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緒 言 

 

片頭痛は、人口の 10 %近くが罹患する疾患である。特徴としては、片側性、拍動性の激

烈な発作で、月に数回の発作時には日常生活の継続が困難となるほどであるため、患者の

Quality of life は著しく阻害される。発作の前兆として、閃輝暗点などの視覚異常、四肢脱

力、頭部から上肢にかけてのアロディニア、生あくびなどの随伴症状が認められることが

多い。 

片頭痛の発症メカニズムについては、三叉神経血管説が最も有力なメカニズムとして考

えられているが、いまだ完全に解明されていないのが現状である。三叉神経血管説では、

何らかの刺激により硬膜血管周囲の三叉神経終末が刺激され、神経終末から substance P、

CGRP（calcitonin gene related peptide）などの神経伝達物質が放出されることで、硬膜

に神経原性炎症と血管拡張が起こる。この末梢の反応により、さらに三叉神経の興奮が増

強し、順行性伝導することで、視床そして大脳皮質に伝達され、頭痛が発症すると考えら

れている（Moskowitz MA, 1984）。 

現在、片頭痛発作の前兆としての頭部皮膚のアロディニアが、治療薬であるトリプタン

製剤の早期服薬の指標とされている（清水, 2005）。また、片頭痛発作時には、患者の 79 %

で頭部や前腕部の痛覚閾値が低下し、アロディニアが惹起されるという報告（Burstein R et 

al., 2000）や、片頭痛の罹患期間が長ければ長いほど、発作が高頻度であればあるほど、三

叉神経系の中枢性感作による頭頸部や四肢のアロディニアが合併しやすくなるという報告

（Mathew NT et al., 2004）がある。さらに、アロディニアの発生、つまり三叉神経血管系

の興奮が頻回になると、疼痛調節系の変調や感覚系ニューロンの障害を引き起こし、片頭

痛を慢性化させるという報告（Louter MA et al., 2013）もある。すなわち、片頭痛発作の

たびに三叉神経系が感作され続けることにより、片頭痛の病態を悪化させるという悪循環

を引き起こすと考えられている。 

また、片頭痛は三叉神経第一枝領域だけでなく、第二枝や第三枝領域の口腔顔面痛とも
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密接な関連をもち、歯科臨床において鑑別診断が求められる代表的疾患である（和嶋, 2005）。

例えば、片頭痛が原因で非歯原性歯痛が生じるという報告（Namazi MR, 2001）や、片頭

痛の一種として三叉神経第二、三枝に限局して生じる「顔面片頭痛（Facial migraine）」と

いう病態が報告（Pinto A et al., 2009）されている。以上より、片頭痛の病態には三叉神経

第一枝だけでなく第二枝や第三枝の興奮や感作が大きく関与していることが推測される。 

神経障害性疼痛モデルの一つである慢性絞扼神経損傷（chronic constriction injury: CCI）

モデルは、機械刺激に対してアロディニアを示すことが報告されている（Vos BP et al., 

1994）。アロディニアの発症メカニズムは、強い持続的な炎症や神経損傷後、その末梢部位

における Nerve growth factor（NGF）の産生増加、TRPV1（transient receptor potential 

vanilloid 1）受容体の活性化亢進、脊髄後角のシナプス部位におけるミクログリア細胞の活

性化、NMDA 受容体の活性化亢進などの可塑的変化が惹起されて、その支配神経に末梢性

感作と中枢性感作が誘導される結果、神経の興奮性が増強され、アロディニアが確立する

と考えられている（Woolf CJ and Thompson SW., 1991; Woolf CJ et al., 1994; Tsuda M et 

al., 2003; Basbaum AI et al., 2009）。 

そこで、本研究では、片頭痛の増悪因子における三叉神経系感作の役割を明らかにする

ことを目的として、片頭痛誘発動物モデルに対し、三叉神経第二枝の慢性絞扼神経損傷に

よる三叉神経の感作が、片頭痛発作にどのような影響を与えるかについて検討した。 
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実験方法 

 

実験動物に対する苦痛および使用動物数は最小限に留めるように努力した。当研究計画

は、NIH の実験動物の飼育と取扱いのガイドラインに沿ったものであり、大阪大学大学院

歯学研究科動物実験委員会の審査を受け、承認を得た（No.24-014, No.26-018）。 

 

1、慢性口腔顔面痛（神経障害性疼痛）モデルラットの作製 

 実験には、6 週齢の雄性 Sprague Dawley ラット（体重 250-300 g）（日本チャールズリ

バー、横浜、日本）を用いた。 

 慢性口腔顔面痛（神経障害性疼痛）モデルの作製は Vos（Vos BP et al., 1994）、Henry  

（Henry MA et al., 2007）らの方法を参考にして行った。ラットにペントバルビタール（ソ

ムノペンチル®、共立製薬、東京、日本）50 mg/kg の腹腔内投与により全身麻酔を行い、

右側 whisker pad 皮下に 1 %キシロカイン（アストラゼネカ、大阪、日本）で局所麻酔を

行った。同部位の端に 5 mm の切開をいれ、筋組織等をよけて右側眼窩下神経（infraorbital 

nerve: ION）を露出させた。黒ナイロン糸（4-0）を神経の下に通し、2 mm 間隔をあけ、

2 か所を緩やかに結紮し、閉創した。反対側は無処置とした。対照として、右側眼窩下神経

の剖出のみ行い閉創したラットを Sham 群とした。 

 

2、機械刺激に対する逃避閾値の測定（von Frey test） 

ラットを 20 cm 四方の箱の上で 10 分間放置し、環境に馴化させた。その後、0.6、1、2、

4、8、15、26 g の von Frey filament（室町機械、東京、日本）を用いて、結紮側の whisker 

pad の中央部に機械刺激を与え、ラットが 5 回の刺激中 3 回以上逃避行動を示す von Frey 

filament の最小値を逃避閾値として記録した。測定はまず眼窩下神経結紮（chronic 

constriction injury to rat’s infraorbital nerve: CCI-ION）前に行い、26 g 以下で反応する

ものは本実験より除外した。それ以外のラットには、結紮手術あるいは模擬手術を行い、
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結紮後 7 日、14 日、21 日目に von Frey test を行った。 

CCI-ION を行ったラットのうち、結紮後 21 日目の逃避閾値が結紮直前の逃避閾値より

低下（15 g 以下）したラットを慢性口腔顔面痛（神経障害性疼痛）発症とし、以下の実験

に用いた。測定値が 26 g より低下しなかったラットは本実験から除外した。 

 

3、片頭痛モデルラットの作製と行動観察 

結紮後 14 日目に、ペントバルビタール 50 mg/kg の腹腔内投与によりラットに全身麻酔

を行い、脳定位固定装置（ナリシゲ、東京、日本）に固定した。頭部正中皮下に 1 %キシロ

カインで局所麻酔を行い、頭皮を正中切開し、頭蓋骨を露出させた。ラウンドバーにて右

側頭蓋骨の一部を除去して、右側横行静脈洞上の硬膜を露出させ、カニューレを硬膜の表

面に当たるように植立し、頭蓋骨に歯科用レジンにて固定した。結紮後 21 日目（カニュー

レ植立後 7 日目）に、カニューレより 10 mM カプサイシン（Cap）20 µl をマイクロシリ

ンジを用いて硬膜上に注入した。10 mM カプサイシン溶液は、カプサイシン（3.1 mg、和

光純薬工業、大阪、日本）を 100 %エタノール（65.2 µl、和光純薬工業）に溶解後、Tween-80

（65.6 µl, polyoxyethylene (20) sorbitan monooleate, 和光純薬工業）を加えて、生理的食

塩水（871.8 µl）で希釈して作成した。また 100 %エタノール、Tween-80 および生理的食

塩水を混合した溶液を Vehicle（Vehi）として用いた（志賀, 2011）。 

行動観察は、結紮後 21 日目（カニューレ植立後 7 日目）に、ラットを無作為に以下の 4

群に分けて比較検討した。 

（1）Sham+Vehi 群: Sham ラットに Vehicle をカニューレより投与した群（n=8） 

（2）CCI-ION+Vehi 群: CCI-ION ラットに Vehicle をカニューレより投与した群（n=5） 

（3）Sham+Cap 群: Sham ラットにカプサイシンをカニューレより投与した群（n=14） 

（4）CCI-ION+Cap群: CCI-IONラットにカプサイシンをカニューレより投与した群（n=13）

実験は 9：00 から 16：00 までの間に行った。ラットを観察用ケージに入れ、カニューレ 
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より 10 mM カプサイシンもしくは Vehicle をマイクロシリンジを用いて 20 µl 投与した。 

その後、ビデオカメラにて行動を 30 分間撮影した。この間に、（1）Immobilization（不動 

化）: 休息を含む全く動かない状態、（2）Exploration（探索行動）: 歩行、起立、におい 

かぎ行動、（3）Face Grooming（顔面領域の毛づくろい）: 前足での顔面領域の毛づくろい 

行動、を観察し、それぞれの行動の合計持続時間を計測した。 

 

4、片頭痛モデルラットの作製と免疫組織化学的検討 

結紮後 21 日目に、ペントバルビタール 50 mg/kg の腹腔内投与によりラットに全身麻酔

を行い、脳定位固定装置に固定した。頭部正中皮下に 1 %キシロカインで局所麻酔を行い、

頭皮を正中切開し、頭蓋骨を露出させた。ラウンドバーにてラットの右側頭蓋骨の一部を

除去して、右側横行静脈洞上の硬膜を直径 3 mm 露出させた。2 時間後、硬膜上に 10 mM

カプサイシンあるいは Vehicle を浸した綿球を留置し、その 4 分後に、ペントバルビタール

の腹腔内過量投与下にて、0.01 M リン酸緩衝生理食塩水（PBS, pH7.4）で脱血し、4 %パ

ラホルムアルデヒドを含む PBS を用いて灌流固定を行った。灌流固定終了後、右側三叉神

経節（TG）、三叉神経脊髄路核尾側亜核（Vc）および上部頸髄（C1-C2）を摘出し、4 ℃

で同固定液に浸漬して後固定したのち、30 %スクロース溶液に移し換え、4 ℃で保存した。 

（1）ABC 法 

灌流したラットの TG 、Vc および C1-C2 において、phosphorylated extracellular 

signal-regulated kinase（pERK）の免疫組織化学的染色を行った。 

クライオスタット（Leica CM3050 S, Leica, Wetzlar, Germany）を用いて、TG から厚

さ 10 µm の連続凍結水平断切片を作製し、スライドに貼り付けた。スライドに貼り付けた

切片は 0.3 %過酸化水素水を含むメタノールで内因性ペルオキシダーゼを不活性化した後、

1 %正常ヤギ血清（Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）でブロッキングを行い、

一次抗体であるウサギ抗 pERK 抗体（phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2), 1:1000, Cell 
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Signaling Technology, Danvers, MA, USA）で 24 時間インキュベートした。切片を PBS

で洗浄後、二次抗体であるビオチン化ヤギ抗ウサギ IgG 抗体（Vector Laboratories）で 1

時間インキュベートし、その後、アビジン-ビオチン-ペルオキシダーゼ複合液（Vector 

Laboratories）で 1 時間インキュベートした。ペルオキシダーゼ活性を可視化するため、切

片を 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

ンモニウムおよび 0.01 %過酸化水素水を含む 0.05 M トリス塩酸緩衝液（pH7.2）（Vector 

Laboratories）で処理した。その後、アルコール脱水し、パーマウント（Fisher Scientific, 

Pittsburgh, PA, USA）で封入した。 

ミクロトーム（リトラトーム REM-710、大和光機工業、埼玉、日本）にて、Vc、C1-C2

から厚さ 40 µm の連続凍結横断切片を作製した。3 切片おきに 1 切片を取り出して、浮遊

切片とし、TG の場合と同様に ABC 法による DAB 染色を行った。その後、ゼラチン被覆

スライドにマウントして、アルコール脱水し、パーマウントで封入した。 

抗体の特異性は、吸収抗体を用いた場合と一次抗体を適用しない場合において標識が陰

性であることにより確認した。 

ABC 法により免疫染色した TG 、Vc および C1-C2 は光学顕微鏡（OLYMPUS BX 51, 

OLYMPUS, 東京, 日本）にて詳細に観察した。TG の抗 pERK 抗体陽性細胞発現は、10

枚ごとに 1 切片を抽出し、200 倍率の条件で 1 視野あたりの全細胞数が約 60 個である部位

を 1 切片から 3 か所選択して、全細胞数における抗 pERK 抗体陽性細胞数の割合を算出し

た。Vc、C1-C2 の抗 pERK 抗体陽性細胞発現は、Obex（最後野の上端）から 6480 µm 尾

側の間で、6 枚ごとに 1 切片を抽出し、切片上に認められた抗 pERK 抗体陽性細胞数をカ

ウントして、算出した。 

（2）蛍光二重染色 

灌流したラットの TG から ABC 法の場合と同様に切片を作製した。10 %正常ヤギ血清で

ブロッキングを行い、一次抗体であるウサギ抗 pERK 抗体（1:1000, Cell Signaling 
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Technology）とニューロンのマーカーであるマウス抗NeuN抗体（1:1000, Merck Millipore, 

Billerica, MA, USA）で 24 時間インキュベートした。切片を PBS で洗浄後、二次抗体で

あるAlexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgGとAlexa Fluor 568 goat anti-mouse IgG（1:400, 

Invitrogen, Carsbad, CA, USA）にて 2 時間インキュベートし、その後、Fluoromount

（Diagnostic BioSystems, Pleasanton, CA, USA）を用いて封入した。 

蛍光二重染色をした TG は共焦点レーザー顕微鏡（Axio Imager 2, ZEISS, Jena, 

Germany）を用いて詳細に観察した。 

 

5、統計学的解析 

結果は平均値±標準偏差として表した。 

機械刺激に対する逃避閾値の変化（von Frey test）に対する統計学的解析において、経

時的変化の差の検定は反復測定一元配置分散分析（post hoc Tukey-Kramer test）を用いて

解析した。また、各測定日における 2 群の統計学的比較には Student’s t-test を用いて解析

した。危険率は p<0.05 で有意差ありとした。 

行動評価、抗 pERK 抗体陽性細胞数および抗 pERK 抗体陽性細胞数の割合に対する統計

学的解析には、一元配置分散分析（post hoc Tukey-Kramer test）を用いた。危険率は p<0.05

で有意差ありとした。 
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結 果 

 

1、CCI-ION モデルラットの機械刺激に対する逃避閾値の変化（von Frey test）（Fig.1） 

本実験において、CCI-ION（n=121）によるアロディニア発症率は 34.7 %であった。（ア

ロディニア発症群: n=42） 

CCI-ION モデルラットは結紮前と比較して、結紮後 7 日、14 日、21 日目において、機

械刺激に対する逃避閾値が有意に低下した。また、CCI-ION モデルラットの逃避閾値は、

Sham 群（n=50）と比較して、結紮後 7 日、14 日、21 日目の各日において有意に低下し

た。 

 

2、行動評価 

（1）Immobilization（不動化）（Fig.2A） 

Immobilization の合計持続時間は、Sham+Vehi 群で 179±185 秒、CCI-ION+Vehi 群で

312±334 秒、Sham+Cap 群で 661±354 秒、CCI-ION+Cap 群で 1069±422 秒であった。

Sham+Cap 群において、Sham+Vehi 群と比較して Immobilization の合計持続時間が有意

に延長した。また、CCI-ION+Cap 群において、Sham+Vehi 群、CCI-ION+Vehi 群、

Sham+Cap 群と比較して Immobilization の合計持続時間が有意に延長した。 

（2）Exploration（探索行動）（Fig.2B） 

Exploration の合計持続時間は、Sham+Vehi 群で 1414±309 秒、CCI-ION+Vehi 群で

1252±283 秒、Sham+Cap 群で 993±336 秒、CCI-ION+Cap 群で 637±348 秒であった。

Sham+Cap 群において、Sham+Vehi 群と比較して Exploration の合計持続時間が有意に短

縮した。また、CCI-ION+Cap 群において、Sham+Vehi 群、CCI-ION+Vehi 群と比較して

Exploration の合計持続時間が有意に短縮し、Sham+Cap 群との比較では短縮傾向がみら

れた（p=0.052）。 
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（3）Face Grooming（顔面領域の毛づくろい）（Fig.2C） 

Face Grooming の合計持続時間は、Sham+Vehi 群で 95±71 秒、CCI-ION+Vehi 群で

151±73 秒、Sham+Cap 群で 77±42 秒、CCI-ION+Cap 群で 71±75 秒であり、どの群にお

いても有意な差は認められなかった。 

 

3、免疫組織化学的検討 

（1）三叉神経節（TG） 

抗 pERK 抗体陽性細胞がニューロンであるかどうかを同定するため、ニューロンのマー

カーである NeuN との蛍光二重染色を行った。抗 pERK 抗体陽性細胞はすべて抗 NeuN 抗

体陽性を示していたことより、本研究で検出された抗 pERK 抗体陽性細胞はニューロンで

あることが確認された（Fig.3A, B, C）。 

また、TG における抗 pERK 抗体陽性細胞数の割合について比較したところ、抗 pERK

抗体陽性細胞数の割合は、Sham+Vehi 群で 3.0±0.4 %、CCI-ION+Vehi 群で 4.7±0.2 %、

Sham+Cap 群で 5.9±0.5 %、CCI-ION+Cap 群で 9.9±2.2 %であった（Fig.4, 5）。CCI-ION 

+Cap 群において、抗 pERK 抗体陽性細胞数の割合は Sham+Vehi 群、CCI-ION+Vehi 群、

Sham+Cap 群と比較して有意に多い値を示した。 

（2）三叉神経脊髄路核尾側亜核（Vc）、上部頸髄（C1-C2） 

各群において、大部分の抗 pERK 抗体陽性細胞は Vc、C1-C2Ⅰ層とⅡ層の腹外側に密集

して分布していた（Fig.6）。 

カプサイシン投与の影響を検討するため、Sham+Vehi 群と Sham+Cap 群を比較したと

ころ、Obex から 3600 µm 尾側部において抗 pERK 抗体陽性細胞数は、Sham+Cap 群で有

意に多い値を示した（Fig.7）。また、CCI-ION+Vehi 群と CCI-ION+Cap 群を比較したと

ころ、Obex より 2160 µm から 6480 µm 尾側部において抗 pERK 抗体陽性細胞数は、

CCI-ION+Cap 群で有意に多い値を示した。 
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片頭痛モデルに対する CCI-ION の影響を検討するため、Sham+Cap 群と CCI-ION+Cap

群を比較したところ、Obex から 3600 µm と 4320 µm 尾側部において抗 pERK 抗体陽性細

胞数は、CCI-ION+Cap 群で有意に多い値を示した。 
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考 察 

 

1、慢性口腔顔面痛モデルラットについて 

本研究で使用したCCI-IONモデルは、三叉神経領域の慢性口腔顔面痛（神経障害性疼痛）

モデルの一つとして、広く実験に用いられている（Vos BP et al., 1994; Kernisant M et al., 

2008; Shibuta K et al., 2012; Suzuki I et al., 2013）。この CCI モデルは、末梢神経結紮

による慢性障害を与えることで、化学刺激、機械刺激、温熱刺激に対してアロディニア（感

覚異常）を示すようになるといわれている（Vos BP et al., 1994; 讃岐ら, 2007）。例えば、

眼窩下神経の CCI モデルでは、結紮後 1 日目から機械刺激に対しアロディニアが発症し、

少なくとも 21 日目までアロディニアが持続するという報告がある（Suzuki I et al., 2013）。 

アロディニアが発症するメカニズムとしては、神経損傷や強い持続的な炎症により、そ

の末梢部位における NGF の産生増加、TRPV1 受容体の活性化亢進、脊髄後角のシナプス

部位におけるミクログリア細胞の活性化、NMDA 受容体の活性化亢進などの可塑的変化が

惹起されて、その支配神経に末梢性感作と中枢性感作が誘導される結果、神経の興奮性が

増強され、アロディニアが確立すると考えられている（Woolf CJ and Thompson SW., 1991; 

Woolf CJ et al., 1994; Tsuda M et al., 2003; Basbaum AI et al., 2009）。三叉神経領域にお

いても、眼窩下神経結紮後、Vc および C1-C2 でのミクログリア細胞の活性化、ニューロキ

ニン 1 受容体の発現増加や TG でのカリウムイオンチャネルの変化などにより、三叉神経

の感作が誘導されると考えられている（Xu M et al., 2008; Takeda M et al., 2011）。 

以上より、本研究において結紮直前と比較し、結紮後 21 日目において三叉神経第二枝領

域への機械刺激に対する逃避閾値が結紮直前より低下したものをアロディニア発症とし、

それらのラットを三叉神経が感作された慢性口腔顔面痛モデルとして本実験に使用した。   

本実験におけるアロディニア発症率は 34.7 %であり、31 %であったという報告（讃岐ら, 

2007）とほぼ一致する。他の部位に比べ発症率が低いのは、術野が狭く、操作性に乏しい
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ためと考えられる。 

 

2、片頭痛モデルラットについて 

片頭痛は何らかの機序により三叉神経血管系が刺激され、神経終末から substance P、

CGRP などの神経伝達物質が放出され、硬膜に無菌性炎症である神経原性炎症と血管拡張

が起こり発症するという説（三叉神経血管説）が現在までのところ最も有力とされている

（Moskowitz MA, 1984）。この説に加え、硬膜に分布する三叉神経の興奮と感作が、片頭

痛に深く関与しているということが徐々に明らかとなってきている（Bernstein C and 

Burstein R, 2012）。 

現在までに片頭痛モデルラット作製の方法として、三叉神経節に電気刺激を与える方法

や、硬膜にカプサイシン、炎症性メディエーター、マスタードオイルなどの化学刺激を与

える方法が報告されている（Shepheard SL et al., 1995; Kemper RH et al., 1997; 

Strassman AM et al., 1996; Okada-Ogawa A et al., 2011）。 

本研究では、片頭痛モデルラット作製のため、TRPV1 受容体アゴニストであるカプサイ

シンを硬膜上に投与する方法を選択した。非選択的な陽イオン透過性を持つイオンチャネ

ルであるTRPV1受容体は、一次感覚ニューロンのうち主に無髄C線維に存在し、polymodal

侵害受容器として機能しており、カプサイシンや 43 ℃以上の熱、酸（プロトン）によって

活性化する（Caterina MJ et al., 1997; Gunthorpe MJ and Chizh BA, 2009; Moran MM et 

al., 2011）。この TRPV1 受容体は脳硬膜に分布する三叉神経に存在し、脳硬膜に生じた侵

害刺激の情報伝達に関与しているという報告（Shimizu T et al., 2007）や、片頭痛の治療

薬であるスマトリプタンがカプサイシンによる TRPV1 受容体の活性化を抑制するという

報告（Evans MS et al., 2012）がある。また、片頭痛の前兆時に認められる現象である大

脳皮質拡延性抑制（Cortical Spreading Depression）により、細胞外のプロトンが増加す

ることで、脳硬膜に存在する TRPV1 受容体が活性化され、片頭痛が発症するという報告が
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ある（Iwashita T et al., 2013）。以上より、TRPV1 受容体の活性化が片頭痛発症に深く関

与していると考えられる。 

 

3、行動変化に対する硬膜へのカプサイシン刺激と CCI-ION の影響 

本研究において、Sham+Cap 群は、Sham+Vehi 群と比較して、Immobilization の合計

持続時間が有意に延長し、逆に Exploration の合計持続時間が有意に短縮した。過去に、ラ

ットに片頭痛を誘発すると侵害刺激に対する行動としての Immobilization が増加するとい

う報告がある（Kemper RH et al., 1998; Melo-Carrillo A and Lopez-Avila A, 2013）。そし

て、この行動変化は、片頭痛患者において体動により症状が増悪されるため、行動が制限

されるという臨床症状と類似する。これらのことより、本研究においても、硬膜へのカプ

サイシン刺激により片頭痛が誘発されたと考えられた。 

さらに、CCI-ION+Cap 群は Sham+Cap 群と比較して、Immobilization の合計持続時間

が有意に延長し、逆に Exploration の合計持続時間が短縮する傾向がみられた。以上より、

眼窩下神経結紮により、硬膜へのカプサイシン投与により誘発された片頭痛がより増強さ

れた可能性が考えられた。 

 

4、pERK 発現に対する硬膜へのカプサイシン刺激と CCI-ION の影響 

侵害刺激に対するニューロンの活動性の指標として、一般的に c-Fos や pERK がよく用

いられている。末梢組織への侵害刺激により、脊髄後角や Vc に c-Fos の発現が認められる

という報告（Hunt SP et al., 1987; Iwata K et al., 1995）があることより、c-Fos は古くか

ら、侵害刺激に対するニューロンの活動性の指標として用いられてきた。しかし、運動負

荷といった持続的な非侵害刺激に対しても c-Fos は発現する（Neumann S et al., 2008）こ

とから、必ずしも痛みに特異的なマーカーとは言い切れず、また実際、痛覚伝達機序にど

のように関与するのかほとんど解明されていない（Gao YJ and Ji RR, 2009）。一方、細胞
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外シグナル調節キナーゼ（ERK）は分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ（MAPK）フ

ァミリーの 1 つであり、さまざまな刺激により MAPK 経路が活性化されるとリン酸化され、

細胞外のシグナルを核内へ伝達する役割を担っている。痛覚伝達においては、末梢組織の

侵害刺激により、脊髄後角、後根神経節、三叉神経節において、pERK が発現することが

報告されている（Ji RR et al., 1999; Zhuang ZY et al., 2005; Iwashita T et al., 2013）。ま

た、ラットの末梢組織への侵害刺激による TRPV1 受容体を介した痛覚情報伝達は、一次ニ

ューロンにおける ERK のリン酸化を介しているという報告（Dai Y et al., 2002）がある。

現在、多くの研究によって、侵害刺激により放出される神経伝達物質が痛覚伝達に関与す

る NMDA 受容体などを活性化することで、ERK がリン酸化され、その結果、痛みが生じ

ることが分かってきている（Gao YJ and Ji RR, 2009）。以上より、近年、pERK は侵害刺

激に対するニューロンの活動性のより特異的な指標として、広く用いられるようになって

きている（Shimizu K et al., 2006; Shoda E et al., 2009）。そこで本研究では、TG、Vc お

よび C1-C2 におけるニューロンの活動性を確認するため、これらの部位における pERK 発

現を免疫組織化学的染色にて検討した。 

本研究において、CCI-ION+Cap群で、TGにおける抗 pERK抗体陽性細胞の割合が Sham 

+Cap 群と比較して有意に多くなったことから、CCI-ION により、三叉神経一次ニューロ

ンの活動性がさらに亢進したことが示唆された。過去に、第一大臼歯支配神経に炎症を起

こすと、TG のサテライト細胞が活性化し、第二大臼歯を支配する神経にも興奮が伝導し、

TG における pERK 発現が増加するという報告（Matsuura S et al., 2013）や、三叉神経第

三枝に炎症を起こすと、TG における NGF の増加により、第三枝だけでなく第二枝も感作

され、その結果、痛覚過敏が惹起されるという報告（Shinoda M et al., 2011）がある。以

上より、本研究で観察された TG での三叉神経の活動性の増強（pERK 発現の増加）は、三

叉神経第二枝障害（眼窩下神経結紮）により、第一枝においても末梢性感作が誘導された

ためと考えられた。 
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本研究において抗 pERK 抗体陽性細胞は、Vc および C1-C2 領域のⅠ層とⅡ層の腹外側

に多く発現していた。Vc および C1-C2 には体部位局在性が認められ、三叉神経第一枝は腹

外側に投射するという報告（Yokota T and Nishikawa N, 1980; 川本, 1993）があることよ

り、本研究で観察された抗 pERK 抗体陽性細胞発現の局在は、硬膜へのカプサイシン投与

による三叉神経第一枝の活動性を反映していると考えられる。 

本研究で Obex から 3600 µm と 4320 µm 尾側部において、CCI-ION+Cap 群は

Sham+Cap 群と比較して、抗 pERK 抗体陽性細胞数が有意に多い値を示した。この領域に

おいて、Sham+Vehi 群と Sham+Cap 群を比較したところ、抗 pERK 抗体陽性細胞数が

Sham+Cap 群で有意に多い値（Obex から 3600 µm 尾側部）、あるいは多い傾向（p=0.079、

Obex から 4320 µm 尾側部）が認められた。硬膜へのカプサイシン刺激により発現する抗

pERK 抗体陽性細胞数は、Vc および C1-C2 において、Obex レベルと Obex から 3600 µm

尾側部でピークを有するという報告（志賀, 2011）があることより、硬膜へのカプサイシン

刺激で活性化される三叉神経第一枝は Obex から 3600 µm、4320 µm 尾側部付近に多く投

射していることが示唆された。以上より、三叉神経第一枝が多く投射していると考えられ

る領域においてのみ、CCI-ION+Cap 群は Sham+Cap 群と比較して、抗 pERK 抗体陽性細

胞数が有意に多くなったと考えられることから、CCI-ION により、Vc、C1-C2 における三

叉神経第一枝の活動性がより亢進したことが示唆された。頸髄神経（C2-C4 間）切断によ

り、Vc、C1-C2 で ERK のリン酸化やアストログリア細胞の活性化が起こることで、切断

した神経以外の顔面領域の神経が中枢性に感作され、その支配領域にアロディニアが惹起

されるという報告（Kobayashi A et al., 2011）があることより、本実験で認められた Vc、

C1-C2 での三叉神経第一枝の活動性の増強は、三叉神経第二枝障害（眼窩下神経結紮）に

よる中枢性感作も強く関与していると考えられた。 

また、本研究において CCI-ION+Vehi 群と CCI-ION+Cap 群を比較すると、Obex より

2160 µm から 6480 µm 尾側部で抗 pERK 抗体陽性細胞数は、CCI-ION+Cap 群で有意に多



16 
 

い値を示した。広範囲で有意差が認められたのは、硬膜へのカプサイシン投与による影響

に加え、CCI-ION による影響が重なったためと考えられる。 
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結 語 

 

本研究の結果より、CCI-ION により三叉神経第二枝の持続的な興奮が起こり、それによ

り三叉神経第一枝の末梢性感作と中枢性感作が誘導されることで、第一枝の興奮が増強さ

れ、その結果、片頭痛が増悪したと推測された。以上より、口腔顔面領域の慢性疼痛疾患

の存在は、片頭痛の増悪因子となり得る可能性が示唆された。また、本研究の結果は片頭

痛の随伴症状であるアロディニアと三叉神経系の感作のメカニズムを解明する一助となる

と期待される。 
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Fig.1 
眼窩下神経結紮によるアロディニア発症の時間的変化（平均値±標準偏差） 

CCI-ION 群（n=42）は結紮前と比較して、結紮後 7 日、14 日、21 日目において逃避閾値

が有意に低下した。*: p<0.05 vs day 0 

CCI-ION 群の逃避閾値は、Sham 群（n=50）と比較して、結紮後 7 日、14 日、21 日目に

おいて有意に低下した。#: p<0.05 vs Sham 
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Fig.2 
カプサイシン投与による行動変化（平均値±標準偏差）*: p<0.05 

A: Immobilization の合計持続時間。CCI-ION+Cap 群は Sham+Cap 群と比較して、

Immobilization の時間が有意に延長した。 

B: Explorationの合計持続時間。CCI-ION+Cap群はSham+Cap群と比較して、Exploration

の時間が短縮する傾向がみられた（p=0.052）。 

C: Face Grooming の合計持続時間。どの群においても有意な差は認められなかった。 
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Fig.3
TG における

A: 抗

写真。各

が merge
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Fig.3 
における抗 pERK
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Fig.4
TG における

A: Sham+Vehi

矢印は抗

陽性細胞が発現した。

 

 

 

 

 

 

 

 

                

                                 

Fig.4 
における抗 pERK

: Sham+Vehi 群、

矢印は抗 pERK

陽性細胞が発現した。
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pERK 抗体陽性細胞の組織標本写真

群、B: CCI-ION+Vehi

pERK 抗体陽性細胞

陽性細胞が発現した。 
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Fig.5 
TG 領域に発現した抗 pERK 抗体陽性細胞数の割合（平均値±標準偏差） 

*: p<0.05 vs Sham+Vehi, CCI-ION+Vehi, Sham+Cap 

CCI-ION+Cap 群（n=5）では、抗 pERK 抗体陽性細胞数の割合が Sham+Vehi 群（n=5）、

CCI-ION+Vehi 群（n=5）、Sham+Cap 群（n=5）と比較して有意に多い値を示した。 
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Fig.6
Obex

A: Sham+Vehi

各群において、大部分の抗

いた。
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Fig.6 
Obex から 4320 

: Sham+Vehi 群、

各群において、大部分の抗

いた。CCI-ION+Cap
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Fig.7 
Vc、C1-C2 に発現した抗 pERK 抗体陽性細胞の分布（平均値±標準偏差） 

*: p<0.05  

Sham+Cap 群では、Obex から 3600 µm 尾側部で抗 pERK 抗体陽性細胞数が Sham+Vehi

群と比較して有意に多い値を示した。また、CCI-ION+Cap 群では、Obex より 2160 µm か

ら 6480 µm 尾側部で抗 pERK 抗体陽性細胞数が、CCI-ION+Vehi 群と比較して有意に多い

値を示した。さらに、CCI-ION+Cap 群では、Obex から 3600 µm と 4320 µm 尾側部で抗

pERK 抗体陽性細胞数が、Sham+Cap 群と比較して有意に多い値を示した。 
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