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末梢神経損傷は神経因性熔痛を引き起こす.これと同時に,末梢神経を切断すると大脳皮質

一次体性感覚野の可塑性が数時間の内に生 じる.しかし,神経困性捧痛と大脳皮質可塑性がど

の様に関連 しているのかは殆ど判っていない.本研究では,末梢神経切断によって急速に生ず

る体性感覚野応答の可塑的変化をマウス経頭蓋フラビン蛋白蛍光イメ-ジング法で記録 し,そ

の誘導メカニズムを解析 した.麻酔下のマウスの前肢掌側を支配している正中 ･尺骨神経を切

断すると,前肢肇側に馬毛ブラシで振動刺激を与えた時の体性感覚野応答は著しく減弱 したが,

切断後3時間以内に残存応答が増強された.その誘導メカニズムとして,末梢神経の自発発火

が中枢に伝わらなくなると増強が生ずるのではないかと考えた.この可能性を支持する結果と

して,神経伝導をテ トロドトキシンで阻害すると切断と同様な効果があった.また中枢側の神

経断端に0.旦Hzの電気刺激を与え続けたところ,体性感覚野応答の増強は生 じなかった.次に

神経軸索流によって中枢に運ばれる神経栄養因子が中枢に属かなくなると増強が生ずるのでは

ないかという可能性についても検討した.まず,神経囚性啄痛を鎮痛する効果が報告されてい

るグリア細胞由来神経栄養因子 (GDNF)を中枢側の神経断端に投与 したところ,神経切断後

の体性感覚野応答の増強が阻止された.様々な神経栄養園子のなかではGDNFが巣も強い阻止

効果を示 した.しかし,このGDNFの効果はGDNFとテ トロドトキシン (m )を翻 寺に投与

すると消失 した.これらの結果から,神経切断後の体性感覚野応答の急速な増強は末梢神経の

自発発火が中枢に伝わらなくなることによって生 じ,その自発発火の発生にはGDNFが関与一し

ている可能性があることが示唆された.

キーワ-ド:大脳皮質体性感覚野,フラビン蛋白蛍光イメージング,GDNF,神経因性熔痛

Reprintrequeststo:SeijiKoMAGATA
2053Shimokawamo,

Sado952-0701Japan

別刷請求先 :〒952-0701 新潟県佐渡市 田 Fl茂2053
駒 形 威 司



364 新潟医学会雑誌 第 125巻 第 7号 平成 23年 はoli)7月

緒 荊

外傷によって末梢神経が損傷 されると,本来痛

みを起こさない触刺激に対して痛みを感じるよう

になったり,侵害刺激に対してより痛みを強く感

じるようになる (Benne比andXie,1988;Kimand

Chung,1992,IDecosもerdandWoolf,2000),この

ような神経因性捧痛の発症メカニズムは複雑であ

り,様々な炎症反応や遺伝子発現を介 しているた

め (CampbeliandMeyer,2006),基本的な病態メ

カニズムの特産が難 しく,未だに効果的な治療法

と,大脳皮質体性感覚野脳地図の再編や,近傍の

神経を介する康男応答の増強が数時間の内に生じ

る (CalfoTdandTweedale,1988;Hickmottand

Merzen豆ch,2002).これまでこの 2つの現象は

別々のものとして研究されてきたが,慢性期の幻

肢痛患者では,痛みの度合いと大脳皮質の可塑性

との間に強い相関のあることが報告 されている

(Fioreta1.,1995).従って,急性期でも末梢神経

損機後に生じる神経因性嫁痛と大脳皮質可塑性と

が密接に関連する可能性がある.しかし,この仮

説を検証するには従来の行動実験による評価方法

を用いただけでは困難である.何故なら,神経困

性啄痛を引き起こすための処置を施 してから行動

実験評価を行うまでに回復期間が必要となり,こ

の間に様々な炎症反応や遺伝子発現が生 じ,神経

因性寝癖の初期段階が様々な修飾を受けてしまう

可能性があるからである.また行動実験は動物の

状態を直接評価できる利点がある半面,痛み以外

の様々な要因に影響される可能性がある.

本研究では末梢神経損傷により生ずる大脳皮質

体性感覚野の変化を直接研究するため,マウスの

末梢神経を切断した後の大脳皮質一次体性感覚野

応答の変化を経頭蓋フラビン蛋白蛍光イメージン

グによって解析 した.脳組織中の ミトコンドリア

フラビン蛋白蛍光は神経活動依存的に変化する

(Shibukietalり2003;Reinertetai.,200鯨 マウス

は頭蓋骨が透明であるため,フラビン蛋白蛍光を

経頭蓋的に観察し,脳機能イメ-ジングを行うこ

とが出来 る (Tohmietalり2006;KubotaetaL

2008;Kitauraeta1.,2010).この方法は手術手技も

簡便であり,マウスへの侵襲も最小限に抑えられ

る.フラビン蛋白蛍光は退色に強く,一旦退色 し

ても自発的に恒重複するため (KubotaetaL2008),

安定した脳活動の計測が可能である,本法によっ

て,マウスの尾を切断したことによる体性感覚野

脳地図の可塑性が記録できることが既に報告され

ている 堰itauraetal.,2010).

本研究では,経頭蓋フラビン蛋白蛍光イメージ

ングによりマウスの前肢準例を支配する正中 ･尺

骨神経を切断 し,数時間以内に生ずる大脳皮質---A

次体性感覚野の応答変化を解析 した.また,この

応答変化が末梢神経の自発発火が中枢に伝わらな

くなることによって トリガーされること,末梢神

経の自発発火の発生にGDNFが関与する可能性

があることを明らかにした.

材料及び方法

本研究は新潟大学実験動物倫理委員会の承認を

得て行われた.実験には雄の C57BL/6マウス

(チャ-ルズリバー)を使用した.

手術

ウレタン (1.511.65g/l唱)を腹腔内に投与 し

てマウスを麻酔 した.シリコンラバーヒ-タ-杏

使用して体温を維持 した.頭皮を剃毛し,局所麻

酔剤 (Mercain;AstraZeneca)を皮下注射 し,右

側体性感覚野を露出するように切開した.頭部の

固定は,歯科用 レジン (SuperBond;サンメディ

カル)で金属片を頭蓋骨に接著 し,その金属片を

マニピュレータに固定する方法を用いた.霧出し

た頭蓋骨表面は流動パラフィンとワセリンの混合

物を塗布 し,透明度を保った.必要に応 じて,ウ

レタン (0.巨 0.2g/kg,S.C.)の追加投与を行った.

フラビン蛋白蛍光イメージング

脳活動の計測は麻酔をかけてから60分以降に

開始した.落射蛍光実体顕微鏡 (MZFL孤;Leica)

のキセノンランプ光源 (75W)からフィルタ-

を介して青色光 (A-470-490mm)を取 り出し
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て頭蓋骨表面へ照射 し,右側一次体性感覚野を含

む縁色 目 -500-550nm)蛍光画像 (128×

160ピクセル,2.56×3.20mm)を顕微鏡に装備

した冷却 CCDカメラ (ORCA-ER;浜松諌 トニタ

ス)で毎秒 9枚計測 した 左前肢の挙例を機械刺

激装霞 (DPS-290;ダイヤメディカルシステム)

に取 り付けた馬毛ブラシで剣激 し く振幅 0.2mm,

50Hz,600ms),前後の蛍光変化を記録した.こ

の試行を50秒毎に行い,16-24試行の結果を加

算平均 した.さらに,5×5ピクセルの空間加算

平均によって画質をスム-ヌ化 した.処理をした

画像は,刺激直前 5枚の画像の平均 を 100%とす

る相対的蛍光変化 (AF/FO)を計算 し,擬似ス

ケールで提示 した.反応振 幅は20×20ピクセル

(400×400flm)内の最大値 AF/FOとして評価

した.計測終了後,マウスはペン トバルビタール

の過剰投与により安楽死 させた.

末梢神経切断

左前肢の掌側を支配 している正中 ･尺骨神経

(Medialandulnernerves,以下 M/U神経)を左

腕神経叢の位置で切断 した.M/U神経を腕神経

叢からピンセットを使って解離 し,神経に縫合糸

を通 した状態で計測を行った.その後,神経に適

している縫合糸の両端を引き,マウス頭部を移動

させずに神経を露出 させ,牽刀で切断 した.さら

に切断直後及び3時間稜の体性感覚野応答を計測

した.

末梢神経伝導阻害

末梢神経の伝導阻害には,Na+チャネル阻害剤

であるテ トロ ドトキシン (rm7X)と′m 抵抗性

Na+チ ャネル阻害 剤 で あるタランチュラ毒

(ProTx-Ⅰ)を使用 した (Middletoneta1.,2002).

mXは生理食塩水で溶 か したフィブ リノゲン

(iOOmg/ml)と混合 し, トロンビン (100U/ml)

を加えてフィブリンクロットを作 り,M/U神経

周囲に投与 した.m 等が神経以外に作用しない

ように,フィブリンクロットと神経の周 りをシリ

コンチュ-ブで囲み,さらにパラフイルムで周辺

組織と分離 した.
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電気刺激をM/U神経の中枢側断端に与える際

には,双極電極 を断端に取 り付け,神経切断直後

か ら単相の電流パルス (100iLS,10flA)を0.1

Hzの頻度で与え続けた.

神経栄養因子投与

グリア細胞由来神経栄養因子 (GDNF)の他

に.NGF.BDNF.NT-3.NTl4(7)効幣を解析 し

た.これらの栄養因子は生理食塩水で溶かし,フ

ィブリンクロットに混入 して M/U神経の中枢側

断端に与えた.神経栄養因子が周辺組織に作用 し

ないよう,神経断端とフィブリンクロットをパラ

フイルムで包んだ.

試薬

m ,フ ィブ リノゲ ン, トロ ンビン,NGF,

BDNF及び NT-4は和光純薬 1-.業から購 入した.

ProTx-Ⅰはペプチ ド研究所から購入した.NT-3

とGDNFは PeproTech(bndon,UK)から購入

した.

統計

実験デ-タの統計的有意性の評価にはStatⅥew

(SASInstitute,Carp,NC)を使 紺 し,Wilcoxon

signedranktest及び Mann-WhitneyUtestで評

価 した.

結 果

末梢神経切断後の体性感覚野応答増強

マウスの左前肢掌に馬毛ブラシ刺激 を与える

と,右体性感覚野のフラビン蛋白蛍光倍引ま刺激

開始後 0.4-0.5秒でピ-クに達 し,その後血管反

応が観察 された (図1A).

末梢神経切断後の大脳皮質一次体性感覚野応答

の消長を解析するために,左前肢掌の支配神経で

ある正中 ･尺骨 (M/U)神経 (図 1B,C)を切断

した.M/U神経を切断 した直後 (Oh),体性感覚

野応答は切断前 (Before)に比べて著 しく減弱す

る (図 IC),しか し,経時的に計測 を続けると3

時間後 (3b)には体性感覚野応答の増強が生 じ
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た M/U神経切断直後 (oh)の体性 感覚野応答

振幅を 1.0として各時間における応 答振幅を比較

すると.UJ断前は3.7±0.4(111ean±SEM.11-

6)であった応答が矧断直後に 1.0となり,矧断3

時間後には 2.0±0,2まで応答が回復 し,切断 直

後に比べて有意に増強 した (図 1D,n-6,P<

0.03).シャム手術では計測期間中に有意な体性感

覚野応答の変化は観察 されなかった (n-7).

末梢神経の薬理学的伝導阻害後に生 じる体性感覚

野応答の増強

M/U神経切断後に生ずる体性感覚野応答の増

強がどのように引き起 こされるのかを解明するた

めに,本研究では二つの仮説を検証 した.第-は

末梢神経には自発発火が存在 し,神経切断によっ

てこの発火が中枢に伝わらなくなると増強が生 じ

るという仮説である.第二は末梢神経の軸索流に

よって中枢に運ばれる神経栄養因子が神経矧断に

よって中枢に到達 しなくなると増強が生 じるとい

う可能性である.まず,第 -日HHH-の仮説を検証するた

めに神経の伝導を薬理学的に阻害する実験を行っ

た (図 2A).rmX (160/lM)を含ん だ フ ィブ リ

ンクロッ トをM/U神経に授与 したところ,神経

切断 と同様な体性感覚野応答の増強が観察 され

た.m を授与 した直後 Ohの応答振幅を 1.0と

すると投与 3時間後の応答振幅は有意に上昇 し,

2.2±0.2となった (n-12,P<0.01,図 2A,C).

予め前肢背側を支配 している棟骨 ･筋皮神経

(鮎diaiandmuscu旦oeuはmeousnerves,以下 R/Mc
神経)を切断 した状態でm をM/U神経 に投

与 して も応答の増強は起 こらなかった (n- 10,

図 2A,C),この結果は,M/U神経の伝導を阻害

するとR/MC神経の感度が急速に増加すること

を示 している.末梢神経にはrmX抵抗性の Na+

チャネルが存在 しており,神経因性寝癖に関与す

るとの載告がある (hietaL2004).そこで,m

にm 抵抗性 Na+チャネルのプロッカ-である

ProTx一日 50/JM)を加 えて神経に投与 したが,

m 単独投与と同等の結果 しか得 られなかった.

薬理学的伝導阻害の実験から,神経が切断 され

た場合でも中枢側の神経断端に活動電位を発生 さ

せれば体性感覚野応答の増強を阻害できると考え

られる.M/U神経の中枢側神経断端に0.1Hzの

電気刺激を切断直後から与え続けると,切断後 3

hの体性感覚野応答 と切断直後 との比は 1.3坐

0.1となり,神経切断単独に比べて有意に抑圧 さ

れた (n-7,P〈O.02,図 2B,C).これらの結

果は,末梢神経の自発発火が中枢に伝わらなくな

ると体性感覚野応答が増強するという仮説を支持

している,

神経栄養因子投与

次に,第二の可能性として神経栄養国子の役割

について解析 した.神経栄養園子の中でもGDNF

は神経因性痔痛を鋳痛する効果が報告 されている

(Boucheretal,2000).そこでまず M/U神経の中

枢側切断端に GDNF (lng/mi)を与え,その効

果を見た.投与癖二後を 1.0とした投与 3時間後の

応答振幅は 1.Oよ o.1であり,神経切断単独に比

べて有意な応答の増強 を生 じなかった (n-秩

P< 0.01,図 3A, C).GDNFは 三叉 神 経 枝

(Takedaeta1.,2010)や中脳の ド-パ ミン作動 性

ニュ-ロン (Yangetal.,2001)において K+チ ャ

ネルを阻害 し,興奮性を増強することが報告 され

ている.従って GDNFは中枢に運ばれて作用を

現わすのではなく,神経断端に直接作用 して活動

電位 を発生 させた可能性がある,そこで GDNF

に TTX (20liM)を混ぜ て授 与 した ところ,

GDNFの効 果 は消 失 した (図 3B, C).即 ち

GDNFが神経断端に作用 して活動電位を発生 さ

せることで,体性感覚野応答の増強を抑圧 したと

考えられる.

図 4はその他の代表的な神経栄養因子である

NGF,BDNF,NT-3及び NT-∠‖ニついて同様な

解析を行い,投与 3時間後の応答振幅をまとめた

もの で あ る.NGF以外 の神経栄 養 因子 に は

GDNFと同様に体性感覚野の増強 を抑圧する効

果があった.しか しこれらの神経栄養因子の中で

GDNFが最も強い効果を現わした.
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図 1 末梢神経切断後に誘発される体性感覚野応答の増強

A :左前肢掌側のブラシ刺激によって誘導 される右一次体性感覚野のフラビン応答の

経時変化.左上隅は蛍光画像,その他は擬似スケール画像.擬似スケール画像内の

数字は刺激開始後の時間を示す.

B:前肢掌側を支配する正中 ･尺骨 (M/U)神経を切断する前後の体性感覚野応答.

切断前 (Before),切断直後 (oh)及び切断 3時間後 (3h).

C:切断直後の応答 を 1.0とした時の切断前,切断 3時間後の応答振幅,Mean±

SEM で表記.括弧内の数値はマウスの匹数.
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図2 末梢神経の薬理学的伝導阻害によって生ずる体性感覚野応答の増強

A :左端の図は薬理学裾 云導阻害実験の概要.擬似スケール画像は,左からrrX (160

pM)をM/U神経に投与した直後 (Oh)及び投与 3時間後 (3h)の体性感鴬野

応答.

B:左端の図は中枢側断端への電気刺激実験の練乳 擬似スケール画像は,左から0.1
Hzの電隻も剰j激をM/U神経の中枢側断端に与えた産後 (Oh)及びを見続けてか

ら3時間後 (3h)の体性感鴬野応答.

C:各処置を行った直後 (Oh)を 1.0にした場合の処置3時間橡の応答振Ft鼠 棒グラ

フ内の数値はマウスの匹数.
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図3 GDNFによる体性感覚野応答増強の阻止効栄

A :左端の図は GDNF投与実験の概要.擬似 スケール画像は,左からGDNF(1

ng/m又)をM/U神経の中枢側断端に投与直後 (oh)及び投与3時間後 (3h)の

体性感覚野応答.

B :左端の図はGDNFとm の混合を授与した実験の概要.擬似スケール画像は,左

からGDNF(lng/ml)にm (20llM)を混ぜてM/U神経の中枢側断端に与え

た直後 (oh)及び与えてから3時間後 (3h)の体性感覚野応答,

C:各処置を行った直後 (oh)を1.0にした場合の処置 3時間後の応答振幅.棒グラ

フ内の数値はマウスの匹数.
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図4 神経断端への神経栄養因子没年の効果

神経栄華因子投与･3時間後の応答振幅.括弧内の数値はマウスの匹数.GDNFの濃

度は lng/ml,もしくは0.2ng/ml.NT-3,NT-4,BDNF及び NGFの濃度は l

ng/ml.P値は神経切断単独との比較

考 察

末梢神経切断による-次体性感覚野応答の増強メ

カニズム

本研究では,前肢掌側 を支配 しているM/U神

経を切断した後,マウス一次体性感覚野応答の変

化を解析 し,M/U神経切断後3時間以内に体性

感覚野応答の増強が生ずることを見出した.この

意連な増強がどのように引き起こされるのかを解

明するために二つの仮説を立てた.第--の仮説は,

末梢神経の自発発火が中枢に伝わらなくなること

で増強が生ずるということであり,第二の仮説は,

神経軸索流によって GDNFのような神経栄養園

子が中枢に運ばれなくなると増強が生ずるという

ことである.m による伝導阻害実験と,切断橡

の中枢側断端の刺激実験は第-----の仮説を支持した

が,GDNFを中枢側断端に与えても体性感覚野応

答が阻止 された.しかし,この GDNFの効果は

GDNFにTTXを加えて投与すると消失 した.従

って,GDNFが中枢に運ばれて効果を現わすので

はなく,神経断端において活動電位を生じさせる

ことで効果を現わすと思われる.

末梢神経の自発発火の役割

末梢神経の自発発火は感覚機能の発達に重要な

役割を担っている.視覚系では,網膜の自発発火

が皮質回路の形成に必要であることが報空音されて

いる 橘atz&Shatz,1996),聴覚系に於いても,

鵬牛神経節の自発的な活動が聴覚野の周波数マッ

プの微調整や維持に重要であることが報告されて

いる (Tritscheta1.,2007).本研究では末梢神経

に自発発火が存在し,体性感髄系の恒常性を維持

している可能性が示唆された.中枢側神経断端を

0.1Hzで電気刺激すると体性感覚野応答の増強が

生じなくなり,自発発火もこの程度の周波数であ

ると想定される.一方,末梢神経が手馴義されると,

損傷部位 に形成 され る神経腫 (Matmerand

Devor,1994)或いは橡枢神経節 (K癖nderand
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Bennett,1992)から10-50Hzの自発発火が発生

し,これによって中枢神経系内に神経因性棒痛を

発症 させるという報告 もある (WoolfandSalter,

2000).本研究では神経切断後数時間以内の現象

を解析 したが,さらに時間が経つとこれらの報告

のように高頻度自発発火が生じ,神経困性寝癖を

促進するという可能性がある.

神経損傷による皮質の可塑性は体性感覚野のみ

でなく,視覚野や聴覚野においても生じる.光を

異常に強く感じてしまう義明が視神経の損傷によ

って引き起こされ (KawasakiandPuTVin,2002),

内耳の有毛細胞の損傷によって耳鳴りが生ずると

報告されている (Saunders,2007).これらの感覚

異常は恐らく体性感覚系における神経因性痔痛発

症機構と類似したメカニズムで起きるのかも知れ

ない.

神経栄養因子と基底発火

神経栄養因子が神経活動を調節することは以前

から報告されている (Lohofeta1.,1993),本研究

では,GDNFの抑圧効果がrmXによって阻害 さ

れたことから (図 3),GDNFが神経断端におい

て活動電位を発生させていると思われる.末梢神

経にはGDNFとGDNFのリガンド受容体である

GFRα1が 発 現 し (Paratehaandkdda,2008,

Naveilhaneta1.,1997),末梢神経の損傷によって

神経断端におけるこれらの分子の発現が促進され

ると報告 されている (Naveilhaneta1.,1997).梶

って神経損傷時に神経 断端がGDNFの作用によ

って異常発火す る 可 能 性がある.一方,正常な状

態でも,末梢神経の自発発火とGDNFとの関連

があるかも知れない,GDNFの活動電位を誘導す

る機序については不明だが,GDNFはK+チャネ

ルを抑制するので (Yangeta1.,2001,Takedaet

aま.,2010),これによって神経の興奮性が促進され

る可能性がある.

大脳皮質可塑性と感覚モダリティ変化

大脳皮質の可塑性は神経を切断してから1時間

以内に誘導され その後長期間持続する(Merzenich

etai.,1983;CalfordandTweedale,1988;H豆ckmott
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andMerzenich,2002).今回の報告では前肢撃側

を支配するM/U神経を切断してから3時間以内

の体性感覚野応答の変化を解析 し,体性感覚野の

増強が実際に生ずることを実証した.本研究では

前肢刺激するために細い馬毛ブラシを用いた こ

のブラシの刺激によって誘導される体性感覚野応

答は触覚を反映 していると思われる.しかし,神

経切断後の急速な体性感覚野応答の増強が神経因

性蜂痛の初期過程であれば応答には触覚だけでな

く痛覚も含まれることが考えられる.末梢からの

感覚入力はモダリティによって脊髄内で上行経路

が違う.即ち,触覚は入力機と園側の後索 ･内側

毛帯路 (Jainetal"1995)杏,温度覚 .痛覚は対

側の脊髄視床路 (Peschanskieta1.,1985)をそれ

ぞれ上行する.もし刺激側と同側の後索 ･内側毛

帯路を破壊しても神経切断後の体性感覚野応答の

増強が現れれば,その応答は病魔と認めることが

出来ると思われる.これらが検証できれば,フラ

ビン蛋白蛍光イメージング法によって簡便に客観

的な棒痛の評価を行うことが出来るようになり,

より効果的に神経困性捧痛のメカニズムの解析や

治療法の開発が行えるのではないかと期待 され

ら.
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