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研究成果の概要（和文）：神経障害性疼痛についてin vivoおよびin vitro神経障害モデルでそのメカニズム解
明に努めた。in vivoモデルではSNIモデルを作成し、術後1日目より機械刺激に対する痛覚閾値が低下し、術後
14日目まで痛覚閾値の低下が認められた。免疫組織染色では神経損傷部位に一致して、術後3日目よりIba-1陽性
細胞の集積が認められた。in vitroモデルではマウス後根神経節より採取した神経細胞をCampenot Chamberを用
いて培養した。中央コンパートメント内では神経細胞の軸索延長が認められたが、両側の軸索コンパートメント
では有効な軸索伸長が認められなかった。

研究成果の概要（英文）：In vivo and in vitro neuropathic models were used to investigate the 
mechanisms of neuropathic pain. SNI model was used as in vivo model. Mechanical thresholds was 
dramatically decreased from day 1 after SNI procedure, and was kept on day 14 after SNI. 
Immunohistochemical analysis revealed that the accumulation of Iba-1 positive cells in both dorsal 
and ventral horn consisted with nerve injury from day 3 after SNI. Neurons dissected from dorsal 
root ganglion of mice were cultured using Campenot chamber in vitro model. Axons growth in the 
central compartment of Campenot chamber were observed, however those were not observed in both side 
compartments.

研究分野： 神経障害性疼痛
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１．研究開始当初の背景 
神経障害性疼痛発症のメカニズムには神経
細胞のみならず、マイクログリア、アストロ
サイト、リンパ球など様々な細胞が関与する。
またその病態も神経系の直接損傷や炎症、糖
尿病など多岐に渡り、難治性であるため、有
効な治療法開発が求められる。これまで様々
な動物モデルが考案され、そのメカニズム解
明がなされてきた。また近年、脊髄グリア細
胞などの免疫担当細胞と神経細胞の相互作
用(Neuro-immuno Communication)が注目
されている。そのため神経細胞や脊髄グリア
などの免疫担当細胞の相互作用に焦点を絞
った研究の必要性が増してきている。 
 
２．研究の目的 
神経障害性疼痛は神経系の疾患で、そのメカ
ニズム解明に様々な動物モデルが作成され、
研究が行われてきた。近年、マイクログリア
などの脊髄グリア細胞と神経細胞の相互関
係が重要であることがわかってきた。 
本研究では in vivo 神経障害性疼痛モデルと
して SNI(Spared Nerve Injury)モデルを用
い、。脊髄でどのような変化が起こっている
のかを観察する。 
次に in vitro 神経傷害モデルとして、コンパ
ートメントカルチャーを用い、神経細胞を細
胞体、軸索を分けて培養し、in vivo 神経傷害
モデルで生じていることを単純化すること
で、神経障害性疼痛発症のメカニズムを解明
する。 
 
３．研究の方法 
(1)動物の処置と行動解析 
雄性マウス(C57BL/6)10w を実験に用いた。 
イソフルランによる麻酔下で、坐骨神経の枝
である総腓骨神経と脛骨神経を結紮、切離す
る SNI モデルを作成した。 
SNI モデルマウス及び未処置マウスに対し、
von Frey Filaments を用い機械刺激に対する
痛覚閾値を測定し、痛覚閾値の経時的変化を
調査した。 
 
(2)免疫組織染色 
SNI モデルマウス及び未処置マウスをイソフ
ルランによる深麻酔下で、DPBS で前灌流し、
4%パラフォルムアルデヒドを用いて灌流固
定した後、脊髄を採取した。10μm の凍結切
片を作成後、マイクログリアの表面抗原であ
るCD11b、Iba-1で免疫組織染色をおこない、
脊髄でのマイクログリアについて経時的に
調査した。 
 
(3)コンパートメントカルチャー 
35mm の petri dish を Poly-D-lysin 及び、
Lamine でコーティングした後、Campenot 

Chamber に薄くグリースを塗布し、コンパー
トメントカルチャーの準備をした。 
その後、未処置のマウスからイソフルラン深
麻酔下で、頚椎から腰椎までの後根神経節
(DRG; Dorsal Root Ganglion)を採取し、神
経細胞を取り出した。取り出した神経細胞を
Campenot Chamberの中央コンパートメントの
部分に入れ、培養を開始した。その後、中央
コンパートメントと両側コンパートメント
の培養液に含まれる神経栄養因子(NGF; 
Nerve Growth Factor)の濃度を変え、軸索伸
長するかどうかを観察した。 
 
４．研究成果 
（１）SNI モデルと行動解析 
神経障害性疼痛について in vivo および in 
vitro 神経障害モデルでそのメカニズム解明
に努めた。 
in vivo モデルでは SNI モデルを作成し、術
後1日目より機械刺激に対する痛覚閾値が低
下し、術後 14 日目まで痛覚閾値の低下が認
められた。図 1に行動解析の結果を示す。 

（図 1）行動解析結果。 
機械刺激に対する痛覚閾値の経時的変化。 
 
（２）SNI モデルにおける免疫組織学的検討 
SNI モデルマウスの脊髄免疫組織染色では
CD11b の発現が観察できなかった。 
次に同じマイクログリアの表面抗原である
Iba-1 を用いた免疫組織染色では神経損傷部
位に一致して、傷害側の後角および前角に
Iba-1 陽性細胞の集積が認められた。 
Iba-1 陽性細胞の集積は SNI モデル作成後 3
日目より明らかとなり、その後 Iba-1 の陽性
細胞の増加が認められた。 
 



 
（図 2）Iba-1 陽性細胞の集積。 
SNI モデルマウス術後 3 日目の脊髄の免疫組
織染色。 
 
（３）コンパートメントカルチャー 
in vitroモデルではマウス後根神経節より採
取した神経細胞を Campenot Chamber を用い
て培養した。中央コンパートメント内では神
経細胞の軸索延長が認められたが、両側の軸
索コンパートメントでは有効な軸索伸長が
認められなかった。 
 

（図 3）神経細胞の培養 
Campenot Chamber中央コンパートメント内の
神経細胞。 
 
今回の研究ではSNIモデルで神経損傷部位に
一致して脊髄でIba-1陽性細胞の集積が認め
られた。また SNI モデルにより機械刺激によ
る痛覚閾値の低下が認められた。しかしなが
ら、コンパートメントカルチャーでは神経細
胞が軸索伸長を確認できたが、両側のコンパ
ートメントまで軸索伸長させることができ
なかった。この点について、今回の知見を活
かし、今後の研究に引き継いで行くことを考
えている。 
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