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緒言 

 

摂食から嚥下に至る一連の機能が正常に働くためには，舌や軟口蓋を含む口

腔からの感覚情報が重要な働きを有することが報告され，口腔の感覚と運動出

力である咀嚼嚥下との機能連関の重要性が報告されるようになってきた 1-3)。

様々な原因で舌や軟口蓋などに炎症や組織損傷が引き起こされると，嚥下を初

めとする様々な口腔の運動機能が障害され，栄養摂取に対して大きな障害がも

たらされる 4,5)。特に，軟口蓋部の痛みは嚥下反射を強く抑制し，嚥下機能を著

しく障害すると報告され，軟口蓋の痛みと嚥下運動の機能連関に関する研究が

進められている 6,7)。舌や顎の運動，あるいは嚥下において重要な中枢領域は三

叉神経運動核および延髄の孤束核(NTS)や疑核であることが明らかにされてい

る 8-10)。これらの諸核に存在するニューロンは運動出力を直接コントロールする

と同時に，口腔顔面領域から侵害情報や非侵害情報を受けて運動機能調節に関

与していると考えられている 6,9)。一方で，口腔や顔面領域からの侵害情報は三

叉神経脊髄路核尾側亜核（Vc）および C1 や C2などの上部頸髄に投射し，これ

らの領域に存在するニューロンに侵害情報を伝えている 11,12)。これまでの報告

によると，口腔内の侵害情報を受ける Vcおよび C1-C2領域に存在するニューロ

ンは，顔面の侵害受容ニューロンに比べると，両側性で広い領域に分布すると
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報告されている 12)。一方，嚥下の機能調節に対して重要と考えられている軟口

蓋部からの侵害情報に関しては，全く報告がなされておらず，軟口蓋の痛みが

どのようなメカニズムで嚥下反射調節に関与するかについては全く明らかにさ

れていない。そこで，本研究では軟口蓋部の侵害情報が嚥下反射調節に対して

どのようなメカニズムで関与するかを明らかにすることを最終目的とし，その

第一歩として１）Vc および C1-C2領域に分布するニューロンが軟口蓋の侵害情

報を受けるかどうか，２）もし軟口蓋の侵害情報を受けるニューロンが存在す

るのであれば，どのような分布様式を持っているかを明らかにすることを計画

した。 

最近の研究で，侵害刺激によって活動するニューロンを視覚化する手段の一

つとして，マップキナーゼファミリーの一つとして知られている extracellular 

signal-regulated kinase （ERK）のリン酸を組織学的に検出する方法が開発された

13)。口腔顔面領域の侵害刺激によって Vcおよび C1-C2に分布するニューロンに

おいて ERK のリン酸化が誘導され，このリン酸化は刺激後数分以内にスタート

することが報告されている 12)。また，抗リン酸化 ERK（pERK）抗体に対して陽

性を示す細胞（pERK-IR 細胞）数は刺激強度依存的に増加することが明らかに

されている 14)。このような結果から，pERK-IR 細胞は侵害入力を受けて興奮し

たニューロンである可能性が高いとされ，侵害受容ニューロンの興奮性マーカ
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ーとして用いることができるといわれている。そこで，本研究では，軟口蓋部

の侵害刺激によって発現する pERK-IR 細胞の延髄および上部頸髄における分布

様式を明らかにし，軟口蓋の侵害処理機構の一端を解明した。 
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材料および方法 

 

 本研究において，実験動物の取扱いは日本大学歯学部実験動物委員会の指針

および，国際疼痛学会の基準に従って行われた 15)。実験には Sprague-Dawley 系

雄性ラット 10匹を用いた。 

 

１． カプサイシンの投与方法 

ラットをペントバルビタール Na（50 mg/kg, i.p.）で麻酔し，ウォームマット

の上に仰臥位で寝かせ，バイトブロックを用いて開口した状態にし，左側軟口

蓋部粘膜下に 10 mM カプサイシン溶液（5 l）を静かに注入した（第１図の矢

印で示した部位）。カプサイシン（和光）は 100% エタノール と 7% Tween 80 で

溶解したものを生理的食塩液で希釈し 10 mM とした。また，vehicleとしてカプ

サイシンの溶媒（100% エタノール，7% Tween 80 および生理食塩液の混合液）

を同量，左側軟口蓋部粘膜下に注入し，このラットをコントロールとした。カ

プサイシン注入 5 分後，ラットにペントバルビタール Na（80 mg/kg, i.p.）を注

射して深く麻酔し，500 ml 生理食塩液にて脱血後，0.1 M phosphate buffer にて希

釈した 4% paraformaldehyde 溶液（pH 7.4）500 ml を用いて灌流固定を行った。
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灌流固定終了後に延髄と上部頸髄を含む全脳部位を摘出し，同様の固定液で 4℃ 

2日間，後固定を行った。 

 

２． 抗 pERK 抗体による免疫染色方法 

取り出した脳脊髄標本を 0.01 M phosphate buffered saline（PBS）にて希釈した

20% スクロース溶液（w/v）に移し換え，2日間，4℃に保存した。 

 一昼夜 4℃で保存された標本をドライアイスで凍結し，ミクロトーム（ERMA） 

にて三叉神経脊髄路核を含む延髄および上部頸髄の連続切片標本（厚さ 30 μm）

を作製し，以下の方法に従って 4 切片毎に 1 切片を取り出し，免疫組織化学的

染色を施した。まず，切片を 0.3% Triton X 100/ 3% NGS-PBS に 1.5～2時間浸漬

し，ブロッキングを行った。その後，4℃で一次抗体 rabbit anti phosphor-p44/ 42 

MAP kinase (ERK 1/ 2) antibody (1: 300 ; Cell Signaling Technology) に 3日間浸漬

した。その後，0.01 M PBS 溶液で 5分間の洗浄を 3回行い，以下の方法によっ

て 3.3’-diaminobenzidine tetra hydrochloride（DAB, 東京化成）染色を施した。ま

ず，厚さ 30 μmの切片を，1% H2O2を 60μl加えた 0.01M PBS (pH 7.2) 200 ml に

30分間浸漬し，内因性ペルオキシダーゼを不活性化した後，0.01 M PBS にて 5

分間の洗浄を 5回行った。洗浄終了後，0.3% Triton X 100/ 3% NGS-PBS に 1.5

～2 時間浸漬し，ブロッキングを行った。その後，4℃で一次抗体 rabbit anti 
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phosphor-p44/ 42 MAP kinase antibody (1: 1000) に 3日間浸漬し，0.01 M PBS にて

5 分間の洗浄を 3 回行った。次いで切片を二次抗体 anti-IgG (H+L), Rabbit, 

Goat-Poly, Biotin (1: 600 ; Vector laboratories) に室温で 2時間浸漬した。その後

ABC kit (Vector laboratories) を用いて室温で 1時間，酵素抗体反応を行った。0.01 

M PBS による 10分間の洗浄を 3 回繰り返した後，さらに 0.05 M Tris-HCl 緩衝液 

(pH 7.4) で 10分間洗浄し，DAB，0.2% nickel ammonium sulfate および 0.009% 

peroxide in 0.05 M Tris Buffer (pH 7.4) に反応させた。その後切片を 0.01 M PBS

にて洗浄し，ゼラチンコーティングしたスライドガラスに貼り付け，室温にて

乾燥させた後，アルコールとキシレンにより脱脂を行い， EUKITT (O. Kindler)

を用いて封入した。また，pERK-IR 細胞数のカウントは DAB反応させた切片を

光学顕微鏡下で観察し，Neuro-Lucida (Micro Bright Field) を用いて行った。 

 

３． 統計学的解析 

データは平均 ± 標準誤差で表し，有意差検定には Student’s t-test を用いた。

また，有意水準は p < 0.05とした。  
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結果 

ラット軟口蓋部粘膜下にカプサイシン投与し，侵害刺激を与えることによっ

て延髄および C1-C2 に発現する pERK-IR 細胞の分布様式を詳細に検討した。 

 

１． 延髄および C1-C2領域における pERK-IR細胞発現 

軟口蓋粘膜下にカプサイシンを微量投与し 5分経過したラットの延髄におい

て，Vc， NTS，傍三叉神経核（Pa5）および延髄の網様核（RF）に多くの pERK-IR

細胞発現を認めた（第 2図）。いずれの核においても，発現した pERK-IR 細胞は

両側性の分布を示していた。pERK-IR 細胞は細胞質および核，共に黒色に染色

され，樹状突起様の線維も多く観察された（2図 Bの矢印）。本研究で検出され

た pERK-IR細胞は分布する部位や核で形態学的な違いは認められなかった。Vc，

NTS および Pa5 においては，非常に多くの pERK-IR 細胞が密に分布しているの

に対し，RFにおいては少数の pERK-IR 細胞が検出された。また，Vcにおいて

は細胞体が疎な部位に多くの黒色に濃染した線維（第 2図 B）が観察され，これ

らは網目状に Vc表層部に分布していた。それぞれの核内における pERK-IR 細

胞の分布様式をみると，第 3図に示したように，Vcにおいては背側部に限局し

ていたが，他の NTS，Pa5 および RFにおいては明らかな分布の偏りは認められ
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なかった。また，左右における分布密度をみると，どの核においても明確な左

右差を見出すことができなかった。 

 

２． 諸核における pERK-IR細胞数の比較 

Vc，NTS，Pa5 および RFにおいて検出された pERK-IR 細胞数の違いを第 4

図に示した。それぞれの核から検出された pERK-IR 細胞数は，Vc と NTS がほ

ぼ同数，Pa5 と RFがほぼ同数であった。また，Vcにおいてのみカプサイシン注

入群の方が vehicle注入群よりも有意に多くの pERK-IR 細胞数が検出された。

NTS においては vehicle投与群に比べ，やや多くの pERK-IR 細胞発現を認めたが

細胞数に有意差は認められなかった。 

 

３． Vcおよび C1-C2における pERK-IR細胞の吻尾的広がり 

 本研究ではさらに，有意に多くの pERK-IR 細胞発現を認めた Vc および上部

頸髄領域について，吻尾側的な pERK-IR 細胞数の分布様式について解析を行っ

た。第 5 図に示したように，カプサイシン投与群および vehicle 投与群のどちら

も，pERK-IR 細胞は obex および obex から 3000 m 尾側（-3000 m）の部位に

ピークを示す 2峰性の分布を示していた。また，その分布範囲は obexから約 3000 

m 吻側，7500 m 尾側部の範囲に広がっていた。これまでの研究に従うと，
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pERK-IR 細胞数が最も多く発現した obex 付近は Vc 領域と三叉神経脊髄路核中

間亜核と尾側亜核移行部領域である Vi/Vcに相当する。さらに，ほとんどの高さ

において，カプサイシン投与群で vehicle投与群よりも多くの pERK-IR 細胞発現

を認めた。 
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考察 

 

１． Vc および C1-C2 領域に発現した pERK 陽性細胞の機能 

 口腔顔面領域の侵害情報は主に刺激を受けた側と同側の Vc および C1-C2 領域

に分布する侵害受容ニューロンに送られ，情報処理がなされることが明らかに

されている 16-18)。顔面部皮膚から侵害情報を受けるニューロンは Vc および

C1-C2領域において，体部位局在性がはっきりしているのに対し，口腔内から侵

害情報を受けるニューロンは局在性がはっきりせず，体部位局在性がはっきり

しないといわれている 12)。本研究においては，軟口蓋部の刺激によってリン酸

化された pERK-IR 細胞は Vc および C1-C2 領域において両側性の差は認められ

ないものの，背側部に偏った分布を示していた。侵害受容ニューロンの分布様

式の違いは口腔顔面領域の侵害情報処理において，侵害刺激を受けた場所の違

いを反映しているといわれている 11,19)。これまでの報告および著者の研究結果

から考察すると，軟口蓋の侵害情報を受ける Vcおよび C1-C2の侵害受容ニュー

ロンは痛みの左右差の弁別能は低いと考えられる。 

また，軟口蓋へのカプサイシン注射によって発現した pERK-IR 細胞は Vcお

よび C1-C2の背側部に分布していた。これまでの研究から，この領域は歯髄や

舌の侵害刺激によって pERK-IR 細胞が発現する領域に一致しており，軟口蓋の
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侵害情報を受ける侵害受容ニューロンのあるものは歯髄や舌からの侵害情報を

受ける可能性が高い 12,20)。このようなことから，この領域に存在する侵害受容

ニューロンは軟口蓋，舌あるいは歯髄からの侵害情報処理を同時に行っている

ことが予想される。 

さらに，pERK-IR 細胞が発現している Vcおよび C1-C2における層をみると，

ほとんどの細胞は表層に限局している。これまでの多くの研究により，Vc およ

び C1-C2の表層には口腔顔面領域の侵害情報を受ける広作動域（WDR）ニュー

ロンおよび特異的侵害受容（NS）ニューロンが多数分布する部位として知られ

ている 21,22)。おそらく，本研究で検出された pERK-IR 細胞の多くが WDR ある

いは NS ニューロンに分類されると考えられる。WDR ニューロンは侵害刺激お

よび非侵害刺激の両方の入力を受けているのに対し，NS ニューロンは侵害入力

のみを受けると報告されている 11)。また，WDR ニューロンは刺激強度の符号化

において重要な働きを有するといわれている 11)。このような報告から考察を加

えると，軟口蓋から侵害入力を受ける Vcおよび C1-C2ニューロンは軟口蓋の痛

みの符号化において重要な働きを有する可能性があるといえる。 

 

２． NTS，Pa5 および RF に発現した pERK-IR 細胞の機能 
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これまでの研究により，NTS は嚥下誘発において重要な働きを有する中継核

であるといわれている 10-12)。この領域に入力した口腔内からの感覚情報によっ

て嚥下反射が引き起こされ，内臓からの侵害情報を受けて自律神経系調節にも

関与するともいわれ，複数の機能を有する核として知られている 23)。本研究で

は非常に多くの pERK-IR 細胞発現を検出したが，これらのニューロンは内臓の

侵害感覚と同様，軟口蓋からの侵害入力を受けて自律神経系応答を調節してい

るものと思われる。しかしながら，本研究では vehicle刺激によっても多くの

pERK-IR 細胞発現を認めたことから，ペントバルビタール Naの腹腔内投与によ

る内臓からの感覚入力の様な軟口蓋以外の侵害刺激によって発現した可能性も

ある。 

Pa5 には顔面皮膚から侵害入力を受ける侵害受容ニューロンが多数存在して

おり，これらの侵害受容ニューロン活動は迷走神経刺激で明らかに抑制され，

一方で交感神経刺激によって著明に亢進するといわれている 24)。このような結

果から，著者がこの領域から検出した pERK-IR 細胞は軟口蓋の侵害情報だけで

なく，自律神経系からの情報を受けている可能性がある。また，Pa5 ニューロン

は NTS に投射し，この領域のニューロン活動を変調すると報告されている 25)。

以上から，軟口蓋のカプサイシン刺激によって Pa5 に発現する pERK-IR 細胞は

NTS の活動調節に関与している可能性が考えられる。 
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RFに関しては NTS と同様，自律神経系応答調節に関与するという報告がある

が 26)，その他の機能に関してはほとんど研究がなされていない。そのため，軟

口蓋刺激によってこの領域に発現した pERK-IR 細胞がどのような機能に関与し

ているかについては分からない。この領域の機能を明らかにするには，電気生

理学的手法を用いた機能解析を行う必要があると思われる。 

 

３． 嚥下反射変調機構に関する考察 

Tsujimuraらは，舌の侵害刺激により，多くの pERK-IR 細胞が NTS，Pa5 およ

び Vc に発現し，同時に嚥下反射は有意に抑制され，さらに NTS および Pa5 を

破壊すると嚥下反射の抑制が著明に回復したことを報告した 6,7)。これらの結果

は，口腔内の侵害情報が NTS あるいは Pa5 を介して嚥下反射を抑制しているこ

とを意味している。おそらく，本研究において NTS および Pa5 で検出された

pERK-IR 細胞もこれらの核を介して嚥下反射調節に関与している可能性がある。 
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結論 

麻酔ラットの軟口蓋粘膜下へのカプサイシン投与によって，延髄および上部

頸髄における pERK-IR 細胞発現様式について詳細な検討を加え，以下の結論を

得た。 

１． 軟口蓋粘膜下にカプサイシンを微量投与し５分経過したラットの Vc，

NTS，Pa5 および RFに多くの pERK-IR 細胞発現が認められた。 

２． pERK-IR 細胞は Vcにおいて背側部に限局していたが，他の NTS，Pa5 お

よび RFにおいては明らかな分布の偏りは認められなかった。また，どの

核においても明確な左右差を見出すことができなかった。 

３． カプサイシン注入により vehicle注入群よりも有意に多くの pERK-IR細胞

数が検出されたのは，Vcのみであった。 

４． カプサイシン投与群および vehicle投与群のどちらも，pERK-IR 細胞は

obexおよび obexから 3000 m尾側の部位にピークを示す 2峰性の分布を

示していた。 

以上の結果から，軟口蓋の侵害入力を受ける Vcの侵害受容ニューロンは口腔

内の痛みを，NTS および Pa5 の侵害受容ニューロンは軟口蓋の侵害情報処理と

嚥下反射調節の両方に関与する可能性が示された。 
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