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緒 言 

 

疼痛感受性には性差があり、男性よりも女性の方が痛みをより強く、頻回に、長く訴

える傾向にある（Unruh et al., 1996）。さらにその傾向は、顎関節痛、非定型歯痛、

三叉神経痛など頭頸部領域の痛みにおいても顕著であるとされる（Berkley., 1997）。

このような性差が生じる原因として、閉経後の女性ではエストロゲン補充療法によって

熱刺激に対する閾値が低下すること（Fillingim and Edwards., 2001）や顎関節症の症

状が悪化すること（Leresche et al., 1997）などから、女性ホルモン、特にエストロ

ゲン（Es）の疼痛感受性に対する修飾作用が考えられている。 

一方、近年、末梢での侵害受容において、Transient receptor potential vanilloid 

type1（TRPV1）と Anoctamin1 (ANO1)が注目されている。TRPV1は、カプサイシン（Cap）

や熱（43 ℃以上）、酸（プロトン）に応答する Ca2+透過性の高い非選択性陽イオンチャ

ネルであり（Caterina et al., 1997; Tominaga M and Tominaga T., 2005）、炎症時や

組織損傷時にはその活性や発現が高まり、痛覚過敏を惹起することが知られている（Ji 

et al., 2002; Moriyama et al., 2003; Shinoda et al., 2011）。また、Cl-チャネル

の一つである ANO1は、マウスの後根神経節で TRPV1と高率に共発現し、ANO1の阻害剤

により Cap刺激や熱侵害刺激に対する疼痛関連行動が抑制されることから、侵害受容に

対して、TRPV1と共役的に重要な役割を果たすイオンチャネルであることが示唆されて

いる（Cho et al., 2012; 富永ら., 2014）。さらにラットの TGで TRPV1 と ANO1が共発

現していることが明らかとなり、三叉神経系の侵害受容においても TRPV1 と ANO1 が重

要な役割を果たすことが示唆されている（Kanazawa and Matsumoto., 2014）。しかし、

Es が疼痛感受性を修飾するメカニズムにおいて、TRPV1 と ANO1 との関わりについては

明らかになっていない。 
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そこで本研究では、卵巣摘出（OVX）ラットに高容量又は低容量の 17β-エストラジ

オール-3-ベンゾアーゼ（E2）を短期間投与し、三叉神経第一枝支配領域（眼球表面）

に TRPV1 のリガンドである Cap を点眼した場合の、侵害受容に対する E2 の修飾作用を

行動学的、免疫組織学的に検討した。さらに、三叉神経節（TG）での TRPV1 及び ANO1

の mRNA量に対する E2の影響を Real-time PCR にて検討した。 
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実 験 方 法 

 

本研究は大阪大学歯学部動物実験委員会の承諾を得た（承認番号：動歯 22-008-0）。

実験動物に対する取り扱いは NIHのガイドラインに従い、その苦痛及び使用動物数を最

小限に留めるよう努力した。 

 

1.E2投与 OVXラットの作製 

Esの侵害受容に対する修飾作用を検討するため、血中 E2濃度の多寡を再現した動物

モデルを作製した。11 週齢、体重 210～230 ｇの雌性 Sprague-Dawley 系ラット（SLC, 

Shizuoka, Japan）を用いた。ペントバルビタールナトリウム（50 mg/kg,i.p.）麻酔下

で、両側の卵巣を摘出した（Ovariectomy；OVX）。OVX 3 週後を実験日とし、Tashiroら

の方法（Tashiro et al., 2007、2008、2014）を参考に、セサミオイル 200 μlに溶解

した低容量（4 μｇ, Low-Estradiol, LE群）または高容量（40 μｇ, High-Estradiol, 

HE 群）の E2（Sigma, St.Louis, MO, USA）を実験 2 日前より 2 日間連続単回皮下投与

した。実験日に E2 投与後の膣スメアの変化を検鏡で観察した。実験終了後、心臓の左

室より動脈血を採取し、E2 EIA KIT（BioCheck Inc, Foster City, CA, USA）を用いて

血清 E2濃度を測定した。 

 

2.行動学的検討（Eye wipe test） 

Cap刺激に対する E2の修飾作用を行動学的に検討するため、Priceらの方法(Price et 

al., 2004)に準じ、Eye wipe testを行った。動物を観察用の透明アクリルチャンバー

に入れ、少なくとも 60 分間静置して順応させた。その後、検者の片手で愛護的にラッ
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トの頭部を固定し、マイクロピペットに採取した Vehicle または 1 mMCap 溶液 10 μl

を左側眼球表面に滴下した。滴下後 5 分間、前足または後足で左眼を擦っている（Eye 

wipe）、または完全に閉眼している時間を疼痛関連行動時間として計測した。 

 

3.免疫組織学的検討（c-Fos免疫反応） 

Cap 刺激に対する E2 の修飾作用を免疫組織学的に検討するため、ニューロン興奮性

の指標である c-Fos蛋白（Hunt et al.,1987）の免疫反応を調査した。ペントバルビタ

ールナトリウム（50 mg/kg,i.p.）麻酔下で、マイクロピペットに採取した Vehicle、1 

mM または 10 mMCap 溶液 10 μl を左眼球表面に滴下した。滴下 2 時間後に左心室から

100 mlの 0.02 Mのリン酸緩衝生理食塩水（PBS; pH7.4）で瀉血後、4 ％パラホルムア

ルデヒドを含む 0.1 Mリン酸緩衝液（PB; pH7.4）500 mlで潅流した。下位脳幹から上

部頸髄を取り出し、同固定液にて 3 時間固定した後、30 ％スクロース溶液（4 ℃）に

浸漬した。厚さ 50 μm の連続横断凍結切片を作製し、PB 溶液に回収した。切片は PBS

で 20分間洗浄し、1 ％の正常ヤギ血清（Vectastain; Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, USA）で 20分間処理し、ウサギ抗 c-Fos抗体（7000倍希釈; Santa Cruz Biotech, 

Santa Cruz, CA, USA）で 12時間インキュベートした。PBSで洗浄の後、ビオチン化ヤ

ギ抗ウサギ抗体で 2時間インキュベートして洗浄し、その後アビジン-ビオチン-パーオ

キシダーゼ複合液（ABC液; Vectastain; VectorLaboratories, Burkingame, CA, USA）

で 1 時間インキュベートした。パーオキシダーゼ活性を可視化するため、0.05 ％ジア

ミノベンチジンテトラハイドロクロライド（DAB）、0.1 ％硫酸ニッケルアンモニウム及

び 0.01 ％過酸化水素水を含む 0.05 M トリス-塩酸緩衝液（pH7.2）で反応させた。切

片は PB 及び蒸留水で洗浄し、ゼラチン被覆スライドにマウントし、パーマウント

（Fisher Scientific, NewJerjey, CA, USA）で封入した。抗体の特異性は、一次抗体
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を適応しない場合には標識が陰性であることにより確認した。 

c-Fos免疫反応（c-Fos-IR）細胞発現は閂（obex;最後野の上端）を基準に、吻側+1.0 

mmから-6.0 mmまでの 10枚毎の切片を顕微鏡下（×100）で観察し、三叉神経脊髄路核

中間亜核・尾側亜核の境界付近（Vi/Vc,+0.5～-1.0 mm）、三叉神経脊髄路核尾側亜核（Mid 

Vc,-1.5～-2.5 mm）、三叉神経脊髄路核尾側亜核・上部頸髄境界付近（Vc/C1,-3.0～-5.0 

mm）における c-Fos-IR細胞数の平均値を比較した。Mid Vc と Vc/C1は浅層部（Laminae

Ⅰ/Ⅱ）と大細胞部（LaminaeⅢ-Ⅴ）を区別して観察した。 

 

4.分子生物学的検討（Real-time PCR） 

TRPV1及びそれと共役する ANO1に対する E2の修飾作用を分子生物学的に検討するた

め、Real-time PCRを用いて両イオンチャネルの mRNA量を調査した。 

ペントバルビタールナトリウム（50 mg/kg,i.p）麻酔下で断頭後、三叉神経節の第一・

二枝領域を摘出した。摘出した組織から、RNeasy micro kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) 

を用いて total RNAを抽出した。その後、サーマルサイクラー（Thermo Fisher Scientific 

Inc, Waltham, MA, USA）で、Prime Script RT Master Mix (Takara, Tokyo, Japan) を

用いて逆転写反応させ、cDNAを合成した。Real-time PCRは Roter gene 6000（Qiagen, 

Valencia, CA, USA）で、KAPA SYBR FAST qPCR kit (NIPPON Genetics, Tokyo, Japan)を

用いて行った。熱変性（95 ℃で 2分）、増幅（95 ℃で 2分、62 ℃で 30 秒、40 サイクル）

の反応条件で行い、TRPV1と ANO1の mRNA量を Roter gene 6000 series software（Qiagen,  

Valencia, CA, USA）で相対定量解析し、β-actinで補正した。 
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使用したプライマーは以下のとおりである。 

β-actin :（forward） TGTTACCAACTGGGACGAC  (reverse） GGTGTTGAAGGTCTCAAACAT 

TRPV1: (forward) GACATGCCACCCAGCAGG  (reverse) TCAATTCCCACACACCTCC 

ANO1: (forward)  CCATCAGAGCCAAAGACATCGG (reverse) GGGCTGTGGGACTGTGGTTGTTA 

 

5.統計解析 

実験結果は、平均値±標準誤差で表した。統計解析は、二元配置分散分析と Scheffé's 

F tset による多重比較、unpaired student’s t-testを用い、p<0.05を有意水準とし

た。 
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結 果 

 

1.E2投与 OVXラット 

E2 投与後のスメア像は、LE 群では発情休止期に類似した白血球を主体とする像

（Fig.1.a）、または発情後期に類似した白血球や少数の有核上皮細胞と角化上皮細胞が

混在した像が見られた（Fig.1.b）。一方、HE 群では発情前期に類似した有核上皮細胞

のみ（Fig.2.a）、または有核上皮細胞と角化上皮細胞が混在した像が見られた（Fig.2.b）。

E2投与後の血中 E2濃度は、HE群では 101.8±14.9 pg/ml（n=5）、LE群では 5.71±1.7 

pg/ml（n=7）であった。 

 

2.行動学的検討（Eye wipe test） 

Vehicle 滴下による LE群、HE群の疼痛関連行動時間はそれぞれ 1.0±0.3 秒、1.4±

0.2 秒であり、両群間に差を認めなかった。 

1 mMCap 滴下では、LE 群が 64.8±15.4 秒、HE 群が 143.4±21.2 秒であり、いずれ

も Vehicle滴下と比べ有意に延長した（ANOVA and Scheffé's F tset, p<0.05, p<0.01）。

さらに、LE群と比べ、HE群の方が有意に長かった（ANOVA and Scheffé's F tset, p<0.01）

（Fig.3）。 

 

3.免疫組織学的検討（c-Fos免疫反応） 

 左側眼球表面への Vehicle、1 mM、10 mMCap滴下により免疫陽性反応を示した細胞は、

核が灰色から黒色に標識された（Fig.4, 5）。滴下側では、1 mM、10 mMCap滴下により、

標識細胞の多くは Vi/Vc領域または Vc/C1領域に発現し、二相性の分布を認めた（Fig.6）。 
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 三叉神経脊髄路核 Vi/Vc 領域での切片 1枚あたりの c-Fos-IR細胞数は、LE群、HE群

それぞれ Vehicle滴下で 13.1±2.1 個、11.5±1.9 個、1 mMCap滴下で 15.6±2.5 個、

15.6±1.5 個、10 mMCap 滴下で 22.3±1.2 個、22.2±1.8 個であり、いずれも LE群と

HE群に差は認めなかった。また、両群ともに 10 mMCap滴下により Vehicle 滴下と比べ、

有意に増加したが（ANOVA and Scheffé's F tset, p<0.05）、1 mMCapと比べ有意な差

を認めなかった（Fig.7）。 

 三叉神経脊髄路核 Vc/C1 領域浅層部（LaminaeⅠ/Ⅱ）での切片 1枚あたりの c-Fos-IR

細胞数は、Vehicle滴下では LE群、HE群それぞれ 0.7±0.4 個、0.6±0.3 個であった。

1 mMCap滴下ではそれぞれ 9.9±1.1 個、20.9±2.5 個であり、HE群の方が有意に増加

した（ANOVA and Scheffé's F tset, p<0.05）。10 mMCap滴下ではそれぞれ 25.8±1.5 

個、38.0±3.7 個であり、HE群の方が有意に増加した（ANOVA and Scheffé's F tset, 

p<0.05）。また、LE群は 1 mMCap滴下では Vehicle滴下と比べ差は認めなかったが、10 

mMCap滴下により Vehicle、1 mMCap滴下と比べ有意に増加した（ANOVA and Scheffé's 

F tset, p<0.01）。HE群は 1 mMCap滴下により Vehicle滴下と比べ、10 mMCap滴下によ

り Vehicle、1 mMCap滴下と比べ有意に増加した（ANOVA and Scheffé's F tset, p<0.01）

（fig.8）。大細胞部（LaminaeⅢ-Ⅴ）での切片 1 枚あたりの c-Fos-IR 細胞数は、いず

れの群も 3 個未満であった（Fig.9）。 

 Mid Vc領域浅層部（LaminaeⅠ/Ⅱ）での切片 1枚あたりの c-Fos-IR細胞数は、LE群、

HE群それぞれ Vehicle滴下で 1.2±0.2 個、1.0±0.4 個、1 mMCap滴下で 6.4±1.1 個、

6.2±1.1 個、10 mMCap 滴下で 11.6±1.4 個、11.1±1.0 個であり、いずれも LE 群と

HE群に差を認めなかった。また、両群ともに 10 mMCap滴下で Vehicle滴下と比べ有意

に増加したが（ANOVA and Scheffé's F tset, p<0.01）、1 mMCapと比べ差を認めなか

った（Fig.10）。大細胞部（LaminaeⅢ-Ⅴ）での切片 1 枚あたりの c-Fos-IR 細胞数は、

いずれの群も 3 個未満であった（Fig.11）。 
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反対側でも滴下側と比べると発現数は少ないが、c-Fos-IR 細胞の発現を認めた

（Fig.12）。 

 

4.分子生物学的検討（Real-time PCR） 

 TRPV1、ANO1 いずれの mRNA 量も LE 群と比べ、HE 群の方が有意に増加した（unpaired 

t-test, p<0.01, p<0.05）（Fig.13）。 
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考 察 

  

本研究から得られた主な結果は、Cap 刺激に対して HE 群の疼痛関連行動時間と三叉

神経脊髄路核の Vc/C1 領域における c-Fos-IR 細胞数が増加したこと、さらに HE 群で

TGにおける TRPV1と ANO1の mRNA量が増加したことである。これらの結果は、E2が Cap

刺激による疼痛感受性を Vc/C1領域において亢進させること、さらにその機序の一つと

して、E2 により TG における TRPV1 や ANO1 といったイオンチャネルの発現が亢進して

いる可能性を示すものである。 

 

1.E2投与 OVXラット  

これまで Esの侵害受容に対する修飾作用を検討するために、OVX動物に徐放性の E2

ペレットを埋入する方法（Sanoja et al.,2005; Robbins.,2010; Hubscher.,2010）や

E2を皮下投与する方法（Reed et al.,2009; Small et al.,2013; An et al.,2014）が

用いられてきたが、生理的な血中濃度を再現する方法は未だコンセンサスが得られてい

ない。E2ペレットを埋入する方法は複数回投与の必要がなく、動物のストレスを軽減

できる長所があるが、血中 E2濃度が持続的に高濃度となる短所がある（Ström et 

al.,2012）。さらに、脳障害を惹起する危険性も報告されており（Ström et al.,2009, 

2010）、本研究では OVXラットに低容量または高容量の E2を 2日間皮下投与することで

血中 E2濃度の多寡を再現する動物モデルを作製した。OVXラットに E2を皮下投与する

方法は、これまでに広く用いられているが、投与量、投与期間は様々である（Reed et 

al.,2009; Small et al.,2013; An et al.,2014）。また、その多くは OVX動物を対照群

とした E2の有無による比較である。OVX後は negative feedbackの消失により下垂体

ホルモン（卵胞刺激ホルモン, 黄体化刺激ホルモン）が過剰に分泌されるため、OVX動



 

11 

 

物ではこれらのホルモンの影響を除外できない（Tashiro et al.,2008）。Ajikaら（1972）

は、OVXラットに E2を１日または 2日間皮下投与すると、過剰に分泌された下垂体ホ

ルモンが減少することを報告しており、本研究のモデルは侵害受容に対する E2の影響

を検討する目的に適していると考えられる。 

本研究では、LE 群のスメア像が発情休止期または発情後期に類似した像が見られた

のに対し（Fig.1）、HE 群では発情前期に類似像が見られた（Fig.2）。さらに、E2 投与

後の血中 E2濃度が HE群では 101.8±14.9 pg/ ml、LE群では 5.71±1.7 pg/ mlであり、

ラットの生理的な血中 E2 濃度は約 2～145 pg/ ml であることから（Isaksson et 

al.,2011）、血中 E2濃度の多寡を生理的範囲内で再現したモデルを作製できたと考えら

れる。 

 

2.行動学的検討（Eye wipe test） 

眼球表面、特に角膜は、侵害受容伝達に重要な Aδ線維と C線維が豊富に存在する組

織の一つとされており（Rozsa and Beuerman.,1982）、Eye wipe test は、Cap で角膜

を刺激した場合の行動学的評価法として、これまでにも多く用いられてきた（Price et 

al.,2004; Neubert et al.,2008; Nakao et al.,2012）。本研究ではこれらの先行研究

を参考に、Cap濃度を 1 mM（約 0.03 %）として実験を行った。今回、Vehicle滴下では

LE群、HE群ともにわずかな反応しか認めなかったが、1 mMCap滴下により LE群、HE群

いずれも Vehicle 滴下と比べ、疼痛関連行動時間が有意に延長したことから（Fig.3）、

この疼痛関連行動は Cap刺激により惹起されたと考えられる。さらに、1 mMCap滴下で

LE群と比べ、HE群の方が有意に疼痛関連行動時間が長かったことは、E2が Cap刺激に

よる疼痛感受性を亢進させることを示唆するものである。 
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3.免疫組織学的検討（c-Fos免疫反応） 

末梢組織に侵害刺激が加えられると、脊髄後角や延髄に c-Fosが発現すること、さら

に強度依存性に発現が増えることから、c-Fosは侵害刺激に対する脊髄や三叉神経脊髄

路核ニューロンの活動性の指標として知られている（Iwata et al.,1995; Shimizu et 

al.,2006; Gao and Ji.,2009）。三叉神経領域に侵害刺激が加えられた場合、その情報

は三叉神経脊髄路核に送られ、c-Fos-IR 細胞の発現が惹起される。本研究では、三叉

神経脊髄路核での c-Fos-IR 細胞の発現を、眼球表面への Cap 刺激に対するニューロン

の活動性の指標として使用した。 

眼球表面への Cap 刺激により滴下側で誘導された c-Fos-IR 細胞の多くが、三叉神経

脊髄路核の Vi/Vc領域または Vc/C1領域に発現し、二相性の分布を認めた（Fig.6）。ト

レーサーを用いた神経回路標識において、眼球表面からの一次感覚神経は、Vi/Vc領域

または Vc/C1 領域の浅層部に投射することが明らかとなっている（Marfurt and 

Deltoro., 1987; Takemura et al., 1991; Gong et al., 2003; Panneton et al., 2010)。

また、眼球表面への様々な侵害刺激により、Vi/Vc 領域及び Vc/C1 領域での c-Fos-IR

細胞の発現や ERKのリン酸化が誘導されることが知られており（Lu et al.,1993; Meng 

and Bereiter.,1996; Noma et al.,2008; Robbins et al.,2012）、本研究の結果はこ

れらの研究結果に一致すると考えられる。 

これまでの報告から Vi/Vc 領域と Vc/C1領域の機能については、差異があると考えら

れる。例えば Changら（Chang et al., 2010）は、眼球表面への Cap刺激で誘導される

c-Fos-IR細胞は Vc/C1領域では濃度依存性であるが、Vi/Vc 領域ではその傾向を認めな

いことを報告している。さらに Mengら（Meng et al., 1996）は、Vc/C1領域には特異

的侵害受容ニューロンが比較的豊富に存在しているのに対し、Vi/Vc領域のニューロン

は、その多くが非侵害刺激に反応する低閾値機械刺激受容ニューロンであることから、
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眼球表面からの侵害受容伝達に重要な領域は Vi/Vc領域ではなく、Vc/C1領域であると

している。本研究でも、LE 群、HE 群ともに Vc/C1 領域での反応が Cap 刺激濃度依存性

であるのに対し、Vi/Vc領域ではその傾向を認めないこと、さらに Vehicle滴下により、

Vi/Vc領域では 1 mMCap刺激時と同程度の c-Fos-IR細胞の発現を認めたのに対し、Vc/C1

領域では発現がわずかであることから（Fig.7.8）、Meng らの結果を支持するものであ

ると考えられる。 

 以上より、本研究において 1 mM、10 mMCap滴下時、Vc/C1 領域での c-Fos-IR細胞の

発現が HE群で有意に亢進したことは、E2が Cap刺激による疼痛感受性を Vc/C1領域で

亢進させたことを示唆するものである。Vi/Vc 領域の機能については、Vi/Vc をブロッ

クすると涙の分泌が抑制されるが、Vc/C1 をブロックしても影響を受けないことから、

涙の反射性分泌への関与を示唆する報告がある（Hirata et al.,2005）。本研究で認め

た Vi/Vc 領域の c-Fos-IR 細胞の発現も、点眼刺激で惹起された涙の反射性分泌による

神経興奮を反映している可能性がある。 

 また、本研究で反対側においても c-Fos-IR 細胞の発現を認めたが（Fig.12）、これ

までの報告から侵害刺激により両側の三叉神経脊髄路核に c-Fos-IR 細胞が発現するこ

とが知られており、その機序として自律神経系の関与や介在神経の反対側への投射が考

えられている（ Bereiter et al.,2002; Ogawa et al.,2003; Okada et al.,2011）。

本研究でも同様の機序で、反対側での c-Fos-IR細胞の発現が誘導されたと考えられる。 

 

4.分子生物学的検討（Real-time PCR） 

本研究での行動学的、免疫組織学的研究を踏まえ、TG における TRPV1 及びそれと共

役する ANO1 の mRNA 量に対する、E2 の影響について Real-time PCR で検討した。その

結果、HE 群の TG において TRPV1 mRNA と ANO1 mRNA 量が増加していた。この結果は、
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E2がTRPV1やANO1の発現を亢進させ、侵害受容を高める可能性を示すものであり、TRPV1

や ANO1 が女性の疼痛感受性のメカニズムを解明するうえで有力なターゲットになり得

ることを示唆するものである。 

Es は Es 受容体を介し作用を発現する。Es 受容体には Esαと Esβの２つのサブタイ

プが存在することが知られているが、その分布様式は組織により異なるとされる

（Amandusson and Blomqvist., 2013）。TGには Esαと、発現は少ないが Esβのいずれ

も存在しており、Es がこれらの受容体を介し侵害受容を調節することが示唆されてい

る（Bereiter et al., 2005）。本研究で認めた E2による TRPV1 mRNAと ANO1 mRNA 量の

増加が、いずれの受容体を介したものであるかについての検討は行えていないが、今後

阻害薬を用いるなどして更なるメカニズムの解明が必要である。 

また、今回は E2 の作用について TG に焦点を絞って検討を行ったが、Esαと Esβは

三叉神経系において TGだけではなく、三叉神経脊髄路核の Mid Vcと Vc/C1の各領域に

も多く存在するとされており（Bereiter et al.,2005）、E2が Vc/C1領域で疼痛感受性

を亢進させた可能性も否定できない。実際、E2 が Vc/C1 領域において、細胞外シグナ

ル調節キナーゼ（ERK）のリン酸化や、NMDA受容体の活性化によって疼痛感受性を亢進

させることが報告されている（Tashiro et al.,2009）。よって、侵害受容に対する Es

の修飾メカニズムは複雑であることが予想され、末梢及び中枢の両面において、今後さ

らなる検討が必要である。 
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結 語 

 

・E2は Cap刺激による疼痛感受性を、Vc/C1領域で亢進させることが示唆された。 

・E2が Cap刺激による疼痛感受性を亢進させる機序の一つとして、E2により TGにおけ

る TRPV1 や ANO1といったイオンチャネルの発現が亢進している可能性が示された。 

 

 

 本論文の要旨の一部は、第 42回歯科麻酔学会総会・学術集会（平成 26年 10月）に

おいて発表した。 
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a b 

Fig.1  LE群の膣スメア像 
LE群は発情休止期に類似した白血球を主体とする像（a）、または発情後期に類似した 
白血球や粘液、少数の有核上皮細胞と角化上皮細胞が混在した像（b）が見られた。 



a b 

Fig.2 ＨE群の膣スメア像 
HE群は発情前期に類似した有核上皮細胞のみ（a）、または有核上皮細胞と角化上皮細胞
が混在した像（b）が見られた。 
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Fig.3 Eye wipe test 
Eye wipe testによる疼痛関連行動時間を示す。1 mMCap滴下によりLE群、HE群ともに疼痛
関連行動時間は延長した(ANOVA, *:p<0.05 vs LE+Vehicle, ＃：p<0.01 vs HE+Vehicle)。1 
mMCap滴下ではHE群の方が有意に長くなった（ANOVA, a：p<0.01 vs LE+1 mMCap)。 
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Fig.4 三叉神経脊髄路核Vi/Vcにおける顕微鏡写真 
Vehicle、1 mM、10 mMCap滴下のいずれも、LE群とHE群の間に差はなかった。 
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Fig.5 三叉神経脊髄路核Vc/C1における顕微鏡写真 
1 mM、10 mMCap滴下では、HE群の方が有意に増加した。 
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Fig.6 滴下側における三叉神経脊髄路核のc-Fos-IR細胞の発現分布 
Vi/Vc領域及びVc/C1領域をピークとする二相性の発現分布を認めた。 
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Fig.7 三叉神経脊髄路核Vi/Vcにおけるc-Fos-IR細胞数 
Vehicle、1 mM、10 mMCap滴下のいずれも、LE群とHE群の間に差はなかった。両群ともに10 
mMCap滴下では、Vehicle滴下と比べ有意に増加したが、1 mMCapとの差は認めなかった
(ANOVA, *:p<0.05 vs LE+Vehicle, ＃p:<0.05 vs HE+vehicle)。 
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Fig.8 三叉神経脊髄路核Vc/C1浅層部におけるc-Fos-IR細胞数 
1 mM、10 mMCap滴下では、HE群の方が有意に増加した（ANOVA,  a：p<0.05 vs LE+1 mMCap ,   
b：p<0.05 vs LE+10 mMCap）。またLE群は10 mMCap滴下によりVehicle、1 mMCap滴下と比べ有意に
増加したANOVA, *:p<0.01 vs LE+Vehicle, LE+1 mMCap）。HE群は1 mMCap滴下によりVehicle滴下と比
べ、10 mMCap滴下によりVehicle、1 mMCap滴下と比べ有意に増加した（ANOVA, #:p<0.01 vs 
HE+vehicle, ♭：p<0.01 vs HE+Vehicle, HE+1 mMCap ）。 
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Fig.9 三叉神経脊髄路核Vc/C1大細胞部におけるc-Fos-IR細胞数 
いずれの群も発現は３個未満であった。 
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Fig.10 三叉神経脊髄路核Mid Vc浅層部におけるc-Fos-IR細胞数 
Vehicle、1 mM、10 mMCap滴下のいずれも、LE群とHE群の間に差はなかった。両群ともに10 
mMCap滴下では、Vehicle滴下と比べ有意に増加したが、1 mMCapとの差は認めなかった
(ANOVA, *：p<0.01 vs LE+Vehicle, ＃：p<0.01 vs HE+Vehicle)。 
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Fig.11 三叉神経脊髄路核Mid Vc大細胞部におけるc-Fos-IR細胞数 
いずれの群も発現は３個未満であった。 
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Fig.12 反対側における三叉神経脊髄路核のc-Fos-IR細胞の発現分布 
滴下側と比べると少ないが、反対側でもc-Fos-IR細胞の発現を認めた。 
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Fig.13 TGにおけるTRPV1とANO1のmRNA発現動態 
いずれもHE群の方が有意に発現していた(unpaired t-test , a:p<0.01, b:p<0.05 vs LE)。 


