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Summary

　　Allodynia　can　be　induced　by　transection　of　the　inferior　alveolar　nerve（IAN）．　However，

even　though　the　transected　IAN　is　a　component　of　the　malldibular　nerve　in　the　t亘geminal

ganglion（TG），　allodynia　developes　in　the　whisker　pads，　which　are　innervated　by　the　unin－

jured　infraorbita1　nerve（ION），　a　componen七〇f　the　maxillary　nerve　in　the　TG．　Our　microar－

ray　analyses　have　found　that　many　gene　expression　levels　not　only　in七he　injured　IAN　cell

bodies，　but　also　in　the　uninjured　neurons　were　changed　by　IAN　transection．　To　demon－

strate　the　relationship　between　gene　expression　changes　in　ION　neurons　and　allodynia，　we

investigated　the　expression　of　22　genes　that　were　up－regulated　in七he　TG　ION　area　con－

taining　ION　cell　bodies　in　IAN－transected　rats．　Real－time　PCR，　in　si七u　hybridization　and
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quanti七ative　PCR　analyses　indicated　that　the　myelin　basic　protein（MBP）mRNA　was　local－

ized　to　the　trigeminal　ganglion　neurons　and　tha七七he　expression　was　significantly　up－regu－

Iated　in　the　ION　area　of　TG　after　IAN　transection．　This　finding　suggests　that　MBP　or　mye－

lin　sheath　in　the　uninjured　neuron　plays　a　role　in　allodynia　onset　following　nerve　injury．

緒 言

　生体にとっての痛みとは，危険因子を回避する

ための警告シグナルとして重要なものであるが，

痛みの伝導経路の活動は様々な要因によって著し

く抑制もしくは促進される．異常に促進された疾

痛伝達経路は，ときに病変を伴わない持続的な痛

みを惹起することもあり，慢性疾痛と呼ばれる、

この痛みは，危険因子に対する警告としては意味

をなさないばかりか日常の行動をも阻害する有害

なものであることが多い．慢性疹痛の原因は，炎

症性，神経因性，心因性などいくつも挙げられて

いるが，口腔内においては抜歯，抜髄や歯肉切除

といった末梢組織に損傷を与える行為を伴うこと

が多い．歯科治療においては，神経損傷によって

生じる神経因性疾痛は特に問題視される1－4）．

　末梢神経線維の一部を損傷することで広範囲に

わたる感覚過敏や痛覚過敏が生じる，という神経

因性疾痛の特徴は動物モデルでもよく再現されて

おり，発症メカニズムの解明と治療法開発のため

に，神経圧迫，神経絞掘，神経損傷薬投与，神経

切断などを用いて様々なモデルラットが確立され

ている5”9）．これらのラットでは処置後すぐに疾

痛刺激からの逃避閾値の低下が始まり，これが慢

性疾痛同様に損傷治癒後も長期にわたり持続する

ことが知られている1・1°－14）．またそれに伴い炎症

性物質の分泌，神経細胞の過興奮，グリア細胞の

活性化等さまざまな現象が起きることが確認され

ており1），神経細胞における遺伝子発現の変動も

そのひとつである15・　16）．

　神経切断による神経因性疫痛モデルラットの多

くは，坐骨神経と腰部後根神経節を用いたもの

で，これまでに後根神経節内神経細胞における多

くの遺伝子発現変動がアロディニア発症に関連が

あると報告されてきた5－16）．しかし，坐骨神経周

辺は神経叢を形成しているため，損傷神経の細胞

体と非損傷神経の細胞体，損傷神経の支配領域と

非損傷神経の支配領域が明確に分離できないとい

う難点がある．これに対し，三叉神経の場合は，

ラット脳底部の三叉神経節は末梢側で第1・2枝

と第3枝が分岐しており，この分岐部から中枢方

向に向かいピンセット等を用いて，鈍的に第1・

2枝と第3枝の領域を容易に分離することができ

る17）．この三叉神経系での神経因性疾痛モデル

ラットも確立されている17－22）．

　本研究では三叉神経系の神経因性疾痛モデルの

一つである下歯槽神経切断モデルラット18，19）を用

いた．我々は，このモデルの三叉神経第1・2枝

領域と第3枝領域が分離できることに着目し，神

経損傷マーカーを用いた実験等で三叉神経節を領

域別に分離できることを確認した上で第1・2枝

と第3枝の領域別に解析することを試みた．この

モデルでは，下歯槽神経切断1日後から30日後ま

で，切断側の口髭部へvon　Freyフィラメントに

よる機械刺激からの逃避行動の閾値が低下するこ

とが知られている．我々の作成するモデル動物

も，痛覚過敏やアロディニアを発症していること

をvon　Freyフィラメントによる逃避行動テスト

にて確認し，他のグループと同様のデータを得

た．この結果を踏まえ，下歯槽神経切断3日後の

動物から三叉神経節を摘出し，第1・2枝と第3

枝に分離し，cDNAマイクロアレイにて対照群

（偽手術群）と比較し，網羅的な遺伝子発現の解

析をしてきた．その解析の結果，第3枝領域つま

り神経損傷領域において，対照群と比較し1．5倍

以上の発現上昇の動態変化を認めたのは545種の

遺伝子であった．また，非損傷領域にあたる第

1・2枝領域の同様の変動遺伝子は41種であっ

た．損傷領域である第3枝で発現上昇を認めた遺

伝子の多くは，これまでに報告されている神経損

傷により発現上昇が認められる分子であった．こ

れに対し非損傷領域である三叉神経第1・2枝の

遺伝子発現動態については，まだその詳細が明ら

かにされていない．

　そこで本研究では，下歯槽神経切断モデルラッ

トのcDNAマイクロアレイによる網羅的解析結

果を基に三叉神経節第1・2枝領域（非損傷領

域）での詳細な遺伝子発現動態を解析することを
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目的とした．対象としたのは，発現動態が対照群

と比較し約1．5倍以上の発現上昇率を示した遺伝

子とし，さらに遺伝子名や機能などが明らかに

なっている上位22遺伝子とした．

　対象の22種の遺伝子について神経組織特異的に

発現するのかどうか確認するため末梢神経組織

中枢神経組織，血液を多く含む組織からそれぞれ

のtotal　RNAを用いて定量PCRをおこなった．

また，対象遺伝子の三叉神経節における一次求心

性神経細胞での発現局在，特に第1・2枝領域と

第3枝領域の発現局在についてin　situハイブリ

ダイゼーション（ISH）を用いて検討した．さら

に神経損傷後における経時的変化についてリアル

タイムPCRを行ない解析を行なった．

実験動物及び方法

（1）プライマーおよびプローブの作成

　データベース（GenBank）から対象の22種の

遺伝子の配列を検索し，遺伝子配列解析プログラ

ム（BLAST）を用いて，他の遺伝子と相同性の

低い領域を選び，プライマー設計プログラム

（Primer　3）にてプライマーとプローブを設計

した．

　なお，PCRのプライマーの設計条件は20～22

塩基とし，PCR産物が300～400塩基となるよう
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設定した．また，in　situハイブリダイゼーショ

ンについては，前述のPCR産物と同領域を

pGEM－T　Easyベクター（Promega，東京）に

組み込みdigoxygenin（DIG）標識RNAプロー

ブの鋳型として用いた．さらに，リアルタイム

PCRについては，前述のPCR産物の検出領域内

に納まるように，プライマーは19～21塩基，

TaqManプローブは24～26塩基，増幅領域は99

～130塩基とした（表1）．

　検出範囲設定およびプライマー，プローブの設

計を行う際には，PCR産物を電気泳動して確認

し，非特異的増幅が検出されないプライマー，プ

ローブのみを実験に使用した．

（2）実験動物

　全ての実験には，7～9週齢のSprague
Dawley系（SD）雄性ラット（日本SLC，静岡；

200～250g）を用いた．実験動物の取り扱いにつ

いては，松本歯科大学動物実験委員会の承認（第

71号）を得て，『松本歯科大学動物実験取り扱い

規程』，『松本歯科大学遺伝子組み換え生物等安全

管理規程』ガイドラインに従い行った．

（3）下歯槽神経切断モデルラットの作成及び組織

　　の摘出

　下歯槽神経切断時には，ラットに麻酔薬（pen－

tobarbital　Na，50mg／kg，大日本住友製薬，大

表1：22種遺伝子に対応する各実験（PCR，　ISH，　real－time　PCR）の解析領域一覧を示す．

GθneAramθ

1．S100　calcium　binding　protein　A9（SlOOA9）

2．　S100　calcium　binding　protein　A8　（S100A8）

3．　Proteo91ycan　peptide　core　protein　（PGSG）

4．　Proteoglycan　2，　bone　marrow　（PRG2）

5．　Ficolin　B　（FCNB）

anal　s∫s　area

6．　D　site　albumin　promoter　binding　Protein　（DBP）

7．　Ubiquitin－conjugating　enzyme　E2C　（UBE2C）

8．　Nuclear　factor，　erythroid　derived　2　（NFE2）

9．　Roundabout　homolog　1　（RoBo1）

10．　High　mobility　group　box　2　（HMGB2）

11．　Annexin　A1　（ANXA1）

12．　Antigen　identified　by　monoclonal　antibody
　Ki－67　（MKI67）

13．　NS5A　transactivated　protein　9　（NS5ATP9）

14．　Erythroid　associated　factor　（ERAF）

15．　Hemogen　（HEMGN）

16．　Napsin　A　aspartic　peptidase　（NAPSA）

17．　Vascular　endothelial　zinc　finger　1　（VEZF1）

18．　Adducin　2　（ADD2）

19．　Src－1ike　adaptor　（SLA）

20．　Integrin　alpha　M　（ITGAM）

21．　Si皿ilar　to　Cyclin－dependent　kinases

　regulatory　subunit　2　（CKS－2）

22．　Myelin　basic　protein　（MBP）

PCR澄ISH
【26－410bp】

【1－315bp】

【574－944bp】

【327－705bp】

【501－875bp】

【1175－1571bp】

【307－664bp】

【542－908bp】

【88－450bp】

【412－772bp】

【293－671bp】

【5385－5761bp】

【3－313bp】

【36－376bp】

【588－949bp】

【929－1297bp】

【268－633bp】

【1631－1995bp】

【338－715bp】

【2152－2516bp】

【224－560bp】

【613－957bp】

Real－time　PCR

【136－248bp】

【151－263bp】

【582－711bp】

【328－436bp】

【502－611bp】

【1337－1464bp】

【482－581bp】

【592－701bp】

【255－377bp】

【415－518bp】

【555－671bp】

【5385－5499bp】

【166－268bp】

【246－375bp】

【824－949bp】

【1163－1289bp】

【349－453bp】

【1631－1731bp】

【545－644bp】

【2367－2488bp】

【292－398bp】

【759－873bp】



96 時崎，他：下歯槽神経切断モデルラットにおける三叉神経節非損傷神経の遺伝子発現動態解析

第3枝領域

中枢側

末梢側

図1：ラットの三叉神経節の模式図を示す．左側が末梢側で

　　右側が中枢側になる直線（点線）に沿って末梢側から

　　中枢側に向けピンセット等で鈍的に第1・2枝領域と

　　第3枝領域に分離することができる．

阪）を腹腔内投与し，深麻酔を行なった．切断群

（cut）では，左側顔面皮膚を剃毛し左側頬部皮

膚を切開し，咬筋を筋線維の走行方向に沿って鈍

的に剥離し，下顎骨下顎角部外側面を露出させ

た．同部で骨内を走行する下歯槽神経を確認し，

その周辺の骨をラウンドバーを装着した歯科用エ

ンジンにて除去後，下歯槽神経を露出させ近遠心

方向に約1mm幅で切断，摘出した．その後咬

筋剥離部と頬部皮膚を縫合し閉創した．比較対照

として，切断群（cu七）と同様の手順で下歯槽神

経を露出，明示した後，切断せずにそのまま閉創

したラットを対照群（sham）として用いた．ま

た，麻酔や切開していないものを未処置群（na－

ive）とした．

　組織摘出時には，ラットをジエチルエーテルに

て深麻酔した後，勇刀にて断頭し三叉神経節およ

び大脳と脾臓を摘出した．三叉神経節について

は，頭蓋腔から脳幹部などを除去して，脳底部，

脳硬膜を丁寧に剥離して露出し，分岐し頭蓋腔か

ら骨を通過する手前で各枝を切断して摘出した．

RNA抽出には，組織を摘出後直ちに液体窒素に

て凍結し，保存した．三叉神経節は第3枝の分岐

部から中枢側に向かいピンセットで鈍的に分離

し，第3枝領域と第1・2枝領域を分離し（図

1），それぞれ凍結した．ISHの場合は，組織摘

出後直ちに粉末ドライアイスにて凍結し，新鮮凍

結切片を作製した．

（4）逃避行動テスト

　我々の下歯槽神経切断の手術手技で間違いなく

アロディニアを発症しているのか確認するため，

von　Freyフィラメントを用いて下歯槽神経切断

側の第2枝領域（左側口髭部）における疾痛逃避

閾値の経時的変化を観察した．ラットは，手術の

約1週間前よりvon　Freyフィラメントによる実

験，および環境や実験器材に慣らした．刺激は

von　Freyフィラメントを段階的に交換し10　gか

ら60gまで徐々に増加させ，逃避行動を起こした

ところでの刺激を閾値とした．測定は各測定につ

き3回行い，平均値を閾値とした．実験群及び対

照群共に7匹ずつ用い，手術5日前から手術後30

日目まで経日的な疾痛逃避閾値を測定した．

（5）定量PCR

　未処置のラットから摘出した組織を用いた．組

織　のtota1　RNAは，　TRIZOL（lnvitrogen社，

California，　USA）を用いて指定の方法により抽

出・精製した．次にM－MLV逆転写酵素（Invi－

trogen社）を用いて指定の方法によりcDNAを

合成した．PCRはTaq　DNA　Polymerase（BIO－

RAD，東京）を用いて，熱変性（95℃，2分）

し，増幅は95℃で1分，50～58℃で30秒，その後

62～68℃で1分，30サイクルの反応条件を設定し

た．PCR産物の確認には1．5％アガロースゲルと

TAEバッファー（40mM　Tris－ace七ate（p且8．0），

2mM　EDTA）を用いた．電気泳動後，エチジウ

ムブロマイド染色（アズワン，東京）を行い

Mupid－Scope　WD（ADVANCE，東京）で撮影
した．

（6）in　situハイブリダイゼーション

　未処置のラットから摘出した三叉神経節を用い

た．ドライアイスにて凍結した組織をクライオス

タット（LEICA　CM　1850，東京）にて新鮮凍結切

片（10μm）を作製し，シランコーティングした

スライドグラスに順次貼付した．切片は，4％ホ

ルムァルデヒド燐酸緩衝液（4％Formaldehyde

　（FA）in　O．1　M　Phosphate　buffer（0．1MPB））

にて20分間固定を行い，燐酸緩衝液（0．1MPB）

にて10分間の洗浄を2回した後，プロテアーゼ

K処理（5μg／ml　proteinase　K，50mM　Tris－HCl

　（pH　7．5），5mM　EDTA）を3分間行った．そ

の後，4％FA　in　o．1MPBにて再度10分間固定

を行い，0．1MPBにて5分間の洗浄を2回した

後，アセチル化処理（0．1　M　Triethanolamine，24

mM　Acetic　anhydride）を10分間行い，　O．　I　M　PB

にて5分間洗浄を行う．次に，エタノ・一一・・ル脱水系



松本歯学　36（2）2010

列70％，80％，90％，100％，100％の順に3分間

浸漬，クロロホルムに10分間，さらに100％エタ

ノールに3分間浸漬して脱水した後，乾燥した．

次にハイブリダイゼーションバッファー（20mM

Tris一且Cl（pH　7．5），0．3MNaCl，5mM　EDTA，

10％Dextran　sulfate，1×Denhart　solution，20

mM　DTT）によるプレハイブリダイe’　一一ション

を行った（55℃，1時間）．さらにDigoxigenin

（DIG）標識したRNAプローブを作製し，この

RNAプローブ（0．25－1ng／μ1）を含むハイブリダ

イゼーションバッファーにより，ハイブリダイ

ゼーション反応を行った（55℃，16－20時間）．

RNAプローブは，　cDNAをpGEM－T－Easy　Vec一

七〇r（Promega，東京）に組み込んだ鋳型を，　RNA

ポリメラーゼSP　6（Promega，東京）または，

RNAポリメラーゼT7（Promega，東京）にて

DIG　RNA　Iabeling　Mix（Roche，東京）存在下

で転写して作製した．

　ハイブリダイゼーション反応を行った後，すぐ

に5×SSC（0．75M　NaCl，75mM　Sodium　cit－

rate；65℃，30分），High　stringency　buffer

（50％Formamide，75mM　NaCl，7．5mM　So－

dium　citrate；65℃，30分），washing　buffer（10

mM　Tris－HCI　pH7．　5，1mM　EDTA，0．5M

NaCl；37℃，10分，3回）にて洗浄した．次に

RNase処理（20pg／ml　RNase　in　Wash　buffer；

37℃，30分）を行い，再度洗浄した（High　strin－

gency　buffer；65℃，30分）．さらに，非特異的

免疫反応を抑制する目的で，Blocking　buffer

（1％Blocking　Reagen七（Roche，東京）），100

mM　Tris－HCI（pH　7．5），150mM　NaCI，；室温，

60分）にてブロッキングを行った．その後，

Blocking　bufferにアルカリフォスファター・ゼ標

識した抗DIG抗体（Roche，×800倍希釈）を加

え抗体反応（4℃，12時間）を行った．次に，Tris

buffer（100mM　Tris－HCI（pH7．5），150mM

NaCl，0．2％Tween　20；室温，15分，4回）にて

洗浄し，発色反応（0．45mg／ml　nitro－blue　tetra－

zolium　chloride，0．175mg／m15－Bromo－4－

Chloro－3’－Indolylphosphatase，100mM　Tris－

HCI　pH　9．5，0．1MNaC1，50mM　MgCl2；4℃，

1～2日間）を行った．発色後カバーガラスをか

け封入し，光学顕微鏡（OLYMPUS　BX－51，東

京）にて観察した．

97

（7）リアルタイムPCR

　未処置のラットと切断群・対照群それぞれ手術

後1，3，5および7日目のラットから取り出し

た三叉神経節の第1・2枝領域を用いた．各タイ

ムポイントにつき切断群は6匹，対照群と未処置

群は各4匹を用いた．

　cDNAは定量PCR同様にTRIZOL，　M－MLV
逆転写酵素を用いて合成した．また，cDNAは10

倍に希釈したもの0．5ml使用した．各遺伝子の

検出領域は表1のとおりで，プライマー，

TaqManプローブ（5’－FAM修飾，3’－TAMRA

修飾，日本バイオサービス，埼玉）およびPre－

mix　Ex　Taq（TaKaRa，東京）を用いて行った．

熱変性（95℃，2分），増幅（95℃で15秒，その

後58～62℃で30秒，80サイクル）の反応条件で行

い，リアルタイムPCR解析システム（DNA　En－

gine　OpticonTM　System　Bio－Rad，California，

USA）にて測定および解析を行った．

　なお，値はnaiveを1．00として比を値とした．

（8）統計処理

　統計データの解析は，Dr．SPSS　H　for　Windows

（エス・ピー・エス・エス，東京）を用いた．ク

ラスカル・ウォリスの検定にて多重比較を行な

い，p＜0．05を有意差ありとした．

結 果

　最初に，下歯槽神経切断術が通法どおりに実施

できているかどうかを確認するため，切断群と対

照群のラットの口髭部について機械刺激に対する

疾痛逃避行動テストを行った．これまでの報告で

は，下歯槽神経切断後1日目から1か月以上にわ

たり，切断側のロ髭部における機械刺激逃避閾値

が低下するとされている17・19）．本実験でも切断群

ラットの逃避閾値は，術後1日目から有意に低下

し，30日目まで持続した．一方対照群は，術後1

日目で一時的な低下はみられたもののすぐに回復

し，その後30日目まで変化はなかった（図2）．

この結果は，これまでの報告と一致するものであ

り，これにより下歯槽神経切断術が通法どおりに

実施できていることが確認できた．

　表2には，本研究で使用した遺伝子22種に関し

て，切断群と対照群を比較したマイクロァレイ解

析によって得られた下歯槽神経切断による発現上

昇率と発現量を示す．S100　calcium　binding　pro一
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（9）
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図2：疾痛逃避行動テストの結果を示す．0日が手術日で手術前の値となる．手術後1～30日まで経日的に逃避閾値（g）

　　　を測定した．下歯槽神経切断群（cut）では手術後1～30日まで逃避閾値が有意に低下し，アロディニアの発症を

　　確認した．対照群（sham）では，手術1日後のみ閾値の有意な低下をみたが，その後回復した．

tein　A9（S100　A9），S100　calcium　binding　pro－

tein　A8（S　100　A8）といった細胞内カルシウム

動態に関与するタンパク，Myelin　basic　protein

（MBP）やProteoglycan　pep七ide　core　protein

（PGSG）といった主にシュワン細胞で発現する

タンパク，Ery七hroid　associated　factor（ERAF）

やHemogen（HEMGN），In七egrin　alpha　M（IT－

GAM），　D　site　albumin　promoter　binding　pro－

tein（DBP），　Nuclear　fac七〇r，　erythroid　derived

2（NFE　2）といった血球細胞で発現していると

思われるタンパク等，様々なタンパク質をコード

する遺伝子が含まれている．

　これらのうち最大の上昇率を示したのはS100

A9遺伝子で，下歯槽神経切断により4．92倍に発

現が上昇した（表2の1）．しかし，このS100A

9は，定量PCRにおいて神経組織での発現が確

認されず（図3D），さらにISHでもセンス，ア

ンチセンスどちらも反応が見られなかった（図3

A，B）が，脾臓を用いた定量PCRでは発現が

確認された．また，リアルタイムPCRによって

も発現上昇は確認できず，むしろ切断群，対照群

ともに未処置よりも減少していた（図3C）．

表2：実験対象に絞った22種遺伝子のcDNAマイクロアレイによる発現上昇率（ratio：切断群（V3　cu七）vs対照群（偽

　　手術群：sham））と発現量を示す．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　voltLcpe
　　　　　　Gene7Vamθ

1．　S100　calcium　binding　Protein　A9　（S100A9）

2、　S100　calcium　binding　protein　A8　（S100A8）

3、　Proteo91ycan　peptide　core　protein　（PGSG）

4、　Proteo91ycan　2，　bone　marrow　（PRG2）

5、　Ficolin　B　（FCNB）

GenBank　　ra　tio　　sham

NMO53587
NMIOS3S22

NMO20074
M：031619

NMO53634
6．Dsite　albumin　promoter　binding　Protein（DBP）NM＿012543

7．　Ubiquitin－conjugating　enzyme　E2C　（UBE2C）

8．　Nuclear　factor，　erythroid　derived　2　（NFE2）

9．　Roundabout　homolog　1　（RoBo1）

10．　High　mobility　group　box　2　（HMGB2）

11．　Annexin　A1　（ANXA1）

12．　Antigen　identified　by　monoclonal　antibody
　　Ki－67　（MKI67）

13、　NS5A　transactivated　protein　9　（NS5ATP9）

14．　Erythroid　associated　factor　（ERAF）

15．　Hemogen　（HEMGN）

16．　Napsin　A　aspartic　peptidase　（NAPSA）

17．　Vascular　endothelial　zinc　finger　1　（VEZF1）

18．　Adducin　2　（ADD2）

19．　Src－like　adaptor　（SLA）

20．lntegrin　alpha　M（ITGAM）

21．　Similar　to　Cyclin－dependent　kinases

　　regulatory　subunit　2　（CKS－2）

22．　Myelin　basic　protein　（MBP）

XM　215924
BCO78925

NMO31537
BC107455

NMO12904
XMI225460

NM　201418
XMI21SOSg

NM　133294
mu：031670

XM　213421
M二〇12491

NM　178097
M二〇12711

XM　573992

4．92

4．84

2．64

2．22

2．03

1．98

1．90

1．80

1、80

1、74

1．71

1．70

1．65

1．63

1、62

1．59

1．59

L55
1．54

1．53

1．　48

V3　cut

3771．88
132．　42

287．13

1025．00

381．77

1237．24

180．45

189．91

279．09

419．58

2457．85

216．32

548．48

1856、74

264．65

195．73

217．05

112．30

178．32

37．70

112．06

18574．65

640．75

757．52

2270．90

774．71

2453．31

342．99

341．55

501．79

729．28

4196．44

368、54

906．24

3024．84

429．60

312．18

344．11

173．52

274．81

57．65

165．90

NM　OO102529　1．47　　　10440．28　　　15382．65
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表3　各実験（PCR，　ISH，　rea1－time　PCR）の結果をまとめた一覧を示す．　PCRは各組織（三叉神経節，大脳，脾臓）で発現

　　　がバンドで確認できた遺伝子は○とした．ISHは神経細胞やサテライト細胞，その他局在が認められたら○とした．　rea1－

　　　time　PCRはshamと比較して発現上昇が認められたら↑，発現が減少したら↓とした．また変化なしは一とした．

6θ刀θ勧θ

L　　S100　calciurn　binding　protein　A9　（SIOOA9）

2．　S100　calciu皿　binding　protein　A8　（S100A8）

3．　Proteoglycan　peptide　core　protein　（PGSG）

4．　Proteoglycan　2，　bone　marrow　（PRG2）

5．　Ficolin　B　（FCNB）

ge1tZ｛LCq！f　n

瑠
×

×

×

×

×

6，Dsite　albumin　promoter　binding　protein（DBP）△
　7．　Ubiquitin－conjugating　enzyme　E2C　（UBE2C）

8．　Nuclear　factor，　erythroid　derived　2　（NFE2）

9、　Roundabout　ho【（K）109　1　（RoBo1）

10．　High　mobility　group　box　2　（HMGB2）

11．　Annexin　A1　（ANXAI）

12．　Antigen　identified　by　monoclonal　antibody
　　Ki－67　（班く167）

13．　NS5A　transactivated　protein　9　（NSsATP9）

14．　Erythroid　associated　factor　（ERAF）

15．　Hemogen　（HEMGN）

16．　Napsin　A　aspartic　peptidase　（NAPS八）

17．　Vascular　endothelial　zinc　finger　1　（VEZF1）

18．　Adduc　in　2　（ADD2）

19．　Sx℃－1ike　adaptor　（SLA）

20．lntegrin　alpha　M（工TGAM）

21．　Similar　to　Cyclin－dependent　kinases

　　regulatory　subunit　2　（CKS－2）

22．　Myelin　basic　protein　（MBP）
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rθal－ti胡e　PCR

↓

↓

↓

↓

↓
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1　S100　calcium　binding　protein　A9　（S100A9）

C

3ρ0

2．00

1．00

0．00

※

D

口naive
■eut
■sham

trige旬inal
genglion

v．T「－v．’．一

Scale　bar：50μm

cerebrum sp］een

　　　　　　　　　natve　　　　　1　　　　　　　3　　　　　　　5　　　　　　　7

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　days　　　　※：P〈0．05

図3　S100　A　9における各実験の結果を示す．　AはISHのアンチセンスプローブ，　Bはセンスプローブの反応を示しており，結

　　　果は共に陰性であった．CはリアルタイムPCRの結果で3日目に切断群，対照群ともに発現は低下している．　Dは，三叉

　　　神経節（七rigeminal　gangliom），大脳（cerebrum），脾臓（spleen）における定量PCRのバンド像で脾臓のみバンドが認

　　　められた．
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11　Annexin　A1　（ANXA1）

1．00

O．00

C

遼　；ε；：』

．趣・

naive 1 3 5 7

D

口naive
■cロt
■sharn

籔．

u’igemina且

ganglion

Scale　bar：50μm

cerebrlim spleen

　　　　　　　　　　　　　days

図4：ANXA　1における各実験の結果を示す．　AはISHのアンチセンスプロープ，　Bはセンスプローブの反応を示しており，結

　　　果は共に陰性であった．CはリアルタイムPCRの結果で切断群，対照群ともに発現変動を認めなかった．　Dは，三叉神経

　　　節（trigeminal　gangliom），大脳（cereb㎜），脾臓（spleen）における定量PCRのバンド像で脾臓でバンドが認められ

　　　た．また，三叉神経節においてもわずかにバンドが確認できた．

6　D　site　albumin　promoter　binding　protein　（DBP）

7．00

6．OO

5．OO

4．00

3．00

2．00

1．00

0．00

輿

鰭鷲阻‘繁i，f

　　　　D
口naive
■cut
■sham

trigeminal

genglion

Scale　bar：50μm

cerebr山m spleen

　　　　　　　naive　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　3　　　　　　　　　　5　　　　　　　　　　7

　　　　　　　　　　　　　　　　　　days　　　※：P〈o．　05

図5：DBPにおける各実験の結果を示す．　AはISHのアンチセンスプロープ，　Bはセンスプローブの反応を示しており，結果は

　　　共に陰性であった．CはリアルタイムPCRの結果で切断群、対照群ともに1日後に有意な発現の上昇を認めた．また対照

　　　群の上昇率が顕著であった．Dは，三叉神経節（trigeminal　gangliom），大脳（cerebrum），脾臓（spleen）における定量

　　PCRのバンド像で大脳と脾臓でバンドが認められた．また，三叉神経節においてもわずかにバンドが確認できた．
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22　Myelin　basic　protein　（MBP）

’鰐’
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D Scale　bar：50μm
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　※：P〈O．　05

図6：MBPにおける各実験の結果を示す．　AはISHのアンチセンスプローブ，　Bはセンスプローブの反応を示しており，結果は
　　　アンチセンスプロープで陽性反応を認めた．全ての神経細胞で発現を認めた．CはリアルタイムPCRの結果で切断群は1
　　　～5日後まで有意な発現上昇を認めた．対照群は1日後のみ有意な発現上昇を認めた．Dは，三叉神経節（trigeminal　gan－
　　　gliom），大脳（cerebrum），脾臓（spleen）における定量PCRのバンド像で三叉神経節で強いバンド発現を確認した．大
　　　脳もバンドを認め，脾臓ではバンドはみられなかった．

15　Hemogen　（HEMGN）

　C
7，00

6．00

5．00

4．00

3．00

2．00

1．00

0．00

D

口naive
■cut
■sham

擁瓢al

Scale　bar：50μm
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　　　　　　　naive　1357　　　　　　　　　　　　　　　days　　　　　　※：P〈0．05

図7：HEMGNの各実験の結果を示す．　AはISHのアンチセンスプローブ，　Bはセンスプローブの反応を示しており，結果は共
　　　に陰性であった．CはリアルタイムPCRの結果で切断群，対照群ともに7日後に有意な発現低下を認めた．また1日後は
　　　対照群より有意な発現上昇を認めた．Dは，三叉神経節（trigemina1　gangliom），大脳（cerebrum），脾臓（spleen）にお
　　　ける定量PCRのバンド像で脾臓でのみバンドが認められた．
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図8：VEZF　1の各実験の結果を示す．　AはISHのアンチセンスプローブ，　Bはセンスプローブの反応を示しており，結果は共

　　に陰性であった．CはリアルタイムPCRの結果は1日後で対照群より有意な発現上昇を認めた．　Dは，三叉神経節
　　（trigeminal　gangliom），大脳（cerebrum），脾臓（spleen）における定量PCRは，脾臓および大脳でバンドが認められた．

　定量PCRの結果より，わずかでも三叉神経節

で発現を認めた遺伝子はDBP，　Annexin　A　1

（ANXA　1），High　mobility　group　box　2（HMGB

2），ITGAMとMBPの5種であった（表3）．

これらのうちMBP以外の4種類の遺伝子につい

ては，ISHで発現が検出できず，またリアルタ

イムPCRでも対照群に対して有意な上昇は検出

されなかった（表3，ANXA　1については図4A－

C，他のデータは示していない）．DBPについて

は対照群の方がnaiveや切断群と比較して切断

1日後や7日後で上昇が顕著であった（図5
C）．

　MBPは唯一，定量PCRにて神経組織である

三叉神経節と大脳両方で明らかな発現が確認で

き，脾臓では発現がみられなかった．これは，表

2に示したマイクロアレイ解析において検出され

た三叉神経節における発現量が，他の遺伝子に比

べて高いという結果と一致する．IS且において

も強い反応が見られ，三叉神経節における全ての

神経細胞が染色されており，細胞体のサイズによ

る発現量の違いは検出されなかった．リアルタイ

ムPCRにおいては，術後1日目から切断群，対

照群ともに発現量が上昇した．ただし，切断群と

対照群間で有意差が見られたのは術後3日目のみ

であった．術後7日目，対照群では未処置レベル

まで減少したが，切断群では発現の上昇が維持さ

れていた（図6C）．

　定量PCRにおいて三叉神経節で発現が認めら

れなかった遺伝子についても，定量PCRに比べ

高い検出感度が期待できるリアルタイムPCRで

は，微量な遺伝子発現量の変動を検出できる可能

性がある．定量PCRにおいて三叉神経節で発現

を認めなかったが，リアルタイムPCRでは対照

群と比較して発現増加を認めたのは，HEMGN
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図91βアクチンのリアルタイムPCRの結果を示す．経時

　　的な変化は認められなかった．
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（表3の15，図7C），　Vascular　endo七helial　zinc

finger　1（VEZF　1）（表3の17，図8C）の2種

の遺伝子であった．これら遺伝子はいずれもISH

では検出できなかった（図7A，図8A）．

　ISHでは，全ての遺伝子について，ネガティ

ブコントロールであるセンスプローブではシグナ

ルが得られないことを確認した．またリアルタイ

ムPCRではβアクチンについては発現変動がな

いことを確認し，標準遺伝子とした（図9）．

考 察

　神経切断による神経因性疾痛に関しては多くの

モデルラットが作成されているが，その中の一つ

である下歯槽神経切断モデルラットでは，第3枝

の一部である下歯槽神経を切断したにも関わら

ず，第2枝の一部である眼窩下神経が支配する口

髭部にアロディニアが発症する．この症状は，神

経損傷後に損傷領域を超えて感覚異常が発現する

という臨床例をよく再現しており，数多く存在す

る神経因性疾痛モデルラットの中でも特徴的であ

ると言える．また，三叉神経節はその形態的特徴

から，第3枝に軸索を伸ばす神経細胞の細胞体

と，第1・2枝に軸索を伸ばす神経細胞の細胞体

を容易に分離することができる18）（図1）．我々

も，神経損傷のマーカーとなる物質を用いた実験

等を行い第3枝と第1・2枝領域が分離できるこ

とも確認している（データ未公表）．

　これまでに下歯槽神経切断モデルのこの特徴を

活かして，損傷神経を含む第3枝領域と，アロ

ディニア発症部位を支配する神経を含む第1・2

枝領域について別々に遺伝子発現変化を解析して

きた．このうち第3枝領域の神経細胞で発現上昇

をみた遺伝子についてはリアルタイムPCR法な

どで経時的な発現上昇についても明らかにしてい

る（論文投稿中）．

　これに対し，下歯槽神経切断後3日目の切断群

と処置後3日目の対照群のラットの三叉神経節を

用いたマイクロアレイ解析からは，非損傷神経を

含む第1・2枝領域では41種の遺伝子の発現上昇

が検出された．これは，損傷神経である下歯槽神

経の細胞体を含む第3枝領域において545種の遺

伝子が検出された結果と比較すると検出遺伝子

数，上昇率共に非常に小規模で，直接損傷を受け

た神経細胞に比べ，アロディニアが起きている領
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域を支配する神経細胞における遺伝子発現レベル

での変化は限定的なものであると予想できる．し

かし，坐骨神経と後根神経節を用いた研究では，

神経損傷後に神経節で発現が上昇することが知ら

れている遺伝子が数多く報告されている15・16）が，

これらの遺伝子は全て第3枝領域の解析により検

出されていた．第1・2枝領域の解析で検出され

た41種の遺伝子は神経損傷との関連は，報告され

ていないものばかりであり，これらの中にアロ

ディニアの発症に直接的に関与する遺伝子が含ま

れている可能性は十分存在すると考えた．

　今回の実験において，切断3日後のサンプルを

用いたマイクロアレイの結果と一致して切断後3

日目に発現上昇が観察されたのはMBPのみであ

り，三叉神経節神経細胞においてもMBPの発現

が確認できた．このタンパク質のノックアウトマ

ウスでは中枢神経細胞のミエリン化の阻害や痙攣

を引き起こすことが知られている23・24）．また，坐

骨神経を用いた神経因性疾痛モデルでは，神経損

傷後にMBPの分解とそれに伴う髄鞘構造の破壊

が起こることが知られている25）．さらに，脱髄が

神経の異常興奮とつながることは動物モデルでも

臨床例でも知られており24），MBPが本研究で用

いた下歯槽神経切断モデルにおいても重要な役割

を果たしている可能性は十分考えられ，末梢神経

細胞についてもその興奮性に影響を与えている可

能性が考えられる．切断群と対照群間ではっきり

とした有意差が認められたのは術後3日目のみで

あったが，このMBP遺伝子発現上昇に引き続き

髄鞘構造に変化が起き30日以上続くアロディニア

の症状を惹起しているのではないかと考える．三

叉神経節はサイズ，性質など異なる神経細胞の集

合体であるが，MBPの発現は特定の細胞ではな

く全神経細胞に認められたため痛覚以外の刺激の

伝達にも関与している可能性もある．ヒトの皮膚

のマイスネル小体にもMBP陽性線維が認められ

る報告23）もあり，MBPが感覚情報の伝達に何ら

かの影響を与える可能性は考えられる．

　損傷領域を超える範囲に広がる神経因性疾痛の

発生機序については，従来の研究から末梢神経が

損傷を受けると末梢神経系だけでなく三叉神経脊

髄路核等の上位中枢においても神経回路網に組織

学的および生理学的変化がおこることが明らかに

なっており17’19・26），損傷を受けた神経が支配して
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いる領域だけでなく，その周辺領域にも広く痛覚

過敏が発現し影響を波及する11・17・19・2°・26）．

　特に三叉神経脊髄路核において下歯槽神経切断

後の経時的な神経細胞活動電位の記録実験では，

切断後2日～14日でLow　threshold　mechanore－

ceptive　neuron（LTM）やwide　dynamic　range

neuron（WDR）などの割合が増加することを示

しており，この変化により非侵害刺激に対する応

答も増強され，機械刺激に対するアロディニアの

発症と関連していることが述べられている26）．こ

のLTMやWDRの増加には，一次求心性神経か

らの過剰な入力が影響している可能性が大きく，

過剰な入力の原因としてMBP遺伝子発現上昇が

関与している可能性も示唆される．

　次にリアルタイムPCRで一過性の上昇を認め

たHEMGNとVEZF　1については，定量PCR
の結果から血球系細胞由来のmRNAを検出して

いることが予想され，これらの遺伝子が血管内皮

や血球で多く発現しているという報告と一致す

る．しかし，他の血球系細胞由来mRNAと異な

り，リアルタイムPCRで術後1日目に一過性の

上昇が検出されていることから，アロディニア発

症初期において第1・2枝領域における血球細胞

の状態，もしくは血流等に変化が起こっている可

能性が考えられる．

　しかし，解析の結果はMBP以外，ほとんどの

遺伝子について神経における発現も神経切断後の

発現上昇も確認できず，多くは脾臓における発現

が強く検出された．これは，マイクロアレイの結

果において三叉神経節摘出時に混入していた血球

系細胞由来の遺伝子発現を検出している可能性が

あることを示唆している．これらが血球系細胞由

来である場合，それらの血球系細胞は三叉神経節

摘出時に血液が混入したのか，あるいは神経損傷

や炎症によって三叉神経節内部に遊走した血球系

細胞に由来するのか，そのどちらなのかについて

は現時点で不明である．また，非損傷領域である

第1・2枝領域の神経細胞において，多くの遺伝

子についてはリアルタイムPCRでも神経損傷後

の発現上昇は検出されず，さらにいくつかの遺伝

子については，むしろ発現の低下が見られた．こ

れらの結果の真偽については各実験の検出感度の

向上等，さらに解析が必要であると考える．しか

し，マイクロアレイで解析された全20，500遺伝子

配列の発現量がそれぞれ2～300，000まで大きく

異なっている中，本研究で解析を行った22種の遺

伝子の発現量は，数百に過ぎないものがほとんど

であり，この発現量の少なさも解析を困難にして

いると思われる．

　別の原因として，各実験（cDNAマイクロアレ

イ，定量PCR，　ISH，リアルタイムPCR）それ

ぞれに使用したプライマー，プローブの検出領域

の差が挙げられる．検出領域が異なっている，も

しくは領域が重複していても完全に一致するもの

ではないため，選択的スプライシングなどの影響

により結果そのものや検出効率が変化する可能性

もある．しかし，それを踏まえても，なお今回の

結果は，損傷を受けた神経細胞を含む第3枝領域

を解析したものと比べて，予想以上に発現増加し

ている遺伝子は少なく，たとえ同一神経節内で

あっても損傷神経が非損傷神経に与える影響は限

定的なものであり，少なくとも遺伝子発現変動と

いうレベルでは非常に小さなものであることを示

している．

　本研究で，ごく少数の遺伝子発現変化しか検出

されなかった結果の内，MBPが何らかのアロ

ディニアの発生機序に関与している可能性が示唆

された．さらにアロディニア発症領域を支配する

一次ニューロンの変調だけではなく，損傷神経の

過興奮もしくは延髄もしくは三叉神経脊髄路核と

いった上位中枢の変調によるところが大きいこと

も示唆された．

結 論

　今回の研究で三叉神経節内では，MBPは各実

験（cDNAマイクロアレイ，定量PCR，　ISH，

リアルタイムPCR）の結果より，アロディニア

発症時に何らかの役割を担っている可能性が示唆

された．

　しかし，MBPのみの発現変動でアロディニア

発症が惹起されるとは考えにくく，MBPの変化

に加え，第3枝神経細胞（損傷神経）の変調や三

叉神経背髄路核での過興奮，上位中枢神経細胞の

変化などと協調してアロディニア発症が引き起こ

されるのではないかと思われた．また，これらの

遺伝子の発現変動が直接アロディニアに関連する

ものであるかどうかについても，今後さらに確認

を進める必要があるといえる．
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