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緒言 

 

痛みは動物にとって身体への危険を察知し回避するための防御機構の一

部であり，警報としての重要な役割を果たしている．しかし過度な痛みは警

報としての役割を超え強い生体ストレスとなり，神経障害痛などの慢性痛で

は痛みが防御機構としての働きをなしておらず，生体にとって単なる苦痛で

しか無い．痛みは肉体的にも精神的にも強いストレスであり，これらの痛み

を軽減し治療することは苦痛の軽減のために非常に大切であるが，痛みの発

生機序，増幅機構についてはまだ不明な点も多く現在でも難治性の痛みに苦

しむ患者は多数存在する．通常，侵害受容刺激によって興奮した一次求心線

維は脊髄後角で二次侵害受容ニューロンにシナプス伝達し，さらに脊髄視床

路などを上行し脳へと伝わり痛みとして認知されるが，現在はこの痛みの伝

達経路に様々な異常が生じることで病的な痛みを引き起こしていると考え

られている． 

痛みの増幅機構の一つとして，侵害受容刺激は一次求心線維を興奮させる

だけではなく神経の可塑性変化も引き起こすことが報告されている 1,2．こ

の変化には侵害受容刺激のシナプス伝達の機能変化も含まれている．γ－ア

ミノ酪酸（Gamma-aminobutyric acid: GABA）は脊髄後角に存在する主要な

抑制性神経伝達物質の一つであるが，この GABA が神経障害痛において放

出量が減少しているという報告や 3，脊髄後根神経節（Dorsal root ganglion: 

DRG）で GABA-A 受容体の mRNA が減少しているという報告があり 4，

GABA の減少が痛みの増強を引き起こすと考えられてきた．しかし最近の

知見によると，ナトリウム－クロール共輸送体（sodium–potassium chloride 

cotransporter 1: NKCC1）やカリウム－クロール共輸送体（potassium–chloride 

cotransporter 2: KCC2）といった陽イオン－クロール共輸送体が神経細胞内

のクロールイオンの調節に大きな役割を果たしていることが判明した 5,6,7．

NKCC1 は主に中枢神経系に発現しており，KCC2 は主に脊髄後角浅層に発

現している 8．NKCC1 は細胞内のナトリウムイオン，カリウムイオン，ク

ロールイオンを増加させるのに対して，KCC2 は細胞内のカリウムイオン

とクロールイオンを減少させる働きをもっている．これらの共輸送体により

変化したクロールイオン濃度が，GABA の作用を抑制性から興奮性に変化

させることがあると報告されている．幼若な神経細胞では成体に比べて

NKCC1 の発現が多く KCC2 の発現が少ないため細胞内のクロールイオン

濃度は高く維持されており，GABA-A 受容体開口時のクロールイオン流入

量や方向を変化させ，抑制性神経伝達物質である GABA の作用を興奮性へ
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と逆転させている．この GABA の作用逆転は側頭葉てんかんにおいても確

認されており 9，さらには神経障害痛を代表とするある種の痛み刺激におい

てもこの逆転現象が確認されている 10．過去の研究では，活性化ミクログリ

アより放出された脳由来神経栄養因子（Brain-derived neurotrophic factor: 

BDNF）が脊髄 II 層の二次ニューロンの GABA に対する作用を興奮性に変

化させ 11，また BDNF が脊髄後角において TrkB 受容体を介して KCC2 を

減少させると報告されている 12．このことから，神経障害痛においては

KCC2 の発現減少が GABA の作用を逆転させ痛みの増強を引き起こしてい

る可能性があり，ミクログリアが KCC2 発現量の主たる調節因子であると

考えられている． 

一方，最近の研究によると，陽イオン－クロール共輸送体は急性炎症性痛

の発生についても何らかの影響を与えている可能性がある 13,14．現在まで

に，侵害性内臓刺激が脊髄神経における急速な一時的 NKCC1 リン酸化を

引き起こすという報告や 15，完全フロイントアジュバント注射による末梢

性炎症刺激が脊髄後角の KCC2 発現を減少させるという報告がある 16． 

Nomura らは，ラット足底へのホルマリン注射による急性炎症痛が 5 分

後に脊髄後角 I，II 層における KCC2 タンパク発現量と KCC2 免疫反応の

減少を引き起こすと報告しており 13，無髄の一次求心線維である C 線維か

ら放出される BDNF が KCC2の発現減少を引き起こしているのではないか

と考察した．この仮説を支持するものとして，ホルマリン注射による痛み行

動は BDNF 欠損マウスにおいて減弱するという報告がある 17．しかし急性

炎症痛において脊髄後角で KCC2 発現が減少する機序にはまだ不明な点が

多い． 

今回の研究では急性炎症痛における痛み増強の作用機序を解明すべく，

Nomura らの報告にあるラット足底へのホルマリン注射 5 分後の脊髄後角

の KCC2 発現減少について研究を行った．まず「実験 1」では KCC2 の発

現減少に TrkB 受容体が影響している可能性を検討するため，ホルマリン注

射前にキナーゼ阻害剤をくも膜下投与することで KCC2 の発現減少が抑制

されるか実験し，急性炎症痛における KCC2 発現減少が神経障害痛と同様

に BDNF によるものである可能性を評価した．次に「実験 2」では KCC2

発現減少にミクログリアが関係している可能性を検討するため，ホルマリン

注射による TrkB，BDNF，活性化ミクログリアのマーカーである Iba1，C

線維のマーカーであるイソレクチン B4（Isolectin B4: IB4）の免疫組織化

学的反応の左右比の変化を画像的に解析し，BDNF がミクログリア以外か

ら放出されている可能性を評価した．そして「実験 3」では KCC2 と TrkB，
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Iba1 と BDNF，BDNF と IB4 の蛍光二重染色をそれぞれ行い，C 線維が急

性炎症痛における KCC2 発現減少に影響している可能性を評価した．最後

に「実験 4」で KCC2 と BDNF の mRNA 量が急性炎症痛で変化している

か in situ hybridization 法を用いて評価した． 
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略語表 

 

本文及び図中で使用した略語は以下のとおりである．  

 

BDNF 脳由来神経栄養因子（Brain-derived neurotrophic factor） 

 

DAB 3,3’-ジアミノベンジジン（3,3’-diaminobenzidine） 

 

DRG 脊髄後根神経節（Dorsal root ganglion） 

 

GABA γ－アミノ酪酸（Gamma-aminobutyric acid） 

 

IB4 イソレクチン B4（Isolectin B4） 

 

KCC2 カリウム－クロール共輸送体（Potassium–chloride cotransporter 

2） 

 

NKCC1 ナトリウム－クロール共輸送体（Sodium–potassium chloride 

cotransporter 1） 

 

PB リン酸バッファー（Phosphate buffer） 

 

PBS リン酸バッファー生理食塩水（Phosphate-buffered saline） 

 

PBST  Triton X 添加 0.01 M PBS（Phosphate-buffered saline with 

Triton X） 
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実験方法 

 

【実験動物】 

 

本研究の動物実験はすべて「北海道大学における動物実験に関する指針」

に準拠して行った．雄性 Sprauge-Dawley ラットを日本 SLC（浜松）より

9 週齢で購入し，北海道大学実験動物飼育施設にて飼育，10 週齢で実験に

用いた．飼育期間は滅菌気流下に恒温（24℃），恒湿（40－60%）の環境下

で自由給水，自由給餌で飼育した．ラットの実験時点での体重は 300－350 

g であった． 

 

【急性炎症痛モデルの作成】 

 

ホルマリン注射による急性痛モデルの作成は既報に従い施行した 18．その

方法は，27 ゲージ針を用いてラットの左足底に 5%ホルマリンを 50 l 皮下

注入するものである．刺激群において痛み刺激は注入直後より誘発され，ラ

ットが組織採取のために麻酔をかけられるまで持続していた．対照群には生

理食塩水を 50 l 皮下注入した． 

 

「実験 1：急性炎症痛における KCC2 の減少とキナーゼ阻害剤 K252a の影

響についての検討」 

 

【急性炎症痛モデルの作成】 

 

急性炎症痛における KCC2 の変化を確認するために，前述の方法で刺激

群（n=5），対照群（n=5）を作成した． 

 

【薬物のくも膜下投与】 

 

K252a はチロシンキナーゼをはじめとした幅広いキナーゼ阻害剤であり，

Trk 受容体ファミリーの阻害剤として働く．急性痛刺激における TrkB 受容

体の関与を解析するために，キナーゼ阻害剤 K252a（Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, USA）2 g を 10 l の 0.01% DMSO に溶解し，K252a 投与群

（n=5）に対しホルマリン注射の 15 分前に Mestre らの方法 19 に則してく

も膜下注入を行った．すなわち，セボフルランによる吸入麻酔下にラットを
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しっかりと腹臥位で固定し，第 5 腰椎と第 6 腰椎の椎間めがけて 25 l マイ

クロシリンジ（Hamilton, Reno, NV, USA）に 27 ゲージ針を接続して穿刺

した．進めた針がくも膜下腔に到達したことを後肢もしくは尾の動きによっ

て確認した．対照群として溶媒である 0.01% DMSO 10 l のみをくも膜下

注入した群（n=5）を作成した．ラットは薬液を注入した後に麻酔から覚醒

させ，完全に麻酔から回復したことを確認した後両群に対して前述のホルマ

リン注射を行った． 

 

【組織の固定と凍結切片の作成】 

 

足底に注射し 5 分経過した後に，ラットにペントバルビタール 100 mg/kg

を腹腔内投与した．十分な麻酔深度に達した後に開胸して心臓を露出した．

心尖部から 18 ゲージカニュレを刺入し，カニュレの先端部が大動脈基部に

位置するように調節した．カニュレを通してヘパリン添加 0.1 M リン酸バ

ッファー生理食塩水 （PBS）100 ml で灌流し，続けて 0.1 M リン酸バッ

ファー （PB）に溶解した 4%パラホルムアルデヒド（4℃）500 ml で灌流

して組織を固定した．固定終了後にラットの頭部を切断し，脊髄を摘出した．

摘出した標本を 4℃の 4%パラホルムアルデヒドに 4 時間浸して，続けて 0.1 

M PB に溶解した 20%ショ糖溶液に 4℃で 24 時間以上浸した． 

  すべてのラットについて，腰膨大部レベルで約 5 mm の長さで脊髄標本

を切り出した．－15℃に保温されたクライオトーム（CM1850; Leica, 

Heidelberg, Germany）内で標本を O.C.T. compound（サクラファインテッ

クジャパン, 東京）に包埋し凍結させた後，アビジン－ビオチン複合体染色

用に厚さ 30 µm の横断切片を作成し， 0.01 M PBS 中に浮遊切片として収

集した． 

 

【免疫組織染色】 

 

切り出した脊髄の浮遊切片を内因性ペルオキシダーゼ失活のために 0.3%

過酸化水素水加メタノール中で 30 分振盪させ，その後非特異的な反応を防

ぐ目的で，0.3% Triton X添加 0.01 M PBS（PBST）に 3%ロバ血清（Chemicon 

International，Temecula，CA，USA）を加えた溶液中に浮かべ室温で 1 時

間振盪しブロッキングした．次に，一次抗体としてウサギ抗 KCC2 抗体

（1:10,000，Millipore，Temecula，CA，USA）を含む 1%ロバ血清加 PBST

中で，4℃で一晩振盪し反応させた．PBST で洗浄した後，二次抗体である
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ビオチン標識ロバ抗ウサギ IgG 抗体（1:200，Jackson Immuno Research 

Laboratories）を含む 1%ロバ血清加 PBST 中で，室温で 1時間反応させた．

PBST で洗浄し，ペルオキシダーゼ標識アビジン -ビオチン複合体

（Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）と 1

時間反応させた．0.01 M PBS で洗浄した後に，ニッケル添加 3,3-ジアミノ

ベンジジン（DAB）で黒色に発色させた（DAB substrate kit, Vector 

Laboratories）．0.01 M PBS で洗浄し染色を終了した．染色された切片をス

ライドグラス上に配置し，エタノールとキシレンで処理した後に封入した． 

 

【DAB 染色した KCC2 陽性領域の解析】 

 

脊髄後角での KCC2 の発現変化量を解析するために，DAB で KCC2 染色

を行った脊髄切片を光学顕微鏡（ Olympus Model BX51 Research 

Photomicroscope，オリンパス，東京）で観察し，各ラットからランダムに

5 切片をデジタルカメラ（Olympus DP70 digital camera system，オリン

パス）で撮影した．得られた画像の KCC2 陽性領域について，画像解析ソ

フト ImageJ（National Institutes of Health, Bethesda，MD，USA）を用

いて光学密度の定量化処理を行い刺激側／健側の比を求めた．各ラットの 5

切片について KCC2 陽性領域の刺激側／健側の平均値を求め、さらに各群

のラットの平均値を求めることで最終的に各群の刺激側／健側比とした．こ

の KCC2 陽性領域の刺激側／健側比の解析者は今回の研究目的を知らされ

ずに測定を行った．脊髄 I 層と II 層の判別にはラット脊髄の図解書 20 を使

用した（図 1）． 
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図 1．ラット腰髄における脊髄 I 層，II 層の図解 

 

The rat brain in stereotaxic coordinates20 Figure 117 を改変．Lamina 

I：脊髄 I 層．Lamina II：脊髄 II 層． 

 

 

【統計学的解析】 

 

数値は平均値±標準誤差で表記した．統計学的解析は Prism（GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA）を用いた．Mann-Whitney の U 検定を用い

て検定を行い，危険率 0.05 未満を統計学的に有意と判定した． 

 

「実験 2：急性炎症痛における TrkB，BDNF，Iba1，IB4 の変化についての検

討」 

 

【急性炎症痛モデルの作成】 

【組織の固定と凍結切片の作成】 

 

前述のようにホルマリン注射を施行（TrkB，BDNF，Iba1，IB4 各群 n=5）

し，腰髄横断凍結切片を作成，収集した． 

 

【免疫組織染色】 
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 切り出した脊髄の浮遊切片を内因性ペルオキシダーゼ失活のために 0.3%

過酸化水素水加メタノール中で 30 分振盪させ，その後非特異的な抗原抗体

反応を防ぐ目的で，0.3% Triton X 添加 0.01 M PBS（以下 PBST）に 3%ロ

バ血清（Chemicon International，Temecula，CA，USA）を加えた溶液中

に浮かべ室温で 1 時間振盪しブロッキングした．次に，一次抗体としてニワ

トリ抗 TrkB 抗体（1:1000，Promega），ニワトリ抗 BDNF 抗体（1:1000，

Promega），またはウサギ抗 Iba1 抗体（1:10000，和光純薬工業）を含む 1%

ロバ血清加 PBST 中で，4℃で一晩振盪し反応させた．PBST で洗浄した後，

二次抗体であるビオチン標識ロバ抗ニワトリ IgG 抗体（1:200，Jackson 

Immuno Research Laboratories），または Iba1 抗体を一次抗体とした場合

ビオチン標識ロバ抗ウサギ IgG 抗体（1:200，Jackson Immuno Research 

Laboratories）を含む 1%ロバ血清加 PBST 中で，室温で 1時間反応させた．

その後は実験 1 と同様の方法で染色，スライドグラス上に封入した． 

IB4 の免疫組織染色の場合は前述の免疫組織染色と同様の手順でブロッ

キングを行い，ビオチン標識 IB4（1:200，Promega）を使用し反応させ，

その後は実験 1 と同様の方法で染色，スライドグラス上に封入した． 

 

【DAB 染色した各陽性領域の解析】 

【統計学的解析】 

 

 実験 1 と同様の方法で施行，解析した． 

 

「実験 3：急性炎症痛における BDNF，KCC2 と共発現している因子につい

ての検討」 

 

【急性炎症痛モデルの作成】 

【組織の固定と凍結切片の作成】 

 

前述のようにホルマリン注射を施行し，実験 1 と同様の方法で組織を固

定，標本を O.C.T. compound に包埋し凍結させた後，蛍光免疫組織染色用

に厚さ 15 µm の横断切片を作成し， 0.01 M PBS 中に浮遊切片として収集

した． 

 

【蛍光免疫組織染色】 
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［BDNF と Iba1，KCC と TrkB の蛍光二重染色］ 

ホルマリン注射による BDNF と Iba1，そして KCC2 と TrkB の発現変化

を解析するために，蛍光二重染色を行った．ホルマリンまたは生理食塩水を

注入したラットの腰髄浮遊切片を 0.3% PBST に 3%ロバ血清を加えた溶液

中に浮かべ室温で 1 時間ブロッキングした．一次抗体としてニワトリ抗

BDNF 抗体（1:400，Promega）とウサギ抗 Iba1 抗体（1:2,000，和光純薬

工業），またはニワトリ抗 TrkB 抗体（1:400，Promega）とウサギ抗 KCC2

抗体（1:2,000，Millipore）を含む 1%ロバ血清加 0.01 M PBST 中で，4℃

で一晩振盪し反応させた．0.01 M PBST で洗浄した後，二次抗体として Cy3

標識ロバ抗ニワトリ IgG 抗体（ 1:300， Jackson ImmunoResearch 

Laboratories）と Cy2 標識ロバ抗ウサギ IgG 抗体（1:300，Jackson Immuno 

Research Laboratories）を含む 1%ロバ血清加 PBST 中で，遮光して室温

で 1 時間反応させた．0.01 M PBS で洗浄後，スライドグラス上に配置し，

封入剤として VectaShield（Vector Laboratories）を使用し封入した． 

 

［BDNF とイソレクチン B4 の蛍光二重染色］ 

BDNF の脊髄後角浅層における発現を解析するために，BDNF と C 線維

の標識であるイソレクチン B4（IB4）の蛍光二重染色を行った．前述と同様

の手順でブロッキングを行い，一次抗体はニワトリ抗 BDNF 抗体（1:400，

Promega）とフルオレセインイソチオシアネート（FITC）標識 IB4（1:200，

Promega）を使用し反応させ，前述の通りに洗浄した後 Cy3 標識ロバ抗ニ

ワトリ IgG 抗体（1:300, Jackson ImmunoResearch Laboratories）を用い

二重染色を行った． 

 

【蛍光顕微鏡による BDNF と Iba1 または IB4，KCC2 と TrkB の局在の解

析】 

 

急性痛刺激による脊髄後角での BDNF，Iba1，KCC2 の発現変化や BDNF

と Iba1 または IB4，KCC2 と TrkB の共発現変化を解析するため，蛍光二

重 染 色 し た 切 片 を 蛍 光 顕 微 鏡 （ Olympus Model BX Research 

Photomicroscope，オリンパス）で観察した．各ラット標本から最もよい状

態で染色された 1 切片を選択し，両側の脊髄後角を視野内に収めた状態で，

BDNF の Cy3 染色（赤色に染色される）と Iba1 の Cy2 染色（緑色に染色

される），または IB4 の FITC 染色（緑色に染色される）を，それぞれデジ

タルカメラ（Olympus DP70 digital camera system，オリンパス）で撮影
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し，付属のコンピュータシステムで各画像を合成した．細胞レベルでの共発

現の有無については共焦点顕微鏡（FLUOVIEW FV1000-D, オリンパス）

を用いて強拡大像で脊髄後角を撮影し，付属のコンピュータシステムで各画

像を合成した．KCC2 の Cy3 染色と TrkB の Cy2 染色についても同様に撮

影，合成を行った． 

 

「実験 4：急性炎症痛における KCC2 と BDNF の mRNA 量の変化についての

検討」 

 

【急性炎症痛モデルの作成】 

 

 急性炎症痛における KCC2 と BDNF の mRNA 量の変化を確認するため

に，前述の方法で刺激群（n=2），対照群（n=2）を作成した． 

 

【In situ hybridization】 

 

ラットを麻酔後，放血死させた．脊髄を取り出し，O.C.T. Compound（サ

クラファインテックジャパン）に包埋し液体窒素で凍結した．厚さ 16 m

の凍結切片を作製し，シランでコーチティングしたスライドグラスに貼付け

た． 

 用いたプローブは，rat Kcc2 (Slc12a) (NM_134363)の 911-955 と 2281-

2325，rat Bdnf (NM_001270630)の 191-235 と 961-1005 に相補的なオリ

ゴヌクレオチドである．このアンチセンスプローブを terminal 

deoxynucleotidy transferase（TdT; Invitrogen, Carlsbad, CA）を使用し，

33P-dATP で標識した．ハイブリダイズした切片は，オートラジオグラフ用

乳剤に浸漬させ，4℃で 8~12 週間露光させた．乳剤切片は現像後に，ヘマ

トキシリンで核染色を行い，暗視野と明視野で観察した．  

 重複しないアンチセンスプローブを使用した in situ hybridization 法で

は，同じ陽性像を示した．特異性はさらに，アイソトープ無標識のプローブ

を大量に加えた時に，シグナルが消失することで裏付けられた．  
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実験結果 

「実験 1」 

ホルマリン注射によって KCC2 陽性領域が刺激側で有意に減少するかを

検討した結果を図 2 に示す． 

 

図 2．ホルマリン注射後の脊髄後角における KCC2 発現変化 

スケールは 500μm．（図 2A,B）．＊：対照群と比較して P < 0.05 で有意差

あり．（図 2C）．各群 n=5． 
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過去の報告ではホルマリン注射の 5 分後に刺激側の脊髄後角 I ，II 層の

KCC2 発現量は健側に比べて有意に減少したとされているが，実験 1 の結

果では KCC2 陽性領域の変化は脊髄 II 層において最も大きく認められた

（図 2A，B）．光学密度の定量化を行い刺激側／健側の KCC2 発現比を求め

た結果，脊髄 I 層での KCC2 の発現比はホルマリン注射群（0.96±0.04）と

対照群（1.01±0.07）との間で有意な変化を認めなかったが，脊髄 II 層で

の KCC2 の発現比はホルマリン注射群（0.85±0.05）において対照群（1.07

±0.07）と比べて有意に減少していた（図 2C）． 

 

神経障害痛における KCC2 の発現減少には TrkB 受容体が関与している

という報告 12 があり，ホルマリン注射による急性痛においても TrkB 受容

体の関与が存在しているのかを検討した．我々は前述のホルマリン注射群で

最も KCC2 発現変化の大きかった脊髄 II 層でホルマリン注射群とホルマリ

ン注射＋くも膜下 K252a投与群における刺激側／健側の KCC2発現比を比

較した．その結果を図 3 に示す． 
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図 3．K252a による KCC2 発現減少の抑制 

スケールは 500μm．（図 3A,B）．＊：対照群と比較して P < 0.05 で有意差

あり．（図 3C）．ホルマリン注射の 5 分後に TrkB 受容体拮抗薬の K252a くも

膜下注入群（1.01±0.01）では対照群（0.89±0.04）と比べて有意に患側の

KCC2 陽性領域の減少が抑制されていた（図 3A，B，C）．各群 n=5． 
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「実験 2」 

 

 実験 1 の結果によって，急性炎症痛においても BDNF によって TrkB 受

容体を介した KCC2 の発現減少が生じている可能性が示された．神経障害

痛においては活性化ミクログリアが BDNF の放出源であったが，C 線維も

また BDNF の放出源として考えられる．ホルマリン注射 5 分後の脊髄 II 層

刺激側において BDNF や TrkB 受容体，そしてミクログリアや C 線維に変

化が生じているのかを確認した． 

 ホルマリン注射によって TrkB 陽性領域の刺激側／健側比が変化するか

を検討した結果を図 4 に示す． 

 



17 

 

図 4．ホルマリン注射後の脊髄 II 層における TrkB 発現変化 

スケールは 500μm．TrkB 陽性領域はホルマリン注射群において刺激側で

減少する傾向を示した（図 4A，B）が，光学密度の定量化を行い刺激側／健

側の TrkB 発現比を求めた結果，ホルマリン注射群（0.89±0.07）と対照群

（1.01±0.05）との間で有意差は認められなかった（図 4C）．各群 n=5． 
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ホルマリン注射によって BNDF 陽性領域の刺激側／健側比が変化するか

を検討した結果を図 5 に示す． 

 

図 5．ホルマリン注射後の脊髄 II 層における BDNF 発現変化 

 スケールは 500μm．BDNF 陽性領域は刺激側と健側，対照群とも脊髄 II 層

に多く観察されたが（図 5A，B），刺激側／健側の発現比は注射群（0.93±

0.04）と対照群（1.00±0.03）との間で有意差は認められなかった（図 5C）．

各群 n=5． 
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ホルマリン注射によって Iba1 陽性領域の刺激側／健側比が変化するかを

検討した結果を図 6 に示す． 

 

図 6．ホルマリン注射後の脊髄 II 層における Iba1 発現変化 

スケールは 500μm．形態学的には注射群において刺激側，健側の両方で

活性化ミクログリアが増加しているように見えたが（図 6 A，B），Iba1 陽性

領域の刺激側／健側の発現比は注射群（0.98±0.01）と対照群（0.98±0.03）

との間で有意差は認められなかった（図 6C）．各群 n=5． 
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ホルマリン注射によって IB4 陽性領域の刺激側／健側比が変化するかを

検討した結果を図 7 に示す． 

 

図 7．ホルマリン注射後の脊髄 II 層における IB4 陽性領域の変化 

スケールは 500μm．IB4 陽性領域はほぼ脊髄 II 層に限局しており（図 7 

A，B），刺激側／健側の発現比は注射群（0.96±0.02）と対照群（1.00±0.02）

との間で有意差は認められなかった（図 7C）．各群 n=5． 
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「実験 3」 

 

実験 2 の結果では，ホルマリン注射による BDNF の放出を確認すること

は出来なかった．しかし BDNF 陽性領域は脊髄 II 層に多く存在しているこ

とから KCC2の発現減少に BDNFが関与している可能性は否定しきれない

と判断し，我々は BDNF の放出源についてさらなる検討を加えた． 

実験 2 より視覚的にはホルマリン注射 5 分後であってもミクログリアは

活性化している可能性が示唆されたが，刺激側／健側の発現比には有意差は

認められなかった．また，IB4 陽性領域も脊髄 II 層にほぼ限局しているこ

とから C 線維が BDNF の放出源である可能性も考えられた． 

まず KCC2 を発現している細胞が TrkB 受容体も発現していることを確

認するため，KCC2 と TrkB の蛍光二重染色によってその局在を調べた結果

を図 8 に示す． 
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図 8．ホルマリン注射による KCC2 と TrkB の発現変化 

 

左が刺激側．免疫染色によって脊髄灰白質の広範囲に KCC2 陽性細胞（緑）

と TrkB 陽性細胞（赤）が確認された（図 8A-D）．免疫二重染色によってホ

ルマリン注射後に脊髄 II 層における KCC2 発現が刺激側で低下しているこ

とが確認された（図 8E,F.点線で囲まれた部分がホルマリン注射側脊髄 II

層）．共焦点顕微鏡像では脊髄後角のほぼ全域において KCC2 と TrkB が共発

現していることが示された（図 8G）．黄色に見える部分は TrkB（赤）と KCC2

（緑）が共発現している部分．スケールは A-F が 500μm，G が 100μm． 

 

実験 1，実験 2 で確認された結果と同様に，脊髄灰白質の広範囲にわたっ

て認められていた KCC2 陽性領域，TrkB 陽性領域がホルマリン注射により

刺激側で KCC2 陽性反応が減弱した結果，合成画像では対照群で認められ

る KCC2 と TrkB の共発現（図 8E）が，ホルマリン注射群の刺激側脊髄 II

層で失われているように見えた（図 8F）．また，対照群の脊髄後角の共焦点

顕微鏡による観察の結果，KCC2 と TrkB は脊髄後角細胞内に共発現してい

ることが確認された（図 2G）．これによって，KCC2 陽性細胞は TrkB 受容

体を介した何らかの反応を示す可能性があることが確認された．  
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次に，BDNF の放出源を明らかにする目的で，BDNF と Iba1 の蛍光二重

染色によってその局在を調べた結果を図 9 に示す． 

 

図 9．ホルマリン注射による Iba1 と BDNF の発現変化 

 

左が刺激側．免疫二重染色では Iba1 と BDNF が II 層でのみ共染色され

たが，共焦点顕微鏡像では II 層においても Iba1 と BDNF は共発現してい

ないことが示された．スケールは A-F が 500μm，G が 100μm． 

 

実験 2 でもその傾向は認められていたが，ホルマリン注射群では対照群

に比べて Iba1 陽性細胞（緑）が刺激側においても健側においても増加して

いるように見え，その Iba1 陽性細胞は形態学的にアメーバ状に変化してい

ることから活性化したミクログリアである可能性が強く示唆された（図 9A，

B）．対照群の BDNF 陽性反応（赤）は 2 種類のパターンが存在した．ひと

つは脊髄 I，II 層以外の灰白質に広範囲に散在する点状の陽性反応であり，

もうひとつは脊髄 II 層に一致して高密度に認められる陽性の範囲であった

（図 9C）．この結果は過去の報告 5 と一致していた．ホルマリン注射群の

BDNF 陽性反応の分布は対照群と同様であった（図 9D）．合成画像では対
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照群においてもホルマリン注射群においても脊髄 II 層で Iba1 陽性反応と

BDNF 陽性反応が共に認められたが，同一細胞に共発現しているかどうか

は確認できなかった（図 9E，F）．そこでホルマリン注射群の BDNF と Iba1

蛍光二重染色を共焦点顕微鏡で観察すると（図 9G），その活性化ミクログリ

アと思われる Iba1 陽性細胞は BDNF と共染性を示しておらず，ホルマリ

ン注射群において Iba1 と BDNF は共発現していないという結果であった． 

 活性化ミクログリアが BDNF を発現していないが可能性を受けて，ホル

マリン注射群で BDNF と IB4 の蛍光二重染色によってその局在を調べた結

果を図 10 に示す． 

 

図 10．BDNF と IB4 の免疫二重染色 

黄色に見える部分は BDNF（赤）と IB4（緑）が共発現している部分．破

線で囲まれた部分が脊髄Ⅱ層である（図 10B）．スケールは A が 500μm，B

が 200μm． 

 

 脊髄 II 層に C 線維のマーカーである IB4 の陽性領域は高密度に認めら

れ，これは BDNF 陽性領域に一致していた（図 10A）．強拡大像で確認した

ところ，BDNF 陽性領域のうち点状に広く分布している部分と IB4 は共発

現しておらず，脊髄後角 II 層に高密度に認められた陽性範囲と IB4 が共発

現していることが確認された．破線で囲まれた部分が脊髄 II 層（図 10B）． 

 

「実験 4」 

 

これまでの結果から，急性炎症痛において BDNF が脊髄 II 層における

KCC2 の発現減少を引き起こしている可能性が示唆された．しかしその評

価は画像的解析のみであり，我々の仮説の証明にはより多角的な評価が必要

と考えられた．そこで in situ hybridization 法を用い，ホルマリン注射によ

る KCC2 と BDNF の mRNA 量の変化について調べた（図 11）． 
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図 11．ホルマリン注射による KCC2 と BDNF の mRNA 量の変化 

 KCC2，BDNF とも上段が対照群，下段がホルマリン注射群．スケールは

200μm．KCC2，BDNF どちらもホルマリン注射によって mRNA の発現量に変

化は認められなかった．各群 n=2． 
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考察 

 

今回の研究によって，ホルマリン注射による急性痛刺激は脊髄後角におい

て TrkB 受容体を介して KCC2 を減少させている可能性が示唆されたが，

その証明までには至らなかった． 

過去の報告では，ホルマリン注射による急性炎症痛によって刺激側の脊髄

I，II 層の KCC2 発現は減少し，刺激側／健側の比はホルマリン注射前と比

べて約 20%減少するとされている 13．本研究でも実験 1 の結果ホルマリン

注射によって脊髄浅層の KCC2 発現は減少しており，過去の報告を支持す

る結果となった．しかし我々の実験では脊髄浅層のうち最も外側に位置する

I 層はホルマリン注射後も有意に KCC2 の発現は減少せず，主として KCC2

が変化したのは C 線維が多く含まれる II 層であった（図 2）．神経障害痛や

関節痛などの慢性痛を対象として脊髄神経の過興奮について研究した報告

10,21,22 では脊髄 I 層における検討が多いが，神経障害痛モデルで脊髄 II 層

における GABA の抑制作用が減弱したという報告もある 3．一方，完全フロ

イントアジュバントを用いた急性炎症痛の研究では脊髄 II層で BDNFが興

奮性シナプス後電流を増加させたと報告されている 23．脊髄浅層には痛み

刺激によって神経の過興奮が生じるメカニズムが存在すると思われるが，急

性炎症痛と慢性痛の間には同じ神経の過興奮であっても何らかの異なる作

用機序が存在しており，それが主として反応する脊髄層の変化として表れて

いる可能性が考えられた． 

神経障害痛においてはミクログリアが痛覚過敏の主たる制御因子と考え

られている．神経障害痛ではミクログリアが活性化し，活性化したミクログ

リアは BDNF を含む様々な神経伝達物質を放出するようになり 24，この

BDNF は脊髄 I 層における GABA の抑制電流を逆転化させると報告されて

いる 11．一方，神経障害痛では TrkB 受容体を介して KCC2 発現量が減少

し，その結果 GABA の作用が逆転するという報告もある 10,12．TrkB 受容体

は BDNF に高い結合親和性を示しているため，神経障害痛においては活性

化ミクログリアから BDNF が放出され，その BDNF は TrkB 受容体を介し

て KCC2 発現を抑制し GABA の作用を逆転させることで痛覚過敏を引き起

こしているのではないかと考えられる． 

今回の研究においても，脊髄後角で KCC2 と TrkB が共発現しているこ

とが確認された（図 8）．さらにホルマリン注射によって脊髄後角の KCC2

発現は減少し（図 2），この発現減少はキナーゼ阻害剤である K252a によっ

て抑制された（図 3）．これらの結果は，神経障害痛と同様に急性の炎症痛
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においても，BDNF が TrkB 受容体を介して脊髄後角の KCC2 発現を抑制

する可能性を示唆している．この仮説を支持するものとして，BDNF が脊

髄 II 層細胞の一次求心性線維からの伝達刺激に対する反応を増大させると

いう報告がある 25．以上から，BDNF が急性炎症痛において KCC2 発現減

少に大きく寄与する因子のひとつであると考えた．また，KCC2 と TrkB 受

容体は脊髄後角のほぼ全域において共発現しており，これは BDNF が脊髄

後角細胞に TrkB 受容体を介して直接作用し KCC2 の発現減少を引き起こ

している可能性を示唆しており，このため今回の結果や過去の報告 13 で観

察されたように，痛み刺激から 5 分という短い時間で KCC2 の発現が減少

するものと考えられる． 

急性炎症痛において BDNFによって KCC2 の発現が減少する可能性が示

唆されたことを受け，次に我々はこの BDNF の放出源を明らかにするため

の検討を行った．その結果考えられた仮説のシェーマを図 11 に示す． 

 

図 11．GABA の作用逆転機序についての仮説 

BDNF が TrkB 受容体を介して脊髄細胞の KCC2 受容体発現が抑制される

と，細胞内クロールイオンの増加が生じ，受容体開口時のイオンの流れが

逆転することで GABA の作用が抑制性から興奮性に変化する． 
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神経障害痛において BDNF の放出源は活性化したミクログリアであった

（図 11 右）．今回の実験でも，ホルマリン注射後 5 分の時点で脊髄後角に

活性化ミクログリアが観察されており（図 6），急性炎症痛においてもミク

ログリアが BDNF の放出源である可能性も考えられたが，過去の研究によ

ると，ATP 刺激によるミクログリアの BDNF 産生を研究した報告ではその

ピークは ATP 暴露後 60 分の時点であった 24．また，ノックアウトマウス

を用いミクログリアの活性化を抑制し痛み行動の変化を研究した報告では，

ホルマリン注射後 10 分までの痛み行動に有意差は認められなかった 26．今

回の実験のような痛み刺激後 5 分という時間では，ミクログリアは活性化

出来ても BDNF を産生，放出するまでには至っていないのではないかと考

えられた．この仮説を裏付けるように，今回の研究においても活性化ミクロ

グリアのマーカーである Iba1 と BDNF の共発現を認めなかった（図 9G）． 

急性炎症痛における活性化ミクログリア以外の BDNF の放出源として，

我々は C 線維の可能性を考えた．実験 3 での蛍光免疫染色で，BDNF は後

角全域，特に II 層に多く発現を認め（図 9D），これは外科的侵襲による

BDNF の局在変化について研究した報告 5の結果と一致していた．また、ホ

ルマリン注射群において BDNF は IB4 と脊髄 II 層で共発現しており（図

10），これは脊髄後角の C線維終末に BDNFが存在することを示している．

脊髄 II 層は無髄の一次求心性線維である C 線維が二次ニューロンと交通す

る領域であり，刺激を受けた C 線維が二次ニューロンへシナプス伝達する

際に放出される神経伝達物質のひとつが BDNF であるため 27,28，脊髄 II 層

には BDNF が豊富に認められたと考えられた．もし BDNF が直接脊髄 II

層のニューロンに作用して KCC2 の発現低下を引き起こしているのであれ

ば，BDNF の放出源である C 線維は急性炎症痛の主たる制御因子足りうる

のではないか（図 11 左）と我々は考えた． 

BDNF の mRNA がホルマリン注射群，対照群とも検出量が少なかった理

由を説明するものとして，C 線維終末が存在する脊髄後角には BDNF の

mRNA は認められず，C 線維の核が存在する DRG から順行性に BDNF が

輸送されて脊髄 II層に貯蔵されているという過去の報告があげられる 29,30．

ホルマリン注射によって脊髄後角で BDNF が産生されるのではなく， C 線

維終末に貯蔵されていた BDNF が速やかに放出されることで，KCC2 の発

現低下が引き起こされているのかもしれない．この仮説を支持するように，

一次求心性線維の電気刺激と脊髄後角での BDNF 放出についての研究にお

いて，BDNF 放出は電気刺激後 3 分で増加していた 28．炎症刺激によって

DRG において BDNF の mRNA が誘導されることが報告されており 31，今
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後は急性炎症痛における DRG の変化についてのさらなる研究が必要であ

ろう． 

過去の報告においてもホルマリン注射 5 分後の時点では刺激側における

KCC2 の mRNA 量は変化していなかった 13．今回の我々の研究でも同様の

結果であり（図 11），急性炎症痛における KCC2 発現減少の機序を mRNA

の変化から説明することは出来なかった．KCC2 の代謝回転は非常に速い

周期で行われているという報告はあり 32，急性炎症痛における KCC2 の発

現減少は KCC2 合成の減少ではなく分解の促進によるものである可能性は

十分考えられる． 

神経障害痛のような慢性痛において，活性化ミクログリアから始まる

KCC2 の減少，GABA の作用逆転という機序の解明は，難治性と言われる

神経障害痛の治療法確立に新たな道筋を示したものと考えられている．今回

の研究は，急性炎症痛において C線維への刺激による BDNFの放出が TrkB

受容体を介して KCC2 の発現減少を引き起こす可能性を示した．それはす

なわち急性炎症痛においても神経障害痛と同様に GABA の作用逆転が痛み

の発生に関与している可能性を示しており，今回の研究は，急性の炎症痛の

治療において新たな戦略が見つけられる可能性を示唆したと考えている． 

今回の研究の限界としては，まず行動学的検討を行っていない点が挙げら

れる．過去のホルマリン注射による痛み行動の変化についての研究では，第

2 相とよばれる注射後 5 分以降の遅い時間帯でのみ BDNF が痛み行動に影

響を与えたという報告や 33，第 2 相の時間帯では GABA の阻害剤が痛み行

動を抑制したという報告が存在する 34．これらの報告は今回の我々の研究

結果によって説明が付けられず，急性痛における KCC2 と痛み行動の関係

や GABA の作用に対する影響についてはホルマリン注射 5 分後以外におけ

る変化の確認も含めさらなる研究が必要であると考えられた．また，今回

我々が行った物質の局在変化についての研究では KCC2 のタンパク量につ

いての定量的評価を始め，痛み刺激による活性化ミクログリアの増加も細胞

数計測による統計学的検討を加えていないため，急性炎症痛における

BDNF の放出源が活性化ミクログリアであるのか，C 線維であるのかの証

明が困難であった．我々が立てた仮説を立証するためには DRG における

BDNF の mRNA 量変化を含めたさらなる研究を行う必要がある． 
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総括及び結論 

 

『本研究から得られた新知見』 

・ ラット足底へのホルマリン注射後 5 分で脊髄 II 層の KCC2 陽性領域が減少

すること． 

・ キナーゼ阻害剤 K252a の投与により，ホルマリン注射における KCC2 陽性

領域の減少が抑制されること． 

・ KCC2と TrkBは脊髄後角において共発現していること． 

・ ラット足底へのホルマリン注射後 5 分では活性化ミクログリア上に BDNF

は共発現していないこと． 

 

『新知見の意義』 

急性炎症痛における痛み増強のメカニズムには不明な点も多かった．今回，

我々の知見により，急性炎症痛においても神経障害痛と同様に BDNFが KCC2

発現を減少させ痛みの増強を引き起こしている可能性が示唆された．また，神経

障害痛において BDNFの放出源である活性化ミクログリアが，急性炎症痛では

BDNFの放出源ではない可能性も示唆された． 

 

『今後の研究展開』 

 まず，急性炎症痛における KCC2 のタンパク量減少について定量的評価を用

いて確認する．そして，TrkB受容体に対する選択性の高い阻害剤を用い KCC2

の発現減少における BDNFの影響を調べる．また，行動学的評価を行い急性炎

症痛における KCC2 の発現変化が実際の痛み行動に影響を与えているか確認す

る必要がある．その上で BDNFの放出源についての研究のため，ホルマリン注

射 5分後におけるミクログリアの活性化や DRGの C線維核における BDNF産

生の変化について検討を加えていく必要があると考える． 

 

『今後の課題』 

 ラットへのホルマリン注射による急性炎症痛モデルは注射後 5分～10分程度

までの時期であり，その後は神経障害痛のモデルとなることから，急性炎症痛モ

デルの作成時に神経障害痛モデルが混入するリスクが常にある．そのため，急性

炎症痛の研究にホルマリン注射を使用することは最適ではないのかもしれない．

しかし，ラットへのホルマリン注射による痛み研究は歴史が長く，現在までに多

くの知見が得られている．今後，急性炎症痛モデルにおいての研究が進むことで，

痛みの増強機構の全貌を解明していくことが可能になると考える． 
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