999) 。炎症発生時に、 VRlは炎症によって酸性化

された組織のプロトンを受容するのみならず、炎症により活性化されたタンパク質リ

ン酸化酵素によるリン酸処理を受けて刺激受容閥値を低下させ、痔痛の増大や知覚過

敏を引き起こすことが明らかにされている(Tominagaetal., 2001)。タンパク質リン酸

化酵素を活性化させる物質としては、発痛物質であるブラジキニン、アデニル三リン

酸(ATP) 、神経成長因子などが挙げられる(Chuang et al., 2001; Tominaga et al.,; 2001;

Sugiura et al, 2002)。ラット後脚に炎症を発生させた実験モデルでは、炎症部位の神経



線維および炎症関連領域を支配する脊髄後角と後根神経節においてVRl免疫陽性線経

と陽性細胞がそれぞれ増加したことが報告されている(Carlton and Coggeshall, 2001;

Luo et al., 2004)。神経節におけるVRl免疫陽性細胞の増加、および神経終末における

VRl免疫陽性神経線経の増加は、 VRlが受容する刺激を伝達する神経線経が増加した

ことを意味する。また、 Amayaら(2003)は、ラット後脚の炎症による脊髄後根神経

節でのVRl免疫陽性細胞の増加が、 vRlの主な発現部位であるC線維細胞だけでは

なく(Caterinaetal., 1997) 、通常vRl陽性細胞がわずかしか認められないA6線維細胞

においても認められたことを報告した。このようなラット後脚の炎症によるVRl免疫

陽性細胞の分布の変化は、神経系の伝達路の可塑的変化を示唆する。脊髄後角と三叉

神経脊髄路核は、一次ニューロンから二次ニューロン-の投射が神経線経の種類ごと

に層状構造をなすなどの類似性が高いが、後根神経節から脊髄後角にかけての領域の

痔痛伝達におけるVRlの機能が解明される一方、三叉神経節の痔痛伝達におけるVRl

の関与については不明な点が多く残されている。本研究では、一次ニューロンC線経

の標識として抗calcitonin gene related peptide (CGRP)抗体を(Beland and Fitzgerald, 2001 ;

Amayaet al., 2003) 、一次A腺経の標識として抗neuro丘Iament200 kDa (NF200)抗体を

用い(BelandandFitzgerald, 2001; Maetal., 2001) 、炎症による三叉神経節vRl陽性細胞

発現の変化を検索した。

岨噴運動は食物を適度に粉砕し、必要な栄養を摂取するという点において重要な生

命維持機能の一つである。近年、岨噴機能が食物栄養の摂取ばかりでなく、中枢神経

系を含む全身諸機能に影響を及ぼすことが報告されている(Momose et al., 1997;

Yamamoto andHirayama, 2001; Okaet a!., 2003)<　岨噂運動は、歯・歯周組織・阻噂筋・

顎関節・舌・顔面筋などの多数の組織器官が関与する複雑な運動であり、その調節に

は大脳皮質運動野顔面領域、大脳皮質阻境野、大脳辺縁系の扇桃体、大脳基底核など
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の関与により(坂田と中村、 1996)、食物の硬さや粘性などにより岨噂運動の速度やパ

ターンが変化する(Thexton, 1992)c　また、岨噂運動により中枢神経系の岨噂関連部位

-の血流増加が認められたことから、その部位の神経の活性が実証されている

(Momose etal, 1997)。さらに、顎顔面骨格系-の影響として成長期に軟らかい餌を与

えた動物では軟骨の成熟抑制(Kantomaa et al, 1994)や、下顎窟および下顎隆起の形態

異常、オトガイの後退など(Tuominen, 1993)が報告されていることから、岨噂が顎顔

面骨格の成長に重要な影響を与えることが示唆されている。

中木田中経系-の作用を生理学的に見ると、岨境によるラット大脳の中隔側座核での

ドーパミン放出の増加(Bradberty etal, 1991)など、神経伝達物質の放出促進効果が報

告されている。成長期に軟らかい餌で飼育したラットおよびマウスにおける刺激回避

行動の減少(川本t 1989) 、成熟後のマウス大脳皮質のシナプス形成抑制および空間記

憶獲得能力の低下(Yamamoto andHirayama, 2001)なども示されている。また、高齢者

を対象とした調査により、アルツハイマー型痴呆症を有する高齢者の残存歯数が健常

高齢者と比較して少ないことが明らかにされた(重富ら, 1998)c　さらに、このような

中本田中経系-の作用が、岨噂による摂食量の抑制(Sakata et al., 2003) 、脂質代謝の促進

(OkaetaL,2003)などの全身性の効果を発揮することが明らかにされている。

岨噂運動が神経系に与えるもうひとつの影響として、痔痛抑制効果が挙げられる。

例えばヒト乳児の足蹟部-の刺激による,Lヰ日数の上昇や泣き声をあげる回数、渋面を

つくる回数が30回/分以上の吸畷運動により抑制されることや、ヒト女児のガム岨噂

運動が痔痛を和らげることが報告されている(Blass and Watt, 1999; Lewkowski et al.,

2003)。また、固形餌で飼育した成熟ラットでは、液状餌で飼育したラットと比較する

と、炎症性痔痛の抑制やオピオイド神経系の活性化による鎮痛効果が発現することが

示されている(Ogawaetal., 2003)。さらに、岨噴運動などの規則的な運動が脳内のセ
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ロトニン神経系を賦活させることから(JacobsandFornal, 1999) 、痔痛抑制-のセロト

ニの中経系の関与も考えられているが(Lewkowski et aL, 2003) 、岨噂性求心性刺激と

セロトニン神経系の鎮痛効果との関連を検討した報告は見られない。

セロトニンは神経伝達物質の一種であり、その受容体は7グループ14サブタイプに

分類される(Shenetal.,1993; Adham etal., 1993)。セロトニン受容体には、神経線経の

興奮を促進するタイプと抑制するタイプが存在する。そして、セロトニン受容体の種

類と存在部位により、セロトニンは複雑な作用を示す。 5-HT¥受容体作動薬を脊髄腔

内投与したラットでは岨噂筋の筋活動量が増加するという報告(Seoetal.,2002)があ

り、 5-HT3受容体と岨唱導動との関連性が強く示唆されていることから、本研究では

5-HT3受容体に注目した。 5-HT3受容体は、興奮作用を有し(BradleyetaL, 1986) 、中枢

神経系および末梢神経系に分布している。また、 5-HT3受容体は末梢の痔痛伝達路で

は一次ニューロンの末梢側および中枢側終末、二次ニューロンに投射する抑制性介在

ニューロンでの発現が明らかにされている(Branchek et al., 1988; Hamon et al., 1989;

Paul et aL, 2001)c　一次ニューロンの5-HT3受容体作動は痔痛伝達を促進させるが、抑

制性介在ニューロンの5-HT3受容体作動は二次ニューロンに対して伝達抑制効果を示

すoこのため、侵害受容においては、一次デューロン終末の5-HT,受容体の賦活は痔

痛を促進するが、抑制性介在ニューロン上の5-HT3受容体の貝耐吉は痔痛を抑制する。

すなわち、刺激を受容する受容体の局在部位の相違により相反する作用を示すことに

なる。

本研究の目的は、顎顔面領域の炎症によるVRlの発現変化を検索することにより、

顎顔面領域での痔痛伝達機構の一端を解明することとともに、岨噂性刺激により貝耐舌

すると考えられる捧痛抑制機構が顎顔面領域の痔痛伝達に及ぼす影響を一次求心性ニ

ューロンのレベルで解明することにある。さらに、岨噴運動との関連が示唆されるセ
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ロトニンが5-HT3受容体を介して、岨噛性刺激により脚舌される痔痛抑制機構に与え

る影響を検索した(図1)0

阻噴運動　　　　　　　　　　　ト

5-HT,受容体

三叉神経節

セロトニンの

放出

侵 害 刺 激 伝 達

i

V R l tf )

. .発 現 1

▼ ^

IIr

一 次 ニ ュ ー ロ ン k. "・蝣

与
"smsE
発現

抑制性介在ニューロン

GABAなどの抑制性
神経伝達物質の放出

GABAなどの受容体

二次ニューロン
三叉神経脊髄路核

尾側核

図1岨噴性刺激によるセロトニンを介した痔痛抑制機構の予想模式図
寺山(2003)より引用
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材料と方法

I.炎症によるVRl陽性細胞の発現についての検討

1.三叉神経節vRl陽性細胞の検出

1)実験動物と実験処置

実験動物として、 8週齢のWistar系雄性ラット(日本チャールズ・リバー,横浜)

10匹を用いた。動物の取り扱いは、広島大学実験動物取り扱い規定に従った。

実験処置は、ジェチルエーテル3ml/chamber (シグマ・アルドリッチ・ジャパン,東

京)吸入による麻酔下で行った。慢性炎症の誘発にはcomplete Freund's adjuvant (Sigma,

St. Louis, USA)と生理食塩水を同量ずつ乳化液状に練和したもの(CFA)を用いた。

実験群(n-5)では右側オトガイ部にCFA50 (jlの皮下注射を、対照群(n-5)では同

部に同量の生理食塩水を皮下注射した。

2)切片作製

注射2日後、ベントバルビタール脚空内投与(0.5ml/kg)による深麻酔下で4%パ

ラホルムアルデヒド、 0.1Mリン酸緩衝液(pB; pH 7.4)を含む固定液を用いて潜流固

定を行った。湾流固定後、三叉神経節を摘出し、 4 ℃下で同固定液に浸漬した。後固

定の後、 4 ℃下で25 %スクロースを含む0.01Mリン酸緩衝生理食塩液(PBS)に浸

潰した。その後、凍結ミクロトーム(Leica,Wetzlar, Germany)を用いて、厚さ30 jam

の凍結切片を作製し、シランコーティングスライドガラス(松浪硝子工業,大阪)に

貼付し、乾燥させた。

3) VRlの免疫舶漸ヒ学染色

免疫染色は標識ストレプトアピジン・ビオチン(LSAB)法に準じて行った。まず、
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内因性ベルオキシダーゼを不活化させるため、 0.1 %過酸化水素水を含む25 %メタノ

ール溶液で30分間処理し、 PBSによる洗浄後、非特異的反応を抑制するために、室

氾でO.75%トリトンX-100と3%正常ヤギ血清を含むpBSでブロッキングし、一次抗

体として5,000倍希釈したヤギ抗ウサギvRl抗体(Alexis Biochemicals, Lausen,

Switzerland)を室温で一晩反応させた。 PBS洗浄後、二次抗体として400倍希釈した

ビオチン化抗ウサギ抗体(Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA)を60分間反応さ

せた。 PBS洗浄後、 400倍希釈したベルオキシダーゼ標識ストレプトアピジン(DAKO,

Glos叫p,Denmark)を60分間反応させた0.05Mトリス塩酸緩衝液(TB)で洗浄後、

DABJNi溶液(0.02 % 3,3-ジアミノベンチジン四塩酸塩、 0.01 %過酸化水素水、 0.05 M TB、

0.08 %ニッケルアンモニウム塩;pH7.6; Sigma)を用いて発色させたO

免疫染色後、エタノールによる脱水処理を施し、エンテランで封入した。

4) VRl陽性細胞の観察と算定

封入後、光学顕微鏡(BX-40;オリンパス光学工業,東京)を用いて明視野照明下で

組織の観察および写真撮影を行い、 VRl陽性細胞数を算定した。

MartinとDolivoの報告(1983)に基づき、細胞構築学的に三叉神経節第三枝細胞体

を他の二校の領域と区分した。三叉神経節第三校領域の細胞体は、三叉神経節分岐部

の遠心枝側に隣接した狭い領域に集合している(図2)。 100倍の光学顕微鏡下で、細

胞体が褐色に濃染した細胞をvRl陽性細胞と同定した。各個体から、無作為に切片2

枚を選択し、第三枝領域のVRl陽性細胞数を算定し、平均を算出した。各群の平均と

標準偏差を算出し、 Bonferroni/Dunn法を用いて実験群と対照群の有意差検定を行った。
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第-、二枝細胞体
の分布額域

図2　右側三叉神経節の腹側面観の模式図
MartinとDolivo (1983)より引用

2.三叉神経節vRl二重陽性細胞の検出

1)実験動物と実験処置

実験動物として、 8週齢のWistar系雄性ラット10匹を用いた。ジェチルエーテル

吸入による麻酔下で、実験群(n-5)にはCFA50 piを、対照群(n-5)には同量の生

理食塩水を右側オトガイ部に皮下注射した。

2)切片作製

注射2日後、前述の手順にしたがって潜流固定、三叉神経節の摘出、 25%スクロー

スを含むPBS -の浸演を行った。その後、凍結ミクロトーム(Leica)を用いて厚さ

20 ¥tmの凍結切片を作製し、シランコーティングスライドガラス(松浪硝子工業)に

貼付し、乾燥させた。

3) VRlとCGRPまたはNF200の二重標識蛍光抗体法

免疫染色は二重標識蛍光抗体法に準じて行った。まず、非特異的反応を抑制するた

めに、室温で0.75%トリトンX-100と3%正常ヤギ血清を含むPBSでブロッキングし、

一次抗体として5,000倍希釈したヤギ抗ウサギvRl抗体を4 ℃で一晩反応させた。
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PBS洗浄後、 3 %正常ヤギ血清を含むpBSでブロッキングし、二次抗体として150倍

希釈したcarboxymethyl indocyanine 3 (Cy3)標識抗ウサギ抗体(Zymed Laboratories, San

Francisco, USA)を60分間反応させた。さらに、 PBS洗浄後、 3 %正常ロバ血清を含

むPBSでブロッキングし、一次抗体として500倍希釈したマウスモノクローナル抗

calcitonin gene-related peptide (CGRP)抗体(BIOMOL International LP, Plymouth, USA)

または400倍希釈したマウスモノクローナル抗neuro別ament 200kDa (NF200)抗体

(Sigma)を4℃で一晩反応させた。 PBS洗浄後、 3 %正常ロバ血清を含むpBSでブロ

ッキングし、二次抗体として200倍希釈したfluorescein isothiocyanate (FITC)標識抗

マウス抗体(SantaCruzBiotechnology Inc., SantaCruz, USA)を60分間反応させた。染

色後、グリセリンで封入した。

4)二重陽性細胞の観察と算出

封入後、落射式蛍光顕微鏡(OPTIPHOTLABOPHOT,Nikon,東京)下でCy3 (励起

波長530-570 nm)およびF汀C (励起波長465-525 nm)に対し、それぞれの蛍光色素

の励起波長に適した蛍光フィルターを用いて切片の観察および写真撮影を行った。

各細胞について、 200倍の蛍光顕微鏡下で蛍光に染色されたものを陽性とした。二

重免疫陽ビ城田胞は、 VRlとCGRPまたはNF200の陽性反応を示すものとした。各個

体から、無作為に切片2枚を選択し、第三校領域のCGRP陽性細胞数またはNF200

陽性細胞数および各二重陽性細胞数を算定し、さらにCGRP陽性細胞中のVRl陽性

細胞の割合、 NF200陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合を算出した。各群の平均と標準

偏差を算出し、 Bonferroni/Dunn法を用いて実験群と対照群間の有意差検定を行った。

Ⅱ.岨境による炎症性痔痛抑制効果についての検討

1.三叉神経節vRl陽性細胞の検出
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1)実験動物と実験処置

実験動物として、8週齢のWistar系雄性ラット10　匹を用い、全てのラットを10日

間液状餌にて飼育した。 11日目にジェチルエーテル吸入による麻酔下にて右側オトガ

イ部にCFA50^1の皮下注射を行った。注射翌日より固形餌群(n-5)と液状餌群(n-5)

に分けて飼育した。

なお、ラット体重1kgあたりの1日の餌として、固形餌群では固形餌(日本クレア,

東京) 50gと水200mlを、液状餌群では粉末餌(日本クレア) 50gと水200mlを混

和したものを用いて飼育した(図3)0

10　11　　　　14　日)

固fc柑群
I

波状餌

王立a'-T

_J

cFA注射　　　湾流固定

図3　固形餌群および液状餌群の設定とタイムコース

2)切片作製

注射3日後に前述の手順と同様に、ベントバルビタール深麻酔下での潅流固定、三

叉神経節を含む脳の摘出、後固定、 25 %スクロースを含むpBS -の浸漬、厚さ20 |j,m

の凍結切片の作製を行った。

3) VRlとCGRPまたはNF200の二重標識蛍光抗体法

免疫染色は二重標識蛍光抗体法に準じて行った。まず、室温でトリトンX-100と正

常ヤギ血清を含むPBSでブロッキングし、一次抗体としてヤギ抗ウサギvRl抗体
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(Alexis Biochemicals)を4 ℃で一晩反応させた。洗浄後、再び正常ヤギ血清を含むPBS

でブロッキングし、二次抗体としてCy3標識抗ウサギ抗体(ZymedLaboratories)を60

分間反応させた。さらに、 PBS洗浄後正常ロバ血清を含むPBSでブロッキングし、一

次抗体としてマウスモノクローナル抗CGRP抗体(BIOMOL international LP)または

マウスモノクローナル抗NF200抗体(Sigma)を4 ℃で一晩反応させた。洗浄後、正

常ロバ血清を含むpBSでブロッキングし、二次抗体としてFITC標識抗マウス抗体

(Santa Cruz Biotechnology Inc.)を60分間反応させた。染色後、グリセリンで封入し

た。

4)二重陽性細胞の観察と算出

封入後、前述の方法に準じて切片の観察および写真撮影を行った。

各細胞について、 200倍の蛍光顕微鏡下で蛍光に染色されたものを陽性とした。二

重陽性細胞は、 VRlおよびCGRPまたはNF200の陽性反応を示すものと定義した。

各個体から、無作為に切片2枚を選択し、第三校額域のCGRP陽性細胞数、 NF200

陽性細胞数および各二重陽惟細胞数を計測し、 CGRP陽性細胞中のVRl陽性細胞の割

合、 NF200陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合を算出した。各群の平均と標準偏差を算

出し、 BonferroniノDunn法を用いて固形餌群と液状餌群間の有意差検定を行った。

2.三叉神経脊髄路核尾側核内のC-Fos陽性細胞の検出

1)切片作製

前項の実験動物より摘出した脳幹部を4 ℃で前述の固定液に一晩浸潰した。後固定

の後、 4℃下で25%スクロース液を含むPBSに浸漬した。その後、厚さ50|imの三叉

神経脊髄路核を含む脳幹部の前頭断連続凍結切片を作製した。
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2) c-Fosの免疫組織化学染色

免疫染色はLSAB法に準じて行った。まず、内因性ベルオキシダーゼを不活化させ

るため、 0.1 %過酸化水素水を含む25 %メタノール溶液で30分間切片の処理を行った。

PBSよる洗浄後、非特異的反応を抑制するために、室温で0.75 %トリトンX-100と10%

正常ヤギ血清を含むPBSでブロッキングし、一次抗体として5000倍希釈したヤギ抗

ウサギc-Fos抗体(Qncogene Resarch Products, Cambridge, USA)を室温で一晩反応させ

た。 pBS洗浄後、二次抗体として400倍希釈したビオチン化抗ウサギ抗体(Vector

Laboratories Inc.)を60分間反応させた。 pBS洗浄後、 400倍希釈したベルオキシダー

ゼ標識ストレプトアピジン(DAKO)を60分間反応させた。 0.05MTBで洗浄後、

DAB-Ni溶液(pH 7.6; Sigma)を用いて発色させた。

免疫染色後、切片を乾燥させ、エタノールによる脱水処理を施し、エンテランで封

入した。

3) c-Fos陽性細胞の観察と算定

封入後、切片を暗視野および明視野照明下で、切片の観察および写真撮影を行った。

Paxinos and Watson (1982)の脳図譜に基づいて細胞構築学的に三叉神経脊髄路核尾側

核を浅層i-n層)と深層(m-v層)に分類した。

100倍の光学顕微鏡下で確認を行い、核が楕円形または円形で黒色を示す細胞を

c-Fos陽性細胞として算定した。各個体より無作為に4枚の切片を選択し、三叉神経

脊髄路核尾側核を浅層と深層に分けてc-Fos陽性細胞数の算定を行い、総和を算出し

た。各群の平均と標準偏差を算出し、 Bonferroni/Dunn法を用いて固形餌群と液状餌群

間の有意差検定を行った。

岨噂による痔痛抑制機構におけるセロトニンの役割についての検討
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1.三叉神経節vRl二重陽性細胞の検出

1)実験動物と実験処置

実験動物として、 8過齢のWistar系雄性ラット20匹を用いた。全てのラットを10

日間液状餌にて飼育した。 11日目に実験動物を2群(各群n-10)に分けた。ジェチ

ルエーテル吸入による麻酔下にて、作動薬投与群(『10)には5-HT3受容体作動薬で

ある2-methyl-5-hydroxytryptamine malcate (2-Me-5HT; SIGMA RBI, Natick, USA) l mg/kg

を、手諭も薬投与群(n-10)には5-HT3受容体括抗薬である3-tropanylindole-3-carboxylate

hydrochloride (tropisetron; SIGMARBI) 10 mg/ligを生理食塩水に溶解させ、尾静脈より

投与した。静脈内投与30分後に、両群ラットの右側オトガイ部にCFA50jxlの皮下注

射を行った。注射翌日より、各群をさらに半数ずつ固形餌群(作動薬投与固形餌群; 『5,

括抗薬投与固形餌群; 『5)と液状餌群(作動薬投与液状餌群; n-5,括抗薬投与液状餌

群;n-5)に分けた。

実験期間中のラット体重1 kgあたりの1日の餌として、固形餌群では固形餌50 g

と水200mlを、また液状餌群では粉末餌50 gと水200 mlを混和したものを用いて飼

育した(図4)0

図4　餌・薬物投与の設定および実験のタイムコース

2)切片作製

CFA注射3日後に、前述の手順と同様にベントバルビタール深麻酔下での潜流固定、
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三叉神経節を含む脳の摘出、後国定、 25%スクロースを含むPBS -の浸漬、凍結ミク

ロトーム(Leica)を用いた厚さ20 |amの凍結切片の作製を行った。

3) VRlとCGRPまたはNF200の二重標識蛍光抗体法

免疫染色は二重標識蛍光抗体法に準じて行った。まず、トリトンX-100と正常ヤギ

血清を含むpBSでブロッキングし、一次抗体として、ヤギ抗ウサギvRl抗体(Alexis

Biochemicals)を一晩反応させた。 pBS洗浄後正常ヤギ血清を含むpBSでブロッキン

グし、二次抗体としてCy3標識抗ウサギ抗体(Zymed Laboratories)を60分間反応さ

せた。さらに、 PBS洗浄後正常ロバ血清を含むpBSでブロッキングし、一次抗体とし

てマウスモノクローナル抗CGRP抗体(BIOMOL International LP)またはマウスモノ

クローナル抗NF200抗体(Sigma)を4℃で一晩反応させた　PBS洗浄後、正常ロバ

血清を含むPBSでブロッキングし、二次抗体としてFITC標識抗マウス抗体(SantaCruz

BiotechnologyInc.)を60分間反応させた。染色後、グリセリンにて封入した。

4)二重陽性細胞の観察と算出

封入後、切片の観察および写真撮影を行った。

各細胞について、 200倍の蛍光顕微鏡下で、蛍光を認めるものを陽性とした。二重

陽性細胞は、 VRlおよびCGRPまたはNF200の陽性反応を確認して計測した。各個

体から、無作為に切片2枚を選択し、第三枝領域のCGRP陽性細胞数またはNF200

陽性細胞数、および各二重陽性細胞数を算定し、 CGRP陽性細胞中のVRl陽性細胞の

割合、 NF200陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合を算出した。各群の平均と標準偏差を

算出し、 Bonferroni!D皿n法を用いて、実験Ⅱの2群を含む6群間の有意差の検定を行

った。
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2.三叉神経脊髄路核尾側核内のc-Fos陽性細胞の検出

1)切片作製

前項の実験動物より脳幹部を摘出し、 4℃で前述の固定液に浸潰した。後固定後、 25%

スクロース液を含むPBSに浸漬し、凍結ミクロトーム(Leica)を用いて脳幹部の厚さ

50 ^mの前頭断連続凍結切片を作製した。

2) c-Fosの免疫組織化学染色

免疫染色はLSAB法に準じて行った。過酸化水素水を含むメタノール溶液で30分

間切片の処理を行った　PBSによる洗浄後、室温でトリトンX-100と正常ヤギ血清を

含むPBSでブロッキングし、一次抗体として、ヤギ抗ウサギc-Fos抗体(Oncogene)

と室温で一晩反応させたPBS洗浄後、二次抗体としてビオチン化抗ウサギ抗体(Vector

Laboratories)を60分間反応させた。 pBS洗浄後、ベルオキシダーゼ標識ストレプトア

ピジン(DAKO)と60分間反応させた。 TBで洗浄後、 DAB-Ni溶液(pH7.6; Sigma)

を用いて発色させた。

免疫染色後、切片を乾燥させ、エタノールによる脱水処理を施し、エンテランを用

いて封入した。

3) c-Fos陽性細胞の観察と算定

封入後、切片を暗視野および明視野照明下で、観察および写真撮影を行った。

各個体より無作為に4枚の切片を選択し、三叉神経脊髄路核尾側核内のc-Fos陽性

細胞数を浅層と深層に分けて計測し、計測値の和を算出した。各群の平均と標準偏差

を算出し、 Bonferroni/Dunn法を用いて実験IIの2群を含む6群間の有意差の検定を行

った。
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結果

I.炎症によるVRl陽性細胞の発現

1.実験動物の行動

実験動物は、エーテル吸入麻酔後10分以内にすべて覚醒した。麻酔覚醒直後に痘撃

等の異常な反応は認められず、行動-の麻酔の影響は認められなかった。また、 CFA

注射部位周囲の月朝長と発赤を認めた。実験動物の特徴的な行動として、顔面部全体に

対する毛繕いを認めたが、 cFA注射前と比較して頻度は変化しなかった。

2.炎症による三叉神経節vRl陽性細胞の発現

1)三叉神経節vRl陽性細胞数の変化

vRl陽性細胞は、褐色に渡染した細胞体を有する細胞として容易に同定された(図

5)。同定されたvRl陽性細胞の多くは、直径40岬n以下の/]磯田胞であった。三叉神

経節第三枝領域におけるVRl陽性細胞数は、対照群および実験群でそれぞれ81.8士41.5、

119.0土47.6であった(図6)。対照群と比較し、実験群におけるVRl陽性細胞数が有

意に大きな値を示した。
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図6三叉神経節内のVRl陽性細胞数
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2)三叉神経節CGRP陽性細胞中のVRl陽性細胞の変化

三叉神経節において、 VRl陽性細胞は赤色の蛍光で標識された細胞として容易に同

定された(図7 a,d)。また、 VRl陽性細胞は主に小径細胞に認められ、一部は中径細

胞(直径40-60 |im)にも認められた。 CGRP陽性細胞は緑色の蛍光で標識された細胞

として容易に同定された(図7b,e)。 CGRP陽性細胞は主に小径細胞で認められたが、

僅かながら中径以上の大きさの細胞でも認められた。

vRlとCGRPの二重陽性細胞は、蛍光フィルタを交換することにより、赤色と緑色

の蛍光で標識される細胞として同定された。二重陽性細胞は両群ともに、主に小径細

胞で認められた(図7c,f)。

CGRP陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合は、対照群および実験群で、それぞれ

15.7士5.4%、 28.1土6.0%であった(図8)。対照群と比較し、実験群におけるCGRP陽性

細胞中のVRl陽性細胞の割合が有意に大きい値を示した。
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対照群

e. CGRP陽性細胞

図7 VRlとCGRPの二重免疫染色像　　Scalebar- 50 |tim
矢印は二重陽性細胞を示す0

対照群　　　　　実験群

図8 CGRP陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合
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3)三叉神経節NF200陽性細胞中のVRl陽性細胞の変化

VRl陽性細胞は、前述のごとく赤色の蛍光で標識される細胞として容易に同定され

た(図9 a,d)。 NF200陽性細胞は緑色の蛍光で標識される細胞として容易に同定され

た(図9b,e)。 NF200陽性細胞のほとんどは中径以上の細胞で認められた。

VRlとNF200の二重陽性細胞は、蛍光フィルタを交換することにより、赤色と緑色

の蛍光で標識される細胞として認められ、両群ともに、主に中径細胞で認められた(図

9c,f)c

NF200陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合は、対照群および実験群で、それぞれ

12.2土2.2%、 24.0ア5.9%であった(図10)c　対照群と比較し、実験群におけるNF200陽

性細胞中のVRl陽性細胞の割合が有意に大きい値を示した。
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a. VRl陽性細胞

実験群

d. VRl陽性細胞

b. NF200陽性細胞 C.二重陽性細胞

e. NF200陽性細胞

図9 VRlとNF200の二重免疫染色像

£二重陽性細胞

Scale bar - 50ドm

矢印は二重陽性細胞を示す。

図10 NF200陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合
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Ⅱ.岨噂による炎症性痔痛抑制効果

1.実験動物の行動

実験期間を通して体重の著しい減少はなく(図11)、餌の性状の差異による摂食不

良もほとんど認められなかった。また、液状餌の摂取に伴い前歯のわずかな挺出が確

認されたものの、これに伴うストレス性の異常行動ならびに嘆合の変化は実験期間中

認められなかった。

(め

360

350

340

330

320

tin

300

290

280

1　　2　　3　　4　　5　　6　　7　　8　　9 10　11 12　13　14 (日)

図11実験期間中のラットの体重変化
n固形餌群

-開き液状餌群

2.炎症性痔痛-の岨噂の影響

1)三叉神経節CGRP陽性細胞中のVRl陽性細胞の変化

三叉神経節において、 VRl陽性細胞は赤色の蛍光で標識された細胞として(図12

a,d)、 CGRP陽性細胞は緑色の蛍光で標識された細胞として同定された(図12 b,e)t

また、 vRlとCGRPの二重陽性細胞は、蛍光フィルタを交換することにより、赤色と

緑色の蛍光で標識される細胞として同定された(図12c,f)。

CGRP陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合は、固形餌群および液状餌群で、それぞれ

25.4土3.3 %、 41.7土11.1%であった(図13)。固形餌群と比較して、液状餌群では、 CGRP

陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合は有意に大きい値を示した。
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a. VRl陽性細胞

液状餌群

b. CGRP陽性細胞

d. VRl陽性細胞 e. CGRP陽性細胞
£二重陽性細胞

図12 VRlとCGRPの二重免疫染色像　　Scalebar-50 ¥im
矢印は二重陽性細胞を示す。

固形餌群　　　　液状餌群

図13 CGRP陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合
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2)三叉神経節NF200陽性細胞中のVRl陽性細胞の変化

三叉神経節において、 VRl陽性細胞は赤色の蛍光で標識された細胞として同定され

た(図14a,d)。また、 NF200陽性細胞は緑色の蛍光で標識された細胞として同定され

た(図14b,e)ォ

vRlとNF200の二重陽性細胞は、蛍光フィルタを交換することにより、赤色と緑色

の蛍光で標識される細胞として同定された(図14c,f)。

NF200陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合は、固形餌群および液状餌群でそれぞれ

24.8士2.2%、 31.1土9.4%であり、液状餌群でわずかに大きい値を示したが、両群間の有

意差は認められなかった(図15)。
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図14 VRlとNF200の二重免疫染色像　　scalebar-50 |im
矢印は二重陽性細胞を示す。

固形餌群　　　　　液状餌群

図15 NF200陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合

25



3)三叉神経脊髄路核尾側核内のc-Fos陽性細胞数の変化

三叉神経脊髄路核尾側核内のc-Fos陽性細胞は、黒褐色の直径約10 (jmの円形また

は楕円形の核を有する細胞として同定され、両群の実験側の浅層および深層での発現

が認められた(図16)0

三叉神経脊髄路核尾側核浅層( i -n層)のc-Fos陽性細胞数は、固形餌群および液

状餌群でそれぞれ61.2土40.3、 167.4土83.6であった(図17)。一方、同部深層(n-v層)

のc-Fos陽性細胞数は、固形食耳群および液状餌群でそれぞれ19.8土13.0、 19.3土11.9であ

った(図18)。固形餌群と比較し、液状餌群では、三叉神経脊髄路核尾側核浅層のc-Fos

陽性細胞数は有意に大きい値を示したが(図17) 、同部深層のc-Fos陽性細胞数につい

ての有意差は認められなかった(図18)。
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図16三叉神経脊髄路核尾側核におけるc-Fos染色像とその強拡大像
黄色の点線で囲む範囲は三叉神経脊髄路核尾側核を、矢印はc-Fos陽性細胞を示す。

Scale bar - 200トIm
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固形押群　　　渦状細部

図17三叉神経骨髄路接尾側桟浅膚のc-Fos陽性細胞数

固形餌葛‡　　　油状餌群

図18三叉神経背骨道路横尾側棲探膚のC-Fos陽性細胞数

Ⅲ.岨境による痔痛抑制機構におけるセロトニンの役割

1.実験動物の行動

実験期間中、 cFA注射の前後で体重の著明な変化は認められず(図19) 、餌の性状

の差異による摂食不良は認められなかった。

実験動物-の5-HT3受容体作動薬の静脈内投与による噛吐、晴鴨などの異常行動は

認められなかった。また、 5-HT3受容体括抗薬の静脈内投与による影響も認められな

かった。
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-　作動薬投与・固形餌群　-作動薬投与・液状餌群

措抗薬投与・固形餌群　　　措抗薬投与・液状餌群

図19ラットの体重の変化

2.岨噂による痩痛抑制機構におけるセロトニンの役割

1)三叉神経節CGRP陽七翰田胞中のVRl陽性細胞の変化

三叉神経節において、 VRl陽性細胞は赤色の蛍光で標識された細胞として(図20

a,d,gj) 、 CGRP陽性細胞は緑色の蛍光で標識された細胞として(図20 b,e,h,k) 、 VRl

とCGRPの二重陽性細胞は、蛍光フィルタを交換することにより、赤色と緑色の蛍光

で標識される細胞として同定された(図20c,f,i,l)c

CGRP陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合は、作動薬投与固形餌群および桔抗薬投与

固形餌群、作動薬投与液状餌群、括抗薬投与液状餌群でそれぞれ39.0土5.2%、 28.6土8,6%、

38.5士6.0%、 36.4土3.2%であった(図21)。

CGRP陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合は、固形餌群において、作動薬投与により

有意に大きい値を示したが、括抗薬投与により僅かな増加を認めるものの有意差は認

められなかった。一方、液状餌群においては、作動薬投与と括抗薬投与によるVRl

陽性細胞の割合に減少傾向は認められるものの、有意差は認められなかった。
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a. VRl陽性細胞

括抗薬+固形餌群

d. VRl陽性細胞

作劫薬+液状餌群

g. vRl陽性細胞

括抗薬+液状餌群

j. VRl陽性細胞 L CGRP陽性細胞

C.二重陽性細胞

£二重陽性細胞

i.二重陽性細胞

1.二重陽性細胞

図20 VRlとCGRPの二重免疫染色像　　Scalebar= 50 urn
矢印は二重陽性細胞を示す。
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図21 CGRP陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合

2)三叉神経節NF200陽性細胞中のVRl陽性細胞の変化

三叉神経節において、 VRl陽性細胞は赤色の蛍光で標識された細胞として(図22

a,d,gj) 、 NF200陽性細胞は緑色の蛍光で標識された細胞として(図22 b,e,h,k) 、 VRl

とNF200の二重陽性細胞は、蛍光フィルタを交換することにより、赤色と緑色の蛍光

で標識される細胞として同定された(図22c,f,i,D。

NF200陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合は、作動薬投与固形餌群、括抗薬投与固形

餌、作動薬投与液状餌群、括抗薬投与液状餌群でそれぞれ29.9±13.7%、 31.3士3.8%、

35.9ア9.0%、 32.9ア11.1%であった(図23)t　固形餌群および液状餌群のいずれにおいて

も作動薬あるいは括抗薬の投与による影響は小さかった。
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作劫薬+固形餌群

a. VRl陽性細胞

括抗薬十固形餌群

d. VRl陽性細胞

作劫薬+液状餌群

g. VRl陽性細胞

括抗薬+液状餌群

j. VRl陽性細胞

e. NF200陽性細胞

h. NF200陽性細胞

k. NF200陽性細胞

図22 VRlとNF200の二重免疫染色像矢帥農芸㌫宗鑑す。
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図23 NF200陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合

3)三叉神経脊髄路核尾側核内のc-Fos陽性細胞数の変化

三叉神経脊髄路核尾側核内のC-Fos陽性細胞は、黒褐色の直径約10ト皿の円形また

は楕円形の核を有する細胞として同定され、全実験群の実験側の浅層および深層での

発現が認められた(図24)0

三叉神経脊髄路核尾側核浅層のc-Fos陽性細胞数は、作動薬投与固形餌群および桔

抗薬投与固形餌群、作動薬投与液状餌群、括抗薬投与液状餌群でそれぞれ75.8土37. 1 、

78.6土35.3、 105.3±25.8、 48.2士7.7を示した(図25)c

同部深層のc-Fos陽性細胞数は、作動薬投与固形餌群、括抗薬投与固形餌群、作動

薬投与液状餌群、括抗薬投与液状餌群でそれぞれ32.4土36.0、 43.2士23.8、 36.8土30.0、

28.C江12.1であった(図26)。

同部浅層のc-Fos陽性細胞数は、固形餌群において、作動薬投与、括抗薬投与によ

り増加傾向を示したものの、有意差は認められなかった。また、液状餌群においては、

作動薬投与により僅かな減少を示すのみで有意な差は認められなかったのに対して、

桔抗薬投与により有意な減少を示した(図25)。なお、三叉神経脊髄路核尾側核深層

のc-Fos陽性細胞数については、投薬による影響は小さかった(図26)。
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b.括抗薬+固形餌群

図24三叉神経脊髄路核尾側核におけるc-Fos染色像とその故拡大像
黄色の点線で囲む範囲は三叉神経脊髄路核尾側核を、矢印はc-Fos陽性細胞を
示す。 Scale bar - 200 fun
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図24三叉神経脊髄路核尾側核におけるc-Fos染色像とその強拡大像
黄色の点線でPflむ範囲は三叉神経脊髄路核尾側核を、矢印はc-Fos陽性細胞を示す。

Scale bar - 200 pm
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図25三叉神経脊髄`路核尾側核浅層のc-Fos陽性細胞数

図26三叉神経脊髄路核尾側核深層のc-Fos陽性細胞数
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考察

1.実験方法について

1)侵害刺激受容モデルとしての実験的炎症の誘発について

本実験では、 CFA皮下注射による末梢炎症を侵害受容モデルとして用い、顎顔面領

域の痔痛伝達についてVRlを指標として検索した。

慢性炎症を引き起こすために、 CFA 50(ilをラット右側オトガイ部に皮下注射した。

皮下-のCFA注射により、皮下組織の自由神経終末や血液中を遊走しているT細胞が

刺激を受け、炎症を誘発することが可能である。 (SchoenbergandMoore, 1961)。また、

粘液状のCFAは組織内に長期間貯留し、舶載に持続的な刺激を加えるため、慢性炎症

を発症させることができる(Munoz and Sewell, 1984; Stein et al., 1988; Johnston et al.,

1991)。炎症時には、ラットが四肢で炎症部位の表皮を擦ることが知られており(Rabin

et al., 1985) 、.本研究でもその行動は認められたものの、予備実験で行った注射部位の

-マトキシリン・エオジン染色所見では、顔面擦過による新たな創傷は認められなか

ったため、実験動物に対しCFA以外の侵害刺激は加わらなかったと考えられる。 CFA

の注入量については、ラット顔面領域皮下組織にCFAを注射し、 10時間後までの三

叉神経脊髄路核尾側亜核のc-Fos陽性細胞の発現変化に基づいて侵害刺激を定量化し

た研究(ZhouetaL, 1999)を参考に50|ilとした。

cFAを注射した右側オトガイ部には、右側オトガイ神経のみならず左側オトガイ神

経にも分布しているが(Greene, 1935)、オトガイ神経は受容した刺激を主として同側

の三叉神経節および三叉神経脊髄路核尾側核に伝達することから(平沢1982) 、本研

究では、 CFA注射を行ったのと同側の三叉神経節および三叉神経脊髄路核尾側核につ

いてのみ免疫組織化学的検索を行った。

37



2) CFA皮下注射によるVRlの発現について

炎症性刺激によるVRlの発現変化として、ラット後脚-のカラゲニン注入による急

性炎症が、炎症発生2時間後に後根神経節および脊髄後角でのVRl mRNAの増加を

起こし、増加したmRNAは中枢側および末梢側の神経終末に軸索内輸送されること

(Tohda et al., 2001) 、 CFA誘導性慢性炎症では炎症発生2日後に炎症部位および脊髄

後角のVRl免疫陽性線経が増加することが知られている(Carlton and Coggeshall, 2001;

Luo et al, 2004) 。これらの現象は、炎症性刺激受容数時間以内にVRl mRNAを発現す

る一次ニューロン細胞体数が増加し、 mRNAが神経終末へ輸送されること、さらに炎

症発生数日間でmRNAが蛋白質に翻訳され、細胞体および神経終末でVRlが増加し

ていることを示唆する(DiMarzoetal.,2002)c　刺激受容からvRl発現増加に至る細胞

内の反応は未だ不明である。しかし、一次ニューロン細胞体におけるVRl陽性細胞数

の増加は、 VRlが受容する刺激を伝達するニューロンの増加を示すため(Carlton and

Coggeshall, 2001; Luo et al., 2004) 、 VRlが受容した刺激の伝達元進を意味するo　したが

って、炎症により三叉神経節中のVRl発現ニューロンが増加し、炎症性刺激の伝達が

元進したと考えられる。よって、受容した炎症性刺激の大きさを定量化する上でVRl

は有用な指標と考えられるため、本研究で用いることとした。

3)標識二重蛍光抗体法について

本研究の目的を達成するには、 VRl、 CGRP、 NF200などの細胞質に発現する蛋白質

を明らかにする必要があった。蛍光抗体法には、暗視野観察のため非標識部分をはじ

めとして形態の全体像を把握し難いこと、紫外線照射により蛍光標識の槌色が起こる

ため標本の長期保存が困難であること、などの短所があるものの、反応強度が実際の

抗原量を反映しやすく、二重染色像が理解しやすいという大きな長所がある(渡辺と
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中根、 2002)。一方、酵素抗体法では-種類の色素がもう一方の色素より発色性が弱い

場合、二種類の陽性反応の確認が困難になる可能性が高い。そこで、励起光の波長範

囲が重複しないCy3とFITCの二種の蛍光色素を用いることにより、同一切片上で重

複して分布する二種の抗原を観察できるという利点を持つ標識二重蛍光抗体法を選択

した。

4)神経線維細胞の標識としてのCGRPおよびNF200について

免疫細織化学的検索により、成熟ラット後脚に分布するCGRP免疫陽性線経の91 %

が無髄線経であること(Ishida-Yamamoto and Senba, 1990)から、神経ペプチドの一種

であるCGRPは無髄線経の標識として頻用されている(Beland and Fitzgerald, 2001;

Amaya et al., 2003)。正常な成熟ラットでは、後根神経節神経細胞の約50 % (Ju et al,

1987) 、三叉神経節神経細胞では約30-40 %の神経細胞にCGRP免疫陽性が認められて

いる(Leeetal., 1985;Tsaietal., 1988;Alvarezetal., 1991)。また、ラット後脚の炎症によ

り、炎症発生2　日後の後根神経節ではCGRP陽性細胞の割合が24 %から32 %に増加

したという報告がある(Hanesch et al, 1993)。以上の所見より、本研究ではVRl受容

刺激を伝達するC線経の変化の指標として、 CGRP陽性細胞中のVRl陽性細胞の割合

を用いた。

一方、 NFは神経細胞に発現する中間径フィラメントであり、特に今回用いたNF200

は有髄線経の軸索に多量に含まれるため(Reynolds et al., 1993; Lee and Cleveland, 1996) 、

有髄線経の標識として用いられている(Beland and Fitzgerald, 2001; Ma et al., 2001)。成

熟ラットにおける免疫系目線化学的検索では後根神経節神経細胞の40 % (Ma, 2002)に

NF200免疫陽性が認められ、三叉神経節でもNF200陽性細胞の存在が明らかにされて

いる(RuanandBumstock, 2003)ことから、本研究でもNF200を有髄線経であるA線
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経の標識として使用した。また、 CGRPと異なり、炎症によるNF200陽性細胞数の変

化は生じない(Beland and Fitzgerald, 2001) 0

5)固形餌と液状餌による岨噂性刺激の相違について

飼育中にラットが顎を動かして嘆むことのできる餌以外の物体は、床敷きにしたウ

ッドチップ、ケージの金網、給水管のみであるが、実験期間中にこれらを嘆んでいる

行動はほとんど認められなかった。

岨噂する食物の硬さにより受容刺激が変化しやすい感覚受容器として、歯根膜の圧

受容器や岨噂筋群中の筋紡錘が挙げられる。硬い食物の岨噂では、軟らかい食物の岨

噂よりも嘆合力が大きく(Hardtmann et al, 1989) 、歯根膜の感受する圧力は高くなる。

また、軟らかい食物を岨噂するよりも、硬い食物を岨噂する方が、岨噂頻度が高く、

岨噂筋の収縮時間が長い(Karkazis and Kossioni, 1997) 、ヒト幼児では岨噂筋の筋活動

が増加する(Takada et al., 1994) 、などの報告がなされている。本研究で用いた液状餌

は粘性のある液体状態であったため、その摂取は岨噂を行わなくても嚇下のみでも可

能であることから、固形餌の摂取と比較し、岨噴性刺激の大きさが小さいことは明白

である。なお、ラット後脚の炎症性痔痛に対する岨噛性刺激の影響を調べたOgawaら

の研究(2003)を参考に、固形餌摂取期間は炎症誘導後3日間とした。

岨噂が骨格系に与える影響として、成長期のウサギに軟らかい食物を与えると、固

い食物の場合と比較し、下顎頭軟骨-分化した間菓細胞および成熟した間菓細胞の割

合が低く、成熟した軟骨の形成が抑制されていたこと(Kantomaaetal, 1994) 、正常な

ウサギと比較して下顎駕や下顎隆起の形態が異なり、オトガイが後方に位置していた

こと(Tuominenetal., 1993)などの報告があり、岨噂による負荷が顎顔面部の骨・軟骨

の成長・発育に重要であることが示唆されている。
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中木田中経系-の作用として、岨噂による脳-の血流量の増加(Momose et al., 1997) 、

ラット大脳の中隔側座核でのドーパミン放出量の増加(Bradbenyetal., 1991)などが報

告されている。また、このような中木田中経系-の作用が、全身の健康に影響している

ことが示唆されている。例えば、岨頓により活性化された三叉神経中脳路核のヒスタ

ミンニューロンが、視床下部のヒスタミンニューロンを介して摂食量を抑制すること

(Sakataetal., 2003) 、軟らかい餌を与えられたラットでは体脂肪率が増加すること(Oka

et al., 2003)などに基づいて、岨噂が脂質代謝の促進作用を発揮することが示唆されてい

る。さらに、軟らかい餌で飼育した幼弱ラットおよびマウスでは、刺激に対する回避

行動が減少することや(川札1989) 、離乳後に軟らかい餌で飼育したマウスでは成熟

後に大脳皮質のシナプス形成抑制および空間記憶獲得能力の低下が認められること

(Yamamoto andHirayama, 2001)が報告されている。以上の報告より、岨噂性刺激が中

木田中経系の活性化、記憶、全身の代謝などにも影響することが示唆されている。

6)神経細胞括寸封ヒの指標としてのc-Fosについて

本研究では、岨噂性刺激が二次ニューロンである三叉神経脊髄路核尾側核-の捧痛

伝達に与える影響について、同部におけるc-Fosを指標として検索した。 c-Fosは、末

梢神経での侵害刺激受容に反応して、一次ニューロンの上位神経細胞において発現す

るc-fos遺伝子の核内蛋白である。また、ストレスなどの非侵害性刺激を与えた場合に

も、中木田中経系内でのc-Fosの発現が確認されている。このことから、 c-Fosの舶織学

的検索は神経系の活性状態の指標として有用で、かつ神経伝達経路と機能の関連を解

明する手法としても有効と考えられている(Bum仕, 1990)。 CFAのラット後脚-の皮下

注射4日後の脊髄後角や、顔面部-の皮下注射72時間後の三叉神経脊髄路核尾側核

でc-Fos陽性細胞数の増加が認められたことから(MaandWoolf1996; Zhouetal. 1999) 、
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慢性炎症発生2-3日後での痔痛伝達路の検索にもc-Fosは有効であると考えられた。

7)セロトニン受容体作動薬および括抗薬について

岨噂運動・吸畷運動が捧痛抑制効果を有することが、ヒトを対象とした主観的痔痛

についてのアンケート調査と行動生理学的観察による臨床試験(Blass and Watt, 1999;

Lewkoski et aL, 2003) 、およびラット脊髄後角のc-Fos発現を調べた実験(Ogawa et al,

2003)により報告されている。このような痔痛抑制効果の発現機構としてオピオイド

神経系の関与が示唆されているが(Ogawa et al., 2003) 、未だ不明な点が多い。また、

岨噂運動によりセロトニン神経系が賦活されることから(Jacobsetal.,2002)セロトニ

ン神経系の関与も考えられているが、岨噴性刺激による捧痛抑制効果とセロトニン神

経系との関係を検討した報告は見られない。そこで、本研究では岨噛性刺激による痔

痛抑制効果に対するセロトニンの影響を解明するため、セロトニン受容体作動薬およ

び括抗薬を用いた。

セロトニン受容体は7グループ、 14サブタイプに分類される(Shenetal.,1993;A血am

etal, 1993)。これらのセロトニン受容体のうち、 5-HT3受容体が三叉神経脊髄路核尾側

核を介した反射運動に関与することから(Seo etal., 2002) 、本研究では5-HT3受容体を

介したセロトニンの作用を検索することとした。 5-HT3受容体は中本田中経系および末梢

神経系に広く分布しており(Fozard, 1984; Kilpatrick et al., 1987; Morales et al., 1998) 、疾

痛伝達に関与する部位としては、一次ニューロンの末梢側終末および脊髄後角の浅層

に投射する無髄一次求心線経の中枢側終末(Morales et al., 1998; Hamon et aL, 1989)が

報告されている。さらに、 5-HT3受容体作動薬の脊髄内投与が痔痛抑制効果を示すこと

から、抑制性介在ニューロンにおいても5-HT3受容体の存在が認められている(Paul et

al, 2001) 。このため、 5-HT3受容体作動薬の一種である2-Methyl-5-trypyamine
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(2-Me-5HT)は末梢部位-の皮下投与では痔痛受容の増大を引き起こす(Giordano,

1991; Meller et al., 1991; Moser, 1995)のに対し、脊髄腔内投与では痔痛抑制を引き起こ

す(Xuetal., 1994)。しかし、 2-Me-5-HT自体は発痛作用を持たない(Giordano, 1991)。

また、 5-HT3受容体括抗薬の一種である3-tropanyl-indole-3-carboxylate hydrochloride

(仕opisetron㊥)は逆に末梢部位-の皮下投与が痔痛抑制作用を発揮する(Giordano and

Sacks, 1997;図27)。
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5-HT,受容体
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c. 5-HT,受容体括抗薬の影響

図27一次ニューロンと抑制性介在ニューロンにおける5-HT,受容体の発現と、二次
ニューロン-の作用　　　　　　　　　　　　　　　　　寺山(2003)より引用

本研究では、炎症直後の痔痛伝達作用の解明を目的とし、 2-Me-5HTおよびtropisetron

が脳血液関門を通過することから(Wolf, 2000; Glennonetal, 1992) 、薬物の静脈内投与
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を選択した。投与量については、 2-Me-5HTに関してXuら(1994)、 Doi-Saikaら(1997)

Sasakiら(2001)を、 tropisetronに関しては、 FisherとBedner (1992) 、 Huanfら(1999) 、

Okamotoら(2004)の研究を参考に決定した。

また、炎症直後の痔痛伝達-の作用を調べるため、薬物の投与は炎症誘発直前の一

回とした。 2-Me-5-HT静脈内投与による投与による副作用として、噛吐(Freemanetal,

1992) 、消化管運動の克進(Blackshaw and Grundy, 1993; Desai et al., 1994) 、徐脈・低血

症(Eglen et al., 1995)などが挙げられるが、本実験期間中に、噛吐および呼吸障害に

よる榔島は認められなかった。 5-HT3受容体括抗薬の健常動物-の行動および生理学的

機能-の著明な影響は現在報告されておらず(Wolf, 2000) 、臨床的には制吐剤として

使用されている。

2.炎症による三叉神経節vRl陽性細胞の発現変化について

オトガイ部の炎症により患側一次神経細胞体である右側三叉神経節でのVRl陽性細

胞数の増加が明らかとなった。この結果から、顎顔面領域の炎症による三叉神経節で

のVRl発現の増加が生じたこと、そして炎症による末梢側終末のVRlの閥値の低下

(Chuang et al., 2001; Tominaga et al.,; 2001; Sugiura et al., 2002)が考えられることから、

痔痛伝達が元進していることが示唆された。

また、 C線維細胞およびA腺維細胞中のVRl陽性細胞の割合も、炎症により増加し

た。 VRlは主にC腺経に分布し(Tominaga et al., 1998)、 A6線経に発現しているもの

は少数である(Ma et al., 2001)。炎症によるVRl陽性細胞の変化については、ラット

後脚のCFA誘導性炎症により後根神経節におけるC線維細胞およびA線維細胞中の

vRl陽性細胞の増加(Amayaetal.,2003)が報告されている。本研究において、炎症に

より三叉神経節のVRl陽性細胞がC線維細胞のみならずA6線維細胞でも増加したこ
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とは、炎症によりVRl受容性刺激の伝達経路が変化したことを示唆する(Amayaetal.,

2003)。さらに、 C線経が局在性の不明瞭な鈍い痛みを伝達するのに対し、 A6線経が

局在性の明瞭な鋭い痛みを伝達することから、炎症によるVRl陽性A6線維細胞の増

加は、臨床的にはより局在性の明瞭な鋭い痛みに変化したことを示唆する。このよう

な伝達経路の変化が、炎症性熱知覚過敏などの慢性疾病の遷延に至る機序の一端を説

明しうるものと考えられた。

3.三叉神経節vRl陽性細胞および三叉神経剤進路核尾側核内のc-Fos陽性細胞の

発現と岨解の影響について

固形餌群では、液状餌群と比較して三叉神経節CGRP陽性細胞中のVRl陽性細胞の

割合、およびその投射領域である三叉神経脊髄路核尾側核浅層のc-Fos陽性細胞数がと

もに有意に小さい値を示した。一方、三叉神経節NF200陽性細胞中のVRl陽性細胞の

割合と三叉神経脊髄路核尾側核深層のc-Fos陽性細胞数は岨噂により変化を示さなか

った。

ラット後脚炎症による脊髄後角でのc-Fos陽性細胞の発現が、固形餌の岨噂により抑

制され、さらに同研究においてオピオイド受容体阻害薬の投与によりc-Fos陽性細胞数

の減少が抑制されたことから、岨噂性刺激による痔痛抑制効果にオピオイド神経系が

関与していることが報告されている(Ogawaetal, 2003)。また、岨噂運動により縫線

核のセロトニン作動性神経が,R耐舌されることから(JacobsetaL,2002) 、セロトニン神経

系の関与も示唆されている(Lewkoski etal. 2003)。しかし、岨噂性求心性刺激による痔

痛抑制機序については不明である。本研究結果より、岨噂性刺激が一次ニューロンC

線維細胞でのVRl陽性細胞の発現を抑制するものの、 A線維細胞でのVRl陽性細胞

の発現には影響しないことが示された。このようなC線維細胞でのVRl陽性細胞の発
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現抑制は、 C線維ニューロンがvRlを介して受容する炎症性刺激の伝達を抑制し、上

位中枢-と伝達される興奮を減少させると考えられる(Amayaet al., 2003) 。

三叉神経節線経の投射領域である三叉神経脊髄路核尾側核は解剖学的に表層から順

にI -Ⅴ層に分類される。一次神経の投射領域としては、痔痛伝達を行うC線経が第II

層へ有髄A6線経が第I層および第Ⅳ-Ⅴ層へ触覚伝達を行う有髄Aβ線経が深層

である第Ⅲ-Ⅴ層にそれぞれ投射している。

ラット後脚-のカブサイシンの投与が、脊髄後角のc-Fos陽性細胞を増加させること

から(Strassman and Vos, 1993) 、カブサイシンによりVRlが受容した刺激は二次ニュ

ーロンの興奮を起こし、 c-Fosの発現を誘導することが明らかである。脊駈後角と三叉

神経脊髄路核の解剖学的類似怪から、本実験でも炎症が、一次ニューロン投射部位で

ある三叉神経脊髄路核尾側核でのc-Fos陽性細胞の増加を起こすと考えられた。本研究

の結果より、固形餌による岨噛性刺激の増加は三叉神経脊髄路核尾側核浅層において

も興奮を受容する二次ニューロンの増加を抑制するため、同部のc-Fos陽性細胞数が液

状餌群と比較して小さい値を示したことが考えられた。また、三叉神経脊髄路核尾側

核浅層は一次ニューロンC線経の投射領域であることから、 c-Fos発現の抑制は三叉神

経節C線維細胞におけるVRl陽性細胞の割合の増加抑制と関連した変化であると考え

ることができる。一方、三叉神経脊髄路核尾側核深層には、 A6線経は投射しているが

C線経が投射しないことから、一次ニューロンでのVRl陽性細胞の発現抑制が少なか

ったためにc-Fos陽性細胞数が変化しなかったと考えられる.

以上より、固形餌摂取による岨噛性刺激の増加が、炎症による一次ニューロンC線

経のVRl陽性細胞の増加を抑制し、一次線経が受容する侵害刺激の伝達を抑制するこ

とが示唆された。また、液状餌群ではC線経の投射領域を含む三叉神経脊髄路核尾側

核浅層において神経活性の指標であるc-Fos陽性を示す細胞が増加することから、岨噂
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性刺激の減少により二次ニューロンでも侵害刺激の伝達が元進していることが示され

た。

4.炎症による三叉神経節vRl陽性細胞の発現に対する岨僻と5-HT3受容体作動

薬および桔抗薬の影響について

5-HT3受容体はカブサイシン感受性一次ニューロンC線経での免疫陽性が認められ

ていることから(Kiddetal., 1993)、 5-HT,受容体がvRl陽性細胞にも存在し、ニュー

ロンの興奮伝達およびvRlの発現に影響を及ぼしている可能性が高い。本研究の結果

でも、 5-HT3受容体作動薬投与により固形餌群における三叉神経節C線維細胞のVRl

陽性細胞の割合が増加した。これは、 5-HT3受容体を備えたvRl陽性細胞が、 5-HT3

受容体作動薬により興奮伝達を促進したため(Morales et al., 1998)と考えられるo　ま

た、固形餌群に対する5-HT3受容体括抗薬の投与による変化がほとんど認められなか

ったことから、固形餌群の三叉神経節C線維細胞では炎症による5-HT3受容体の作動

の影響は小さかったと考えられる。

液状餌群の三叉神経節C線維細胞中のVRl陽性細胞の割合は、 5-HT3受容体作動薬

の投与により大きな変化を示さなかった。一方で、液状餌群-の5-HT,受容体括抗薬

投与が僅かな抑制を示したことから、液状餌群の一次ニューロンC線経では既に一部

の5-HT3受容体がセロトニンを受容し、興奮を促進していた可能性が示唆される。

三叉神経節のA線維細胞でのVRl陽性細胞では、固形餌群および液状餌群のいずれ

においても、作動薬または括抗薬の投与によるわずかな増加傾向を認めるのみであっ

た。この結果は、炎症による有髄A線維細胞中のVRl陽性細胞に対する岨噛性刺激の

影響がほとんど認められなかった結果とも一致している。また、カブサイシン非感受

性のA6線経で5-HT,受容体免疫陽性が認められていることからも(Zeitz et al., 2002) 、
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vRl陽性A6線経における5-HT3受容体の作用は小さいと考えられる。

5.三叉神経脊髄路核尾側核内のc-Fos陽性細胞の発現に対する岨噂と5-HT,受容

体作動薬および桔抗薬投与の影響について

脊髄後角および三叉神経脊髄路核尾側核において5-HT3受容体の存在が確認されて

おり(Gehlert etal., 1991; Kiddetal., 1993) 、一次ニューロンC線経の中枢側終末に5-HT3

受容体が存在することが報告されている(Moralesetal., 1998)。しかし、二次ニューロ

ン細胞体における5-HT3受容体の局在は認められていない。また、薬理学的に二次ニ

ューロンに投射する抑制性介在ニューロンの細胞体における5-HT3受容体の存在が明

らかにされているが(Paul et al., 2001) 、介在ニューロンの細胞体の位置が明確でない

ことから、 5-HT,受容体作動薬および桔抗薬投与が三叉神経脊髄路核尾側核のc-Fos陽

性細胞発現に対して直接作用するか否かについては不明であった。

固形餌群では、作動薬と括抗薬のいずれの投与によっても三叉神経脊髄路核尾側核

浅層のc-Fos陽性細胞数はほとんど変化を示さなかった。作動薬投与固形餌群の三叉神

経節ではVRl陽性C線維細胞の割合が著しい増加を示したことから、三叉神経脊髄路

核尾側核浅層でのc-Fos陽性細胞は、一次ニューロンから二次ニューロン-の興奮促進

が抑制されたことを示唆する。その理由として、二次ニューロンに投射する5-HT3受

容体を有する抑制性介在ニューロンによる興奮抑制効果が考えられる(Paul et al,

2001)。一方、手諦宅薬投与固形餌群の三叉神経節におけるVRl陽性C線維細胞の割合

は変化しなかったことから、 5-HT3受容体括抗薬の投与は、一次ニューロンから二次ニ

ューロン-の伝達にほとんど影響を及ぼさなかったものと考えられる。以上のことか

ら、固形餌群の三叉神経脊髄路核尾側核浅層では5-HT3受容体作動による興奮の促進

および抑制のいずれの影響も小さいことが示唆された。
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液状餌群では5-HT3受容体作動薬の投与により、三叉神経脊髄路核尾側核浅層の

c-Fos陽性細胞数はわずかな減少を示した。これは括抗薬投与液状餌群の三叉神経節の

vRl陽性C線維細胞の割合がほぼ変化を示さなかったことを併せ考えると抑制傾向と

も考えられる。しかし、固形餌群への5-HT3受容体作動薬投与による抑制と比較し、

液状餌群での抑制効果は小さいことから、液状餌群が抑制効果を打ち消す興奮促進作

用を有している可能性が考えられる。一方、液状餌群-の括抗薬の投与により、三叉

神経脊髄路核尾側核浅層でのc-Fos陽性細胞数は著しい減少を示した。括抗薬投液状餌

群の三叉神経節のVRl陽性C線経がわずかな減少を示したが、三叉神経脊髄路核尾側

核浅層のc-Fos陽性細胞数の減少は大きく、ほぼ固形餌群と同程度の値を示したことか

ら、括抗薬投与が二次ニューロンに対し強い抑制効果を与えたことが示された。よっ

て、液状餌群の三叉神経脊髄路核尾側核浅層では5-HT3受容体作動による興奮の促進

が起きていたと考えられる。

以上より、固形餌群の三叉神経脊髄路核尾側核浅層ニューロンが5-HT3受容体によ

る抑制性介在ニューロンの影響を示さない一方、液状餌群では5-HT3受容体作動によ

る三叉神経脊髄路核尾側核浅層ニューロンの興奮促進が示唆された。このことは同時

に、液状餌摂取による岨噂性刺激の減少が5-HT,受容体作動による二次ニューロンの

興奮促進を起こしている可能性を示唆する。

また、三叉神経脊髄路核尾側核深層のc-Fos陽性細胞数は、三叉神経節vRl陽性A

線維細胞の割合と同様に、固形餌群、液状餌群ともに作動薬または措抗薬の投与によ

るわずかな増加傾向を示したのみであった。このことは、一次ニューロンA線経での

5-HT3受容体の存在は確認されているが(Zeitz etal., 2002) 、一次ニューロンから二次ニ

ューロン-の伝達に対して、 5-HT3受容体を介したセロトニンの影響をほとんど受けな

かったためと考えられる(図28)。

50



胞

ー◆

a.固形餌群の三叉神経節C線維ニューロン・三叉神経脊髄路核尾側核浅層
ニューロンにおける5-HT,受容体の作動状態

5-HT一受容体

作動薬

胞

5-HT¥受盲棒

作動薬

蝣

5-H圭受ノ再拝

作動薬

興奮の抑制作用

■◆

の発現-
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C.固形餌群の三叉神経節C線維ニューロン・三叉神経脊髄路核尾側核浅層
ニューロンにおける5-HT,受容体括抗薬の影響

図28　固形餌群三叉神経節一次C線維ニューロンと三叉神経脊髄絡核尾側核浅層
ニューロンにおける5-HT,受容体作動薬および括抗薬の影響の模式図

寺山(2003)より引用
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£液状餌群の三叉神経節C線維ニューロン・三叉神経脊髄路核尾側核浅層
ニューロンにおける5-HT,受容体括抗薬の影響

図28　液状餌群三叉神経節一次C線維ニューロンと三叉神経脊髄路核尾側核浅層
ニューロンにおける5-HT,受容体作動薬および括抗薬の影響の模式図

寺山(2003)より引用
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結論

顎顔面領域の炎症発生時の三叉神経節vRl陽性細胞の発現とvRl陽性細胞が有す

る神経線経の種類を検索し、岨噂性刺激による疾痛抑制機構とこれに対するセロトニ

ンの役割について検討した。その結果、以下の所見が明らかとなった。

1.顎顔面領域の炎症により、三叉神経節vRl陽性細胞数は有意に増加した。また、

CGRP陽性細胞およびNF200陽性細胞におけるVRl陽性細胞の割合がいずれも

有意に増加した。

2.岨噛性刺激により、炎症性侵害刺激に対する三叉神経節C線維細胞中のVRl陽性

細胞の割合と、三叉神経脊髄路核尾側核浅層のc-Fos陽性細胞の発現が抑制され

たが、三叉神経節A線維細胞中のVRl陽性細胞の割合および三叉神経脊髄路核

尾側核深層のc-Fos陽性細胞数に対する影響は認められなかった。

3.固形餌群-の5-HT3受容体作動薬投与により、三叉神経節C線維細胞中のVRl

陽性細胞の発現が有意に増加したが、三叉神経脊髄路核尾側核浅層のc-Fos陽性

細胞数は変化しなかった。一方、固形餌群-の5-HT3受容体桔抗薬投与は、三叉

神経節C腺維細胞中のVRl陽性細胞の割合、および三叉神経脊髄路核尾側核浅層

のc-Fos陽性細胞数にほとんど影響を与えなかった。

4.液状餌群-の5-HT3受容体作動薬投与により、三叉神経節C線維細胞中のVRl

細胞の割合、および三叉神経脊髄路核尾側核浅層のc-Fos陽性細胞数はわずかに

減少したO一方、 5-HT3受容体括抗薬投与により、三叉神経節C線維細胞中のVRl

陽性細胞の発現がわずかに減少し、三叉神経脊髄路核尾側核浅層のc-Fos陽性細
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胞数は有意に減少した。

5.固形餌群および液状餌群-の5-HT3受容体作動薬または手書売薬の投与は、三叉神

経節A線維細胞中のVRl陽性細胞の割合および、三叉神経脊髄路核尾側核深層

のc-Fos陽性細胞数に僅かに増加させたのみであり、大きな影響を示さなかった。

以上の結果から、顎顔面領域の炎症により、三叉神経節のC線維およびA線経での

vRl陽性細胞が増加し、炎症性刺激受容が増大することが示された。また、岨噂性刺

激は炎症による三叉神経節vRl陽性細胞の増加に対して、 C線経におけるVRl陽性

細胞増加の抑制、および三叉神経脊髄路核尾側核浅層に伝達される興奮を抑制するこ

とが示唆された。さらに、岨噂性刺激が5-HT3受容体を介したセロトニンによる三叉

神経節vRl陽性C線維細胞のVRl発現抑制と、三叉神経脊髄路核尾側核-の疾痛伝

達の抑制作用を惹起している可能性が示された。このような岨噂性刺激による痔痛抑

制作用の機序としては一次ニューロン終末の5-HT3受容体の機能抑制が考えられた。
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