
.7
■

r

氏 名

学 位

専門分野 の名称

学 位 授 与 番 号

学位授 与 の 日付

学位授 与 の要 件

学 位 諭 文 題 官

学位論文審査委員

大村 晋司

博士

歯学

博甲第4718号

平成 25年3月25日

医歯薬学総合研究科機能再生 ･再建科学専攻

(学位規則 (文部省令)第4粂第 1項該当)

末梢神経損傷後の中枢神経における 1次ニューロンの収欽投射

の研究

松尾 龍二 教授 宮脇 卓也 教授

杉本 朋貞 教授

学位論文内容の要旨

末梢神経損傷は痛覚過敏やアロディニアなど､様々な痛覚異常が群発される｡組織損傷の直接

の結果として発生する痛みに加えて､損俄を受けた神経の末梢受容野に痛みを感じる場合もあれ

ば､受-Ti･･'野以外の額域にも痛みを感じる場合もある｡脊髄後角においては､知覚性の2次ニュー

ロンの体性)(.施 配列が破顔され､本来の受容野から陥離されたニューロンが本来の受容野以外の

領域の皮膚の刺微に応答することが報告されている｡また SuginI.'toら (1993)は､末梢神纏切

断後により､損傷を受けていなし噴害受容 1次ニューロンの刺激による脊髄後角でのt-Fosの誘

発が増強されることを報告している｡これに類似したC-Fosの過剰誘発は延髄後角においても報

告されている｡さらに､我々は､末梢神経を損防後の三叉神経に無髄神経線維を興奮させ得る碑

度の電気刺激を加える実験を行い､損傷を受けていない神経を刺激した境合にcIFosの過剰応答

が観察されることを発見した.これらの結果は､末梢神経根傷が税傷を受けていない侵膏受容 1

次ニューロンの興奮伝達を促進することを示唆しており､神巌鍋飯後に損傷神経の支配領域の周

囲に放散する痛覚過敏を反映するものかもしれないCまた､この現･牡が誘発されるメカニズムは

正確には解明されていないものの､神経損傷後に中枢神経系内での 1次ニューロンの体性局在配

列の再編が起こっている可価性が考えられるC

'本研究では､延髄後角の2次ニューロンに対し､異なる沈.梢攻容野を持つ複数の1次損害受容

ニューロンが収軟投射するか否かを組織切片上で分析し､そのような収欽投射が神経傷害性痔痛

やC-Fosの過剰誘発に関与する可能性を検討することを目的に設定した｡今回使用する実験系で

は､舌に5%ホルマリンを注射することによって舌神経に含まれる1次ニューロンからの侵害情

報伝達を誘発 し､これとは別に下歯槽神経に電気刺激を加えることによって下歯槽神経に含まれ

る1次ニューロンからの侵害情報伝達を誘発する01匹のラットに2種の刺激を時間をかえて行

い､その後､薙髄の組織切片にC-Fosとp-ERKの免疫二重染色を施すことにより､それぞれの刺

激による興奮伝達の様相を同時に観察する｡この系に対し予め下歯槽神経の切断を加えること

で､収欽投射のパターンに対する神経切断の効果を検討することが可能になる｡なお､神経傷害

性疹痛との関連をみるためには､舌背にカブサイシン帝液を塗布することによって誘発される痛

覚関連行動に対する下歯槽神経切断の効果を分析した｡
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実取に使用した動物は神経切断手術時に体重 180-200gの雄性 Sprague-Dawleyラットを用い

た｡腹腔内投与による全身麻酔下で､下歯槽神経切断や舌神経切断を結勢切断した｡下歯槽神経

切断術､シャム手術のラットに対し､2種類の侵帯刺激を施した後､潅流固定し､円から第 1頚

解までの組織から厚さ50LLmの 1枚おきの前頭断種結切片を作成 し､C-Fos単染色､C-Fos｡p-ERR

の2重旗色を行った｡行動分析は下曲順神経切断掴､舌神潅卯井群､シャム手術群に対してラッ

トの舌背に0.01%カブサイシン溶液を滴下し.リッキングが開始されるまでの潜時と､リッキン

グの持組仲間の2項目を計測した｡

,id::髄終角ニューロン-の侵害受容 1次ニューーロンの収欽投射を検出するため､ホルマリン刺激

と'JZr気刺激の後にC-Fosとp-EJ?Kの二重免疫染色を行った｡Fosの誘発は舌のホルマリン刺激に

より､ERKのリン冊 ヒの誘発は下博槽神経の取 捕り激によって行った｡

舌のホルマリン刺酢 こよってIL･J沌 されるFosrEL,'i性ニューロン牧はシャム手術群と比較して下歯

槽神経切断の 14日後に有創 こ岬)川した (切断那:シャム手術群司7.4±4.80:26.7±2.21)｡深層

の Fos陽性ニューロン数も下軸糟神経切断の 14日掛 こ有意に増加 した (切断群:シャム手術肺

=17.4士207:7.16±1.37)｡下歯研神経の電気刺激により､大量のp-ERK陽性ニューロンが観察さ

れたが､下歯槽神経切-J抑こよる増力JPQj:認められなかった｡p-ERK眼性ニューロンは刺激の反対nlJ

にはほとんどみられず､下歯槽神純切断による変化も認められなかった｡Fosとp-ERKの二重標

識ニュ-ロンは主として刺激1JI.IIの..'･ldI:髄後角表層にみられた｡二重冊識ニューロンは下歯槽神経切

断の 14日後に著しく増加 した (切断群:シャム手術順=15.2±0.98:4.64±0.63)｡二重標識ニュ

ーロンは延髄後角の深層においても､下歯槽神経巨JJt折の14日後に有意の増加を示した (切断群:

シャム手術群=3.OR±029:0.()6+_0,13)｡二重原紙ニューロンは刺激の反対側にはほとんどみられ

ず､下歯槽神経切断による変化も罷められなかった｡

痛北開適行動では行動観察に用いたすべてのラットが 0.01%カブサイシン処置に対して痛覚

附連行dTr))を示した｡シャム手術群と比較して下歯槽神経切断群ではリッキングの潜時が有意に短

縮して2.15±0.36秒となり､持縦時間も有意に延長 した (153±10.3秒)0

ラット下歯槽神経の切断は､舌のホルマリン州徹による延髄後角でのC-Fosの誘発を増強し､

口腔内-のカブサイシン処置によって誘顎される痛覚関連行動を増強し､舌のホルマリン刺激と

下歯槽神経の電気刺激の両者に応答する延髄後角ニューロンの数を増加させた｡実取結果は､複

数の侵害受容 1次ニューロンからの収飲投射が三叉神経末梢枝の部分的損傷後にみられる神経傷

害性痔痛に関与することを示唆するものであるQ
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学位論文審査結果の要旨

本研究は末梢神林損腹後に見られる中枢内2次ニューロンの興奮性の変化の様態を究
明することを目的とし､ラットの下歯槽神経を切断した後､切断された下歯槽神経及び同
側の舌神経からの侵割音報の伝達により牌磨する三叉神経 2次知覚ニューロンを免疫染
色によって組織化学的に同定したものであるOホルマリン注射による舌-の侵害刺激によ
り恥.娼する2次ニューロンは刺激2時間校のC-Fosの免疫染色､下歯槽神経の強い電気刺
激によるものは刑撒 5分1,:'',:のリン酸化ERKの免疫染色により倹出されたoc-Fosとリン酸化
ERKの免疫活性を示すニューロンはいずれも刑激側三叉神経鞘値踏板の尾J.rT:[]亜核吻側部の
背内側部に分J-llTL､リン酸化ER印刷生ニューーロン数は下船槽神綻切断による腔,皆を受けな
かったが､C-Fos陽性ニュ-ロン数は下滑稽神経切断の7日後に増加の幌向を示し､14日後
には対照と比較 して有意の増加を示した｡またC-Fosとリン酸化ERKの両者の免疫活性を示
すニューロンは7日後に増加の傾向を示し､14日後には有正美を示 した｡下歯柑神経切断
の14日後に舌にカブサイシン溶液を塗布したところ､対照と比較 して有意な痛覚関連行動
の潜時の短縮と持続時間の延長が見られた｡

以上の結果は末梢神経損傷により本来の末梢受容野から隔離された中枢内2次ニュー
ロンが新たな末梢受容野を獲得することを示すものであり､本研究は神経障害性疹痛の発
症機序を理解する上で重要な知識を追加するものである｡よって審査委員会は本論文に博
士(歯学)の学位論文としての価値を認める｡
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