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緒 言 

パーキンソン病 (Parkinson’s disease; PD) はアルツハイマー病の次に多い神経変性疾患であり, 

その有病率は日本では人口 10 万人あたり 100～180 人と報告されている (Yamawaki et al., 2009; 

Osaki et al., 2011).  PD は年齢とともに発症率が増加するため, 高齢化の進む日本において PD は

重要な疾患の一つと言える (Wirdefeldt et al., 2011; Pringsheim et al., 2014).  PD では, 黒質の

ドパミン (DA) 作動性神経細胞が変性, 脱落することによって, 黒質線条体系の機能が低下し, 主

症状である運動症状（安静時振戦, 動作緩慢, 筋固縮, 姿勢反射障害）が生じるといわれている.  

また, PD 患者では運動症状の発症前から非運動症状がみられることが知られており, DA 作動性神

経だけでなくノルアドレナリン (NA) 作動性神経, セロトニン作動性神経などの神経変性も関与し

ている可能性が指摘されている (Pearce et al., 1995; Del Tredici et al., 2002; Braak et al., 2003; 

Pertovaara et al., 2004; Braak et al., 2006; Gaig et al., 2009; Lim et al., 2009; Conte et al.,2013; 

Kamińska et al., 2017).   

非運動障害の 1 つである痛みを訴える PD 患者は 30～85％に及ぶと言われており (Wasner and 

Deuschl, 2012; ; Valkovic et al., 2015), Ford は PD による痛みを①筋・関節に関連した疼痛, ②末

梢神経, 神経根病変による疼痛, ③ジストニアに関連した疼痛, ④中枢性疼痛, ⑤アカシジアに関連

した疼痛に分類し, PD 患者の痛みを管理することの重要性に言及している (Ford, 2010).  また, 

PD 患者の痛覚閾値に関する研究が散見され (Ayla et al.,2012; Conte et al.,2013), 冷温刺激や機械

刺激に対して PD 患者では痛覚閾値が低下し痛覚過敏を示したとの報告が多い (Gerdelat et al., 

2007; Mylius et al., 2009; Nandhagopal et al.,2010; Marsala et al., 2011; Perrotta et al., 2011).  

痛みはうつ状態や QOL の低下に関与することからも, 痛みは PD 患者にとって特に悩ましい症状

の一つと言える (Fishbain et al., 1997; Valkovic et al., 2015).  その一方で, PD 患者の痛覚閾値に

は変化が無かったとの報告も見られ, 臨床研究における PD 患者の痛覚に関して見解は一致してい

ない (Massetani et al., 1989; Dialdetti et al., 2004; Vela et al., 2007)．   

02

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ejp.1400#ejp1400-bib-0060
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ejp.1400#ejp1400-bib-0060


PD モデル動物を用いて, PD が痛覚に及ぼす影響について検討されている.  PD モデル動物とし

ては, 6-hydroxydopamine (以下, 6-OHDA) や 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (以

下, MPTP), ロテノンなどの薬剤を投与する方法が用いられる.  このうち, MPTP の腹腔内投与に

よるモデルでは, 後足への熱刺激や機械刺激に対して痛覚過敏を示したとの報告がある (Rosland 

et al., 1992; Park et al., 2015).  また, 6-OHDA に関しては線条体や黒質, あるいは内側前脳束に

注入するモデルが存在し, いずれにおいても痛覚過敏を示したとの報告が散見され, 片側の内側前

脳束や線条体に 6-OHDA を注入した場合, 後足への機械刺激や化学刺激に対しての痛覚過敏が注

入側で見られたとの報告がある (Takeda et al., 2005; Tassorelli et al., 2007; Domenici et al., 

2019).  さらに, 非注入側においても化学刺激や熱刺激, 機械刺激に痛覚過敏を示したとの報告も

ある (Chudler et al., 2008).  顔面口腔領域の痛覚に関しては, 両側の内側前脳束や黒質緻密部に

6-OHDA を注入したモデルにおいて, 口髭部への機械刺激に対してアロデニアを示したと報告され

ており (Dieb et al., 2014; Dieb et al., 2016), これは PD 患者における高い口腔内灼熱症候群の罹

患率との関連を示唆するものである (Clifford et al., 1998; Coon and Laughlin, 2012).  また, 先

行研究において, 6-OHDA を左側内側前脳束に注入した片側 PD モデルラットの左右の上口唇にホ

ルマリンテストを行ったところ, 左側の上口唇にホルマリンテストを行った場合にのみ, 疼痛関連

行動として測定した顔面こすり行動の回数と三叉神経脊髄路核尾側亜核 (Vc) 表層に発現した c-

Fos 陽性細胞数が増加した (Maegawa et al., 2015). 以上の報告より, PD モデルラットは種々の刺

激に対して痛覚過敏を示すことがわかった.   

下行性疼痛抑制系は, 脊髄後角や Vc における痛覚の興奮性神経伝達を調節することが知られて

いる (Ren et al., 1999; Millan, 2002, Sugiyo et al., 2005).  PD にみられる痛覚過敏のメカニズム

として, 黒質線条体系の機能低下に伴う下行性疼痛抑制系の変化が, 脊髄後角や Vc における興奮性

神経伝達を促進し, 痛覚過敏を惹起するとの説があるものの, 未だ明らかとなっていない (Conte 

et al., 2013; Fil et al., 2013; Cao et al., 2016; Martinez-Martin et al., 2018).  そこで本研究では, 

まず研究 1 として片側の内側前脳束に 6-OHDA を注入して作製した PD モデルラットにおいて, 
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化学刺激 (ホルマリン) に対する痛覚過敏の確認を行った後に, 痛覚過敏のメカニズムを検討する

ために, 下行性疼痛抑制系に関与する上位中枢神経核における神経活動性を免疫組織化学的に評価

した.  次に研究 2 では, 研究 1 の結果から, PD モデルラットで見られた上位中枢の神経活動の変

化に着目し, その痛覚への影響を検討した.   

なお, 本研究は実験動物に対する苦痛および使用動物数を最小限に留めるよう努力した.  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. 30-001). 
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研究 1 

目的 

 先行研究と同様に, 片側の内側前脳束に 6-OHDA を注入して作製した PD モデルラットにおい

て, 化学刺激 (ホルマリン) に対する痛覚過敏の確認を行った.  その後, 痛覚過敏のメカニズムを

検討するために, 下行性疼痛抑制系に関与する上位中枢神経核における神経活動性を免疫組織化学

的に評価した.   

方法 

1. 使用動物

実験には, 7 週齢の雄性 Wistar 系ラット (日本動物株式会, 大阪, 日本) を使用した.  ラットは

12 時間毎の明暗サイクル下で飼育され, 自由摂食とした.   

2. 片側 PD モデルラットの作製

2-1. 片側内側前脳束への 6-OHDA 注入

ペントバルビタール (ソムノペンチル®, 共立製薬株式会社, 東京, 日本) 50 mg/kg の腹腔内投与

によって全身麻酔を行い, 頭頂部を剃毛後, 1/100,000 アドレナリン含有１%リドカイン (Aspen 

Japan Co. Ltd., 東京, 日本) を用いて局所麻酔を行った.  ラットの左側内側前脳束に 6-OHDA 

(Sigma, St Louis, MO, USA) を注入するために, 脳定位固定装置 (NARISHIGE, 東京, 日本) に

固定し, 頭頂部をメスで切開して頭蓋骨を露出させ, ラムダ縫合点から前方に 3.0 mm, 左側に 1.3 

mm の位置にラウンドバーで穴をあけた.  0.01%アスコルビン酸 (東京化成工業株式会社, 東京, 

日本) 含有生理食塩水に溶解した 6-OHDA 溶液 (3 mg/ml) を作製し, 脳表から 6.8 mm と 6.4 mm
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の位置に 2.5 µl ずつ注入した.  注入はハミルトンシリンジとマイクロシリンジポンプ (LMS 株式

会社, 東京, 日本) を用いて 1 µl/分の速度で行った.  同様に生理食塩水を投与したラットを Sham

群とした.  なお, 6-OHDA あるいは生理食塩水の注入側 (左側) を ipsilateral, 非注入側 (右側) を

contralateral と以後表記する.   

 

2-2. 回転テスト 

6-OHDA 注入の 14 日後に, ラットを直径 30 cm の円筒容器に入れて 30 分間放置し, 環境に馴

化させた.  その後, メタンフェタミン (大日本住友製薬株式会社, 大阪, 日本) 3 mg/kg を腹腔内投

与し, 誘発される回転運動をビデオカメラで 60 分間撮影した.  ラットが反時計方向へ 360 度回転

した回数を計測し, 平均回転数が 7 回/分以上のラットを 6-OHDA 群として使用し, 6 回/分以下のも

のは除外した (Ishida et al., 1998; Maegawa et al., 2015; Zhuang et al., 2016).  Sham 群に対し

ても同様にメタンフェタミンの腹腔内投与を行った.  

 

3. 化学刺激に対する痛覚過敏性の検討  

回転テストの 7 日後, すなわち 6-OHDA 注入の 21 日後に化学刺激に対する痛覚過敏性の検討を

行った (Takeda et al., 2005; Maegawa et al., 2015).  実験は 9-17 時までの間に行った.  ラット

をプレキシグラスの観察箱 (25 x 25 x 25 cm) に入れ, １時間放置して順応させた後, ラットの左

側口髭部に対して, 50 µl の 4%ホルムアルデヒド生理食塩水溶液 (Formalin) あるいは生理食塩水 

(Saline) を皮下注射した (n = 9).  皮下注射には 26 G 針に接続した 1 ml シリンジを用いた.  ビ

デオカメラで皮下注射後のラットの行動を 45 分間撮影し, 疼痛関連行動顔面である顔面こすり行

動の回数を, 皮下注射から 10 分後までの第 1 相と, その後の第 2 相に分けて計数した (Luccarini 

et al., 2006; Maegawa et al., 2015; Cazanga et al., 2018).  皮下注射の 2 時間後に灌流固定を行っ

た.  また, 6-OHDA 注入の 21 日目に皮下注射を行わず, 灌流固定を行ったものを対照群とした 

(Untreated.  n = 8).   
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4. 灌流固定, 連続横断凍結切片の製作

ラットをペントバルビタール麻酔下 (50 mg/kg, i.p.) に 150 ml の 0.01 M リン酸緩衝生理食塩水

(PBS, pH 7.4) で瀉血し, その後 500 ml の 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.  灌流固定終了後に脳を取り出し, 4℃の同固定液で 1 晩浸漬して後固定した後, 30%ス

クロースを含む PBS (4℃) に移して浸漬させた.

その後, 凍結ミクロトーム (大和光機工業株式会社, 埼玉, 日本) を用いて, 線条体, 視床下部室

傍核 (paraventricular nucleus; PVN) を含む部位 (厚さ 40 µm) と黒質, 中脳水道周囲灰白質の腹

外側部 (ventrolateral periaqueductal grey; vlPAG), 青斑核 (locus coeruleus; LC), 大縫線核 

(nucleus raphe magnus; NRM), Vc を含む部位 (厚さ 60 µm) の連続横断凍結切片を作製した. 

5. 免疫組織学的染色

 抗体の特異性は, 一次抗体による処理を行う際に, 一次抗体と同じ動物種の正常血清を加えた場

合や, 一次抗体を加えない場合には標識が陰性であることにより確認した.   

5-1. tyrosine hydroxylase (TH) タンパクに対する免疫組織化学的染色

PD モデルの確立を確認するために, ドパミン神経細胞の破壊を確認した.  灌流した全てのラッ

トの線条体と黒質を対象に, ドパミン神経に含まれる TH タンパクに対して, アビジン-ビオチン-ペ

ルオキシダーゼ複合体 (avidin - biotin-peroxidase complex, ABC) を用いる ABC 法による染色を

行った.  まず, 切片を 0.3%過酸化水素水含有メタノール溶液に 20 分間反応させて内因性ペルオキ

シダーゼを不活性化した後, PBS で洗浄してからブロッキング液として 1％正常ウマ血清 (Vector

Laboratories, Burlingame, CA, USA) を作製し, 30 分処理した.  その後, 一次抗体であるマウス

抗 TH 抗体 (1:8000, Sigma, St. Louis, MO, USA) による 4℃, 12 時間のインキュベートを行った.  

切片を PBS で洗浄後, 二次抗体であるビオチン化ウマ抗マウス IgG 抗体 (Vector Laboratories) で
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1 時間インキュベートした.  PBS で洗浄後, ABC 液 (Vector Laboratories) で 1 時間インキュベー

トし, PBS で洗浄した.  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 (pH 7.2) (Vector Laboratories) で処理し, PBS で洗浄した.  そ

の後, 切片をゼラチン被覆スライドにマウントし, アルコール脱水後にパーマウント (株式会社フ

ァルマ, 東京, 日本) で封入した.   

光学顕微鏡 (OLYMPUS BX 51, OLYMPUS, 東京, 日本) で観察を行い, 全ての 6-OHDA 群の

線条体と黒質における TH 陽性反応が左側 (ipsilateral) で低下していることを確認した.  また, 

Untreated の 6-OHDA 群と Sham 群に関しては, 線条体 (n = 4) における TH 陽性の神経線維密

度を image J (National Institutes of Health, MD, USA) を用いて計測し,  黒質緻密部 (n =8) に

おける 0.5 mm2 (0.5 mm x 1.0 mm) あたりの TH 陽性細胞数を計測した (Baier et al., 2014).  

 

5-2. Vc 表層における c-Fos タンパクに対する免疫組織化学的染色 

化学刺激に対する痛覚過敏性を検討するために, Vc を対象に神経細胞活動性の指標である c-Fos

タンパクに対して, ABC 法による DAB 染色を行った.  処理時間や PBS 洗浄は上記と同様に行い, 

ブロッキング液に 1％正常ヤギ血清 (Vector Laboratories), 一次抗体にウサギ抗 c-Fos 抗体 

(1:6400, Cell Signaling Technology, MA, USA), 二次抗体としてビオチン化ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 

(Vector Laboratories) を使用した.   

光学顕微鏡 (OLYMPUS) で観察を行い, obex から尾側 2160 µm までを 360 µm 間隔に 7 枚抽出

し, Vc の浅層部 (Ⅰ/Ⅱ層) に発現した c-Fos 陽性細胞数の平均値を計測した (Abe et al., 2005; 

Noma et al., 2008; Paxinos and Watson, 2007).   

 

5-3. 下行性疼痛抑制系における c-Fos タンパクに対する免疫組織化学的染色 

痛覚過敏のメカニズムを検討するために, 過去の報告 (Ikeda H et al., 2014) を参考にして, 下
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行性疼痛抑制系に関与する PVN, vlPAG, LC, NRM を対象に, c-Fos タンパクに対する免疫組織化

学的染色を行った.  染色対象は, Formalin の皮下注射後あるいは Untreated の 6-OHDA 群と

Sham 群とし, 各神経核において ipsilateral と contralateral に分けて c-Fos 陽性細胞数を計数し

た (NRM については分けなかった).  光学顕微鏡 (OLYMPUS) で観察を行い, PVN における計測

に関しては, 2 枚を抽出して大細胞領域 (mPVN; magnocellular part of PVN)と小細胞領域背側部 

(dpPVN; dorsal parvocellular part of PVN), 小細胞領域内側部 (mpPVN; medial parvocellular 

part of PVN) を区別した (Martínez  et al., 2006; Abdallah et al., 2013; Matsuura et al., 2016; 

Maruyama et al., 2019).  PVN 以外に関する計測に関しては, 3 枚を抽出して計測した. なお, 各

神経核の位置に関しては rat brain atlas (Paxinos and Watson, 2007) を参考にした.   

 

6. 統計学的解析 

結果は全て, 平均値±標準誤差で表し, 危険率は P < 0.05で有意差ありとした.  統計解析とし

て, Sham群と6-OHDA群の2群間比較にはWelchのt検定を用い, PVNにおけるc-Fos陽性細胞数の比

較には, 二元配置分散分析およびBonferroni補正による多重比較を用いた. 

 

結 果 

 

1. 回転テスト 

Untreatedの6-OHDA群とSham群において, メタンフェタミンを腹腔内投与してから60分間の

回転数を計測したところ, 1分間毎の平均回転数は6-OHDA群で有意に増加した (Fig. 1A).   

 

2. 線条体および黒質におけるTH陽性反応 

6-OHDA群では, 線条体におけるTH陽性神経線維密度と, 黒質緻密部におけるTH陽性細胞数が

有意に減少した (Fig. 1B, C). 
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3. 化学刺激による痛覚過敏の検討 

Saline皮下注射後では両群に有意差は認められなかった.  Formalin皮下注射後では, 両群とも

に2相性の反応を示し, 6-OHDA群において0-10分の第1相と10-45分の第2相で有意に増加した 

(Fig. 2A).  また, Vcの表層に発現したc-Fos陽性細胞数に関しては, UntreatedやSaline皮下注射後

では両群に有意差を認めなかったが, Formalin皮下注射後においては6-OHDA群で有意に増加した 

(Fig. 2B). 

 

4. 化学刺激後の下行性疼痛抑制系におけるc-Fos陽性細胞数の比較 

vlPAG, LC, NRM では ipsilateral, contralateral ともに c-Fos 陽性細胞数に両群間で有意差を認

めなかった(Fig. 3).  PVN は Fig.4A のように mPVN, dpPVN, mpPVN に分けられる.  Sham 

(ipsilateral) と 6-OHDA 群 (contralateral) では, いずれの領域においても Untreated に比較して

Formalin 皮下注射後に c-Fos 陽性細胞数の有意な増加がみられた.  しかし, 6-OHDA (ipsilateral) 

において Formalin 皮下注射後に発現した c-Fos 陽性細胞数は, mPVN では Untreated に比べて有

意に増加せず, mPVN と dpPVN では Formalin 皮下注射後の Sham (ipsilateral) に比べて有意に

少ない数となった.  mpPVN では Sham (ipsilateral)や 6-OHDA (contralateral) と同様に

Formalin 皮下注射により c-Fos 陽性細胞数の有意な増加がみられた (Fig. 4B).   
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研究2 

 

目的 

 

研究1の結果, Formalin皮下注射後にPVNで誘発されるc-Fos陽性細胞数の増加が, 6-OHDA 

(ipsilateral) のmPVNとdpPVNで有意に抑制された.  これらの領域には, 鎮痛効果を有するホル

モンであるオキシトシン (oxytocin; OT) とバソプレシン (vasopressin; VP) の産生細胞が存在し, 

これらは侵害刺激が加わった際に活動性が亢進し, OTやVPを分泌することが知られている 

(Onaka, 2000; Suzuki et al., 2009).  そこで研究2では, mPVNとdpPVNに存在するOT産生細胞や

VP産生細胞でみられる侵害刺激誘発性の神経活動亢進が, 6-OHDAの投与により抑制され, その結

果これらのホルモンによる鎮痛効果が減弱して痛覚過敏を惹起したと仮説を立て, 検討を行った.   

 

方法 

 

1. Formalin皮下注射後のPVNにおけるOTおよびVP産生細胞の神経活動性に関する免疫組織学

的検討 

Formalin皮下注射後の6-OHDA群とSham群のPVNを対象に, 抗OT抗体と抗c-Fos抗体, あるい

は抗VP抗体と抗c-Fos抗体の蛍光二重染色を行った (各群n = 9).  PVNを含む切片に対して, 10%正

常ヤギ血清 (Vector Laboratories) でブロッキングを行い, その後一抗体による4℃, 12時間のイン

キュベートを行った.  一次抗体として, ウサギ抗c-Fos抗体 (1:1000, Cell Signaling Technology) 

とマウス抗OT抗体 (1:1000, Millipore, CA, USA) あるいは, マウス抗c-Fos抗体 (1:1000, Santa 

Cruz Biotechnology, Inc., TX, USA) とウサギ抗VP抗体 (1:1000, Millipore) を使用した.  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 (1:200, Invitrogen) にて2時間インキュベートし, PBS洗浄後, ProLong™ Gold 退色防
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止剤 (Invitrogen) を用いて封入した.  蛍光免疫染色を行った切片に関しては共焦点レーザー顕微

鏡 (LSM700, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany) で観察を行った.  mPVN, dpPVN

におけるOT陽性細胞あるいはVP陽性細胞に共発現したc-Fos陽性細胞の数を計測した. 

 

2. NA神経線維のPVNへの投射に関する検討 

侵害刺激後に生じる NA 神経の PVN への興奮性の入力が, OT あるいは VP 産生細胞の神経活動

性を亢進させ, OT や VP の分泌を促進することが知られている (Onaka et al., 2001).  そこで次

に, mPVN と dpPVN において Formalin 皮下注射後にみられた c-Fos 陽性細胞数の変化には, PVN

への NA 神経線維の投射の変化が関与したと仮定して検討を行った.  

Formalin皮下注射後の6-OHDA群とSham群のPVNを対象に, 抗dopamine-β-hydroxylase 

(DBH) 抗体と抗OT抗体を用いて蛍光二重染色を行った (n = 3).  10%正常ヤギ血清 (Vector 

Laboratories) でブロッキングを行った.  その後, 一次抗体としてウサギ抗DBH抗体 (1:1000, 

abcam, Cambridge, UK) とマウス抗OT抗体 (1:1000, Millipore) を使用し, 4℃で12時間インキュ

ベートした.  その後の処理に関しては, 研究2-1の蛍光免疫染色と同様に行った.   PVNへのNA神

経線維の投射に関しては, DBH陽性の神経線維密度をimage Jを用いて測定した.   

 

3. 血中OT濃度に関する検討 

侵害刺激が加わった場合, OTの分泌が促進され, OTの血中濃度が増加することが知られている

(Onaka et al., 2001; Matsuura et al., 2016).  そこで, Formalin皮下注射によって6-OHDA群では

血中OT濃度にどのような変化が生じるかを検討した.   

血中OT濃度は概日リズムの影響を受けるため, 実験は9-17時までの間に行った(Devarajan et al., 

2004).  研究1と同様に, 6-OHDAあるいは生理食塩水の左側内側前脳束への注入から21日目の6-

OHDA群とSham群を対象とした.  ペントバルビタール麻酔下 (50 mg/kg, i.p.) にFormalinを左側

口髭部に皮下注射し, その15分後に開胸下に心臓より採血し, EDTA (10 mg/ml) 含有の冷凍したチ
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ューブに回収した (Martínez-Lorenzana  et al., 2008; Matsuura et al., 2016).  対照群として無

刺激下 (Untreated) でも採血した (各群, n = 7).  回収された血液を遠心分離にかけ (1400 xg, 

4℃, 15分間) , 上澄み液を血漿として冷凍保存 (−80℃)した (Devarajan et al., 2004).  その後, 測

定する際に血漿を常温で解凍し, Oxytocin ELISA kit (Enzo Life Science Inc., NY, USA) を用いて

xMark™ マイクロプレート吸光分光光度計 (Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA) によって血中

OT濃度を測定した.   

 

4. 6-OHDA群の痛覚過敏に対するOTの鎮痛効果に関する検討 

6-OHDA群におけるFormalin皮下注射後の痛覚過敏に対するOTの影響を評価するため, 大槽内

にOT投与を行い, 痛覚過敏への影響を検討した.   

研究1と同様に6-OHDA注入の14日後に回転テストを行い, 片側PDモデルラットの確立を確認し

た後, ペントバルビタール麻酔下 (50 mg/kg, i.p.) に頭頂部から後頭部にかけて剃毛し, 1/100,000

アドレナリン含有１%リドカイン (Aspen Japan Co. Ltd.) を用いて局所麻酔を行った.  脳定位固

定装置 (NARISHIGE) に固定し, 頭頂部から後頭部にかけてメスで切開して頭蓋骨を露出させ, 後

頭骨にラウンドバーで小穴を空け, 5 cm のカテーテル (マイクロシリコンチューブ, eastsidemed 

Inc., 東京, 日本) (内径0.5 mm, 外径0.7 mm) を先端がVc付近に達するように挿入した.  頭蓋骨に

2カ所にマイクロネジを埋入し, カテーテルをネジに沿わして歯科用レジンで固定し, 縫合した.  

その後, 23 G針を介してカテーテルと20 µlハミルトンシリンジを接続し, 生理食塩水10 µlを緩徐に

注入してカテーテル内を満たし, カテーテル末端を直径0.5 mmの樹脂性フィラメント (Eska™, 

Mitsubishi Rayon Co. Ltd.) で蓋をした (Sarna et al., 1983; Yu et al., 2003; Terayama et al., 

2008).  カテーテル植立の2日後に, カテーテル内で血液が凝固しないように生理食塩水10 µlをカ

テーテル内に注入した.  カテーテル植立手術からの体力の回復を待ち, 6-OHDA注入の21日後に, 

カテーテルより生理食塩水 (Saline), あるいはOT (0.025または0.1 µg/µl) (Bachem Holding AG, 

Bubendorf, Switzerland) を10 µl投与し, その後生理食塩水10 µlをカテーテル内に注入した (各濃
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度, n = 5) (Yu et al., 2003; Yang et al., 2007).  その後, 左側口髭部にFormalinを皮下注射し, 顔面

こすり行動を45分間ビデオカメラで撮影し, 皮下注射の2時間後に灌流固定を行った.  その後, 研

究1と同様の方法で, Vcを対象にc-Fosタンパクに対する免疫染色を行い, 顔面こすり行動の回数と

Vc表層に発現したc-Fos陽性細胞数を計数した.   

 

5. 統計学的解析 

結果は全て, 平均値±標準誤差で表し, 危険率は P < 0.05で有意差ありとした.  統計解析とし

て, Formalin皮下注射後のPVNにおけるOTおよびVP産生細胞の神経活動性に関する免疫組織学的

検討と, 6-OHDA群の痛覚過敏に対するOTの鎮痛効果に関する検討に関しては, 一元配置分散分析

およびBonferroni補正による多重比較を使用した.  DBH陽性線維密度に関しては一元配置分散分析

およびTukey検定による多重比較を使用した.  また, 血中OT濃度に関しては二元配置分散分析およ

びBonferroni補正による多重比較を使用した.   

 

結果 

 

1. Formalin皮下注射後のPVNにおけるOTおよびVP産生細胞の神経活動性に関する免疫組織学

的検討 

mPVN と dpPVN の OT 陽性細胞に共発現した c-Fos 陽性細胞数は, Sham (ipsilateral) に比べ

て 6-OHDA (ipsilateral) で有意に減少した (Fig. 5).  一方, 同領域において VP 陽性細胞上に発現

した c-Fos 陽性細胞数に関しては, 有意な変化を認めなかった (Fig. 6).  これらの結果から, 6-

OHDA 群では侵害刺激に対する PVN (ipsilateral) での OT を介する鎮痛機構が減弱している可能

性が示唆された.   

 

 

14



2. PVNへのNA神経線維の投射に関する検討 

PVNにおけるDBH陽性神経線維密度は, mPVNでは有意な変化ではないものの, 6-OHDA 

(ipsilateral) でSham (ipsilateral) に比較して減少傾向を示した.  dpPVNにおいては, Sham 

(ipsilateral) に比較して6-OHDA (ipsilateral) で有意に減少した (Fig. 7). 

 

3. 血中OT濃度に関する検討 

Sham群ではFormalin皮下注射により血中OT濃度が有意に増加したが, 6-OHDA群では

Formalin皮下注射によって血中OT濃度に有意な変化を認めなかった.  また, Formalin皮下注射後

の血中OT濃度は, Sham群に比べて6-OHDA群で有意に少なかった (Fig. 8).  

 

4. 6-OHDA群の痛覚過敏に対するOTの鎮痛効果に関する検討 

OTを大槽内投与した場合のFormalin皮下注射後に誘発される顔面こすり行動を検討した結果, 

第2相 (10-45分) における顔面こすり行動の増加が, OT (0.1 µg/µl) 投与によって有意に抑制された 

(Fig. 9A).  また, Formalin皮下注射後にVcの表層に発現した-Fos陽性細胞数も, OT (0.1 µg/µl) 投

与で有意に減少した (Fig. 9B).  
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考 察 

  

研究1の結果から, 6-OHDA群はFormalin皮下注射による化学刺激に対して痛覚過敏を示し, これ

は過去の報告と一致した (Carey, 1986; Takeda et al., 2005; Tassorelli et al., 2007; Chudler et al., 

2008; Maegawa et al., 2015; Domenici et al., 2019).  また, 下行性疼痛抑制系に関わる神経核とし

て, PVN, vlPAG, LC, NRMにおけるFormalin皮下注射後のc-Fos陽性細胞数を6-OHDA群とSham

群で比較したところ, PVNにおいてのみ有意な変化がみられた.  PVNは間脳視床下部に位置する神

経核であり, 侵害刺激に反応して神経活動が亢進し, 片側の後足へのFormalin皮下注射によってc-

Fos陽性細胞数が両側性に増加することが知られている (Palkovits et al., 1999; Onaka et al., 

2000; Itoi et al., 2004; Motojima et al., 2017).  PVNはFig. 4AのようにmPVN, dpPVN, mpPVN

の領域に分けられ, Sham群ではいずれの領域においても, 過去の報告と同様にFormalin皮下注射

後にc-Fos陽性細胞数が有意に増加した.  一方, このPVNにおける化学刺激誘発性のc-Fos陽性細胞

数の増加は, 6-OHDA (ipsilateral) のmPVNではみられず, mPVNとdpPVNではSham (ipsilateral) 

に比べて有意に少なかった.  Tassorelli等は, 片側PDラットの後足にFormalinの皮下注射を行った

ところ, 痛覚過敏を示し, PVNのc-Fos 陽性細胞数が対照群に比べて減少したと報告しており

(Tassorelli et al., 2007), 今回の結果と類似している.  したがって, 6-OHDA群で化学刺激に対する

痛覚過敏が生じた原因の1つとして, ipsilateralのmPVNとdpPVNにおける侵害刺激誘発性の神経

活動亢進が抑制され, これらの領域を介した疼痛抑制機構が減弱した可能性が推測された.   

PVN はストレスに対して副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン (corticotropin-releasing 

hormone; CRH), OT および VP を分泌することが知られている.  CRH は副腎皮質刺激ホルモンと

βエンドルフィンの分泌に関わることが知られているが, 本研究においては, CRH 産生細胞が局在

する mpPVN で侵害刺激誘発性の神経活動亢進の抑制が生じなかったため, CRH に関しての検討は

行わなかった (Antoni, 1986; Tsigos et al., 2002; Herman et al., 2008).  mPVN, dpPVN に局在す

るホルモンとして OT と VP が知られており, いずれも鎮痛効果を有することが報告されている 

16



(Lutinger et al., 1984; Matsuura et al., 2016; Motojima et al., 2017).  また, OT 産生細胞や VP

産生細胞は侵害刺激により活動性が亢進し, OT や VP を分泌することが知られている (Onaka, 

2000; Suzuki et al., 2009).  研究 1 より, 6-OHDA (ipsilateral) の mPVN と dpPVN で侵害刺激誘

発性の神経活動亢進が抑制されたことから, 研究 2 では, これらの領域における OT 産生細胞ある

いは VP 産生細胞での侵害刺激誘発性の神経活動亢進が抑制され, それが痛覚過敏に関与したと仮

説を立て, 検討を行った.  その結果, 6-OHDA 群では, ipsilateral の mPVN と dpPVN における

OT 産生細胞の侵害刺激誘発性の神経活動亢進が抑制されていたが, VP 産生細胞の神経活動に変化

はなかった.  このことから, 6-OHDA 群では侵害刺激誘発性の PVN の OT 産生細胞にみられる活

動性亢進が抑制されることによって, OT を介する鎮痛機構が減弱し, 痛覚過敏を呈した可能性が示

唆された. 

OT は, Vc や脊髄後角の表層に存在する OT 受容体に結合し, GABA 作動性神経を活性化するこ

とや,  三叉神経節 (TG) や脊髄後根神経節の OT 受容体に結合し, 過分極を誘発することが報告さ

れており,これらの作用により鎮痛効果を有するとされている (Breton et al., 2008; Jiang et al., 

2014; Gong et al., 2015; García-Boll et al., 2018; Sun et al., 2018).  OT の作用経路は PVN の領

域によって異なり, dpPVN からは OT が Vc へ下行性に神経投射されて鎮痛効果を示し, 投射は同

側優位であることが知られている (Cliffer et al., 1991; Nylén et al., 2001; Abdallah et al., 2013).  

このことから, 6-OHDA 群では, dpPVN (ipsilateral) の OT 産生細胞において侵害刺激誘発性の活

動亢進が抑制され, Vc (ipsilateral) への OT の下行性投射を介する鎮痛作用が減弱したために, 痛

覚過敏を呈したと考えられた.  一方, OT は mPVN から下垂体後葉を介して血中へと分泌され, Vc

や TG に作用して鎮痛効果を示すことが報告されている (Kiss et al., 2005; Eliava et al., 2016; 

Kubo et al., 2017; Tzabazis et al., 2017).  OT の分泌は侵害刺激誘発性の OT 産生細胞の活動亢進

によって促進されることから (Onaka et al., 2001; Matsuura et al, 2016), 6-OHDA 群では OT 産

生細胞の侵害刺激誘発性の神経活動亢進の抑制に伴い, OT の分泌も抑制されているかを検討した.  

その結果, Formalin 皮下注射による侵害刺激により Sham 群で認められた血中 OT 濃度の上昇が
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6-OHDA 群では認めらず, Formalin 皮下注射後の血中 OT 濃度は Sham 群に比べて 6-OHDA 群で

少なかった.  このことから, 6-OHDA 群では, 侵害刺激後の PVN における OT 産生細胞の活動亢

進の抑制に伴い, mPVN からの OT 分泌も抑制され, 血中の OT を介する Vc や TG での鎮痛機構も

減弱したため, 左側口髭部への Formalin 皮下注射後に痛覚過敏を呈した可能性が示唆された. 

侵害刺激によって PVN で誘発される OT 産生細胞の活動亢進や, OT 分泌に関与する神経投射と

して, A1, A2 細胞群から同側 PVN への NA 作動性神経の上行性投射が挙げられる (Palkovits et 

al., 1999; Onaka et al., 2004).  研究 2 において, NA 神経線維の PVN への投射を検討したところ, 

6-OHDA 群で低下していた.  PD 患者では, DA 神経細胞だけでなく, NA 神経細胞の変性が高頻度

にみられ (Bertrand et al., 1997; Fornai et al., 2007; Delaville et al., 2011), NA 神経線維の PVN

への入力が減少しているとの報告があり (Jellinger et al., 1991), 今回の結果と一致した.  A1, A2

細胞群の上行性投射は内側前脳束を経由しており (Olson et al., 1972; Niewenhuys et al., 1982; 

Sawchenko et al., 1982; Cunningham et al., 1988), 投射先の DA および NA の量が内側前脳束へ

の 6-OHDA 投与によって減少することが報告されている (Kamińska et al., 2017; Vieira et al., 

2019).  また, 侵害刺激後に分泌される OT 量は PVN の NA 量と比例関係にあると報告されてい

る (Onaka et al., 1996).  一方, 黒質から PVN への投射が存在し, DA が OT の分泌を促進するこ

とが知られている (Melis et al., 1990; Shahrokh et al., 2010; Wang et al., 2014).  しかし, 侵害刺

激によってこの投射が賦活化されるかどうかは明らかでない (Buijs et al., 1984; Lindvall et al., 

1984; Sanna et al., 2012; Gamal-Eltrabily et al., 2018).  これらのことから, 6-OHDA 群における

侵害刺激による OT 産生細胞の活動亢進の抑制に, 黒質線条体系の DA の枯渇が関与した可能性は

低く, A1, A2 細胞群から PVN への NA 作動性神経の投射入力の減少が関与した可能性が示唆され

た. しかし, 本検討に使用した個体数は少なく (n = 3), また, PVN における NA 線維密度の低下が

直接的に NA 量の低下に影響したとは断定できないため, 今後さらなる検討が必要である.   

OT の鎮痛効果に関する動物を用いた多くの研究が OT の鎮痛効果を報告している.  OT の投与

方法には, 三叉神経節投与, 鼻腔内投与, 脊髄内投与など様々である (Yang, 1994; Yu et al., 2003; 
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Yang et al., 2007; Torre et al., 2009; Kubo et al., 2017; Tzabazis et al., 2017; Sun et al., 2018).  

PD モデルに対して, OT の連続腹腔内投与によって PD が改善したとの報告 (Erbas et al., 2012; 

Erbas et al., 2013) があるが, PD の痛覚過敏に対して OT の鎮痛効果を評価した研究は今のところ

存在しない.  研究 2 において PD モデルラットに対して OT 大槽内投与による痛覚過敏への影響に

ついて検討を行ったところ, 0.1 µg/µl の OT により鎮痛効果が得られた.  このことから, PD の痛覚

過敏に OT による鎮痛効果の減弱が影響しており, これは OT の大槽内投与によって改善すること

が示唆された.  しかし, ラットにおける OT 脊髄内投与では, 副作用として高濃度の OT 投与では

運動障害 (ED50 = 17.92 µg/kg) や死亡 (LD50 = 27.22 µg/kg) を誘発すると報告されている 

(Yang, 1994).  一方, 臨床研究においては, OT の投与によって鎮痛効果が認められたとの報告があ

る (Yang, 1994; Louvel et al., 1996; Rash and Campbell, 2014).  頭痛に対して, OT の鼻腔内投与

が鎮痛効果を示したとの報告 (Wang et al., 2013; Tzabazis et al., 2017) もあり, 頭頸部の疼痛に

対する鎮痛効果が期待されている.  しかし, OT の投与によって鎮痛効果が得られなかったとの報

告もある (Yang, 1994; Mameli et al., 2014; Eisenach et al., 2015; Zunhammer et al., 2016) こと

から, OT の臨床における鎮痛効果に関しては未だ明確でない.  これらのことから, 鎮痛作用を目

的とする OT の投与方法に関する研究が今後必要である.   
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結 語 

 

PD モデルラットは化学刺激に対して痛覚過敏を示し, PVN で合成, 分泌される OT による Vc に

おける鎮痛作用の減弱が痛覚過敏に関与し, これは OT の大槽内投与によって改善することが示唆

された. これは PD 患者の痛覚過敏に対する治療の発展に寄与するものと期待される.  
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Fig. 1回転テストとTHタンパクに対する免疫染色

(A) 回転テストにおける回転数.  n = 8.  (B) 線条体におけるTH陽性神経線維密度 (%).   

n = 4. (C) 黒質緻密部のTH陽性細胞数/0.5 mm2. n = 8. (D) 線条体および黒質の抗TH抗

体による免疫染色の顕微鏡写真.  線条体はbregmaから180 µm尾側, 黒質はbregmaか

ら5400 µm尾側を示す.  SNpc; substantia nigra pars compact (黒質緻密部)  データは平均

値±標準誤差で示す. *P < 0.001 vs. Sham群.  統計方法: Welch’s t-test.
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Time after saline injection (min) Time after formalin injection (min)

Fig. 2 Formalin皮下注射による化学刺激に対する痛覚過敏性の検討

(A) SalineあるいはFormalin皮下注射後の顔面こすり行動の回数.  (B) Formalin皮下注射

後にVc (ipsilateral) に発現した, 抗c-Fos抗体による免疫染色の顕微鏡写真. Obexから

1440 µm尾側を示す. (C) UntreatedあるいはSaline, Formalin皮下注射後にVc表層に発現

したc-Fos陽性細胞数.  データは平均値±標準誤差で示す.  Untreated; n = 8, Saline; n = 9, 

Formalin; n = 9. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. Sham群.  統計方法: Welch’s t-test.
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Fig. 3 vlPAG, LC, NRMにおけるc-Fos陽性細胞数の比較

(A) Formalin皮下注射後のSham群におけるPAG (a, d), LC (b, e), NRM (c, f) の抗c-Fos抗体に

よる免疫染色の顕微鏡写真.  d-f) 写真 a-cに示す領域の拡大像. Aq; midbrain aqueduct, 

4V; fourth ventricle (B) vlPAG, LC, NRMにおけるFormalin皮下注射後のc-Fos陽性細胞数.  

データは平均値±標準誤差で示す.  n = 9.   統計方法: Welch’s t-test.
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Fig. 4 PVNにおけるc-Fos陽性細胞数の比較

(A) PVN (ipsilateral) における, 抗c-Fos抗体による免疫染色と, クレシルバイオレット染色の

顕微鏡写真. a,b) 抗c-Fos抗体による免疫染色, c)抗c-Fos抗体による免疫染色とクレシルバ

イオレット染色による対比染色.  Bregmaから1800 µm尾側を示す.  mPVN; magnocellular 

part of PVN (PVN大細胞領域), dpPVN; dorsal parvocellular part of PVN (PVN小細胞領域背側部), 

mpPVN; medial parvocellular part of PVN (PVN小細胞領域内側部), 3V; third ventricle.  (B)

mPVN, dpPVN, mpPVNにおけるFormalin皮下注射後とUntreatedのc-Fos陽性細胞数. データ

は平均値±標準誤差で示す.  n = 7-9.  † P < 0.01 vs Untreated + Sham (ipsilateral).      #P < 0.05, 

##P < 0.01 vs Untreated + 6-OHDA (ipsilateral).  §P < 0.01 vs Untreated + 6-OHDA (contralateral).  

*P < 0.05, **P < 0.01 vs Formalin + Sham (ipsilateral). 統計方法: two-way ANOVA with 

Bonferroni’s multiple comparison test. 
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Fig. 5 OT細胞におけるc-Fos陽性細胞数の検討

(A) PVN (ipsilateral) における a,b) 抗OT抗体による免疫染色, c,d) 抗c-Fos抗体による免疫染

色, e-g)抗OT抗体と抗c-Fos抗体による蛍光二重免疫染色の顕微鏡写真. g) 写真 eに示す領

域の拡大像.  3V; third ventricle.  Scale bar = 100 µm (a-f), 20 µm (g)  (B) 大細胞領域 (mPVN) 

と小細胞領域背側部 (dpPVN) においてOT陽性細胞上に発現したc-Fos陽性細胞数. データ

は平均値±標準誤差で示す．n = 9. *P < 0.05 vs Sham-ipsi.  統計方法: one-way ANOVA with 

Bonferroni’s multiple comparison test. 
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Fig. 6 VP細胞におけるc-Fos陽性細胞数の検討

(A) PVN (ipsilateral) における a,b) 抗VP抗体による免疫染色, c,d) 抗c-Fos抗体による免

疫染色, e-g)抗VP抗体と抗c-Fos抗体による蛍光二重免疫染色の顕微鏡写真. g) 画像e

に示す領域の拡大像. 3V; third ventricle.  Scale bar = 100 µm (a-f), 20 µm (g).  (B) 大細胞

領域 (mPVN) と小細胞領域背側部 (dpPVN) においてVP陽性細胞上に発現したc-Fos陽

性細胞数.  データは平均値±標準誤差で示す. n = 9.  統計方法: one-way ANOVA with 

Bonferroni’s multiple comparison test. 
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Fig. 7 PVNおけるDBH陽性神経線維密度の検討

(A) PVN (ipsilateral) における抗OT抗体と抗DBH抗体による蛍光二重免疫染色の顕微鏡

写真.  3V; third ventricle. (B) 大細胞領域 (mPVN) と小細胞領域背側部 (dpPVN) に発現し

たDBH陽性神経線維の密度.  データは平均値±標準誤差で示す.   n = 3.  *P < 0.05 vs 

Sham-ipsi.  統計方法: one-way ANOVA with Tukey’s test.  
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Fig. 8 血中OT濃度の比較

Sham群と6-OHDA群における, UntreatedあるいはFormalin皮下注射後の血中OT濃度の

比較.  データは平均値±標準誤差で示す.  n = 7.  †P < 0.01 vs Untreated + Sham, *P < 0.05 

vs Formalin + Sham.  統計方法: two-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparison test.
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Fig. 9 OT大槽内投与後の化学刺激による痛覚過敏性の検討

(A) OT大槽内投与後の, Formalin皮下注射による顔面こすり行動の回数.  (B) Formalin皮

下注射後の抗c-Fos抗体による免疫染色のVc (ipsilateral) 表層における顕微鏡写真. Obex

から1440µm尾側を示す.  (C) FM刺激後にVc表層に発現したc-Fos陽性細胞数.  データは

平均値±標準誤差で示す. n = 5.  *P < 0.05 vs NS.  統計方法: one-way ANOVA with 

Bonferroni’s multiple comparison test.
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