
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４５１９

挑戦的萌芽研究

2016～2015

脊髄損傷後疼痛の新規メカニズムの解明

New mechanisms of neuropathic pain after spinal cord injury

１０２１２１２７研究者番号：

野口　光一（Noguchi, Koichi）

兵庫医科大学・医学部・教授

研究期間：

１５Ｋ１５２０５

平成 年 月 日現在２９   ６   ８

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：ラット胸髄レベルの脊髄損傷後に生じる下肢足底の機械的刺激に対する過敏現象にお
いて、Caチャネルサブユニットであるα2δ1の役割を検討して、以下の結果を得ることができた。１．ラット
T10レベルへの脊髄損傷モデルを確立した。足底の機械的刺激に対する過敏反応は、胸髄損傷後14日目から少な
くとも28日までは継続していた。２．28日目の腰髄部では明らかにα2δ1免疫反応の有意な増加が観察された。
３． DRGではα2δ1 mRNAの変化はなく、腰髄の後角を中心に発現増加が観察された。４．脊髄損傷モデルにプ
レガバリンを経口投与すると、疼痛閾値の正常化及び腰髄部におけるα2δ1蛋白の低下が観察された。

研究成果の概要（英文）：We found the following findings using a rat model of thoracic spinal cord 
injury to examine the role of Ca channel subunitα2δ1 on the mechanical allodynia in the plantar 
surface. 1.Rat model of spinal cord injury at Th10 level showed the significant decrease in the 
threshold of mechanical stimuli to the plantar surface, which continued from 14-28d after spinal 
cord injury. 2.At 28d after SCI, theα2δ1 immunoreactivity in the lumbar spinal cord increased 
significantly. 3.α2δ1 mRNA in lumbar DRG showed no change after SCI, however in situ hybridization
 histochemistry revealed the increase in α2δ1 mRNA in superficial laminae of lumbar dorsal horn. 
4. Oral administration of pregabalin (α2δ1 ligand) significantly reversed the decrease in the 
threshold of mechanical stimuli and also the upregulation ofα2δ1 protein in lumbar dorsal horn. 
The significance of the changes inα2δ1 in lumbar dorsal horn after thoracic SCI has been 
discussed.
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１．研究開始当初の背景 
 整形外科臨床において、神経障害性疼痛に
対する薬剤が導入された結果、その病態の解
明に対する期待も高まっている。末梢神経の絞
扼性神経障害、外傷や手術に伴う末梢神経障
害、引き抜き損傷、他種々のニューロパチーな
どの神経障害性疼痛において、多くのメカニズ
ムが報告されている。私の教室においては整形
外科臨床における問題認識からスタートした疼
痛基礎研究を推進してきており、２０年以上にわ
たる疼痛研究の結果１５０報以上の英文雑誌に
論文を発表してきた。 
 本研究は２つの大きな背景の中から生まれて
おり、一つは、長年にわたり研究代表者を含め
た世界の多くの研究者から提唱されている脊髄
における神経可塑的な変化が難治性疼痛の大
きな原因となっており、その制御が難治性疼痛
の新規治療薬や治療戦略の大きなシーズにな
るという仮説である。研究代表者は多くの神経
可塑的変化と難治性疼痛の関係について報告
してきた。もう一つの大きな背景は、日本を含め
た世界各国で最も良く使われている神経障害
性疼痛に対する薬物がCaチャネルのα2δ1サ
ブユニットのリガンドである。この作用機作は脊
髄後角でのCaチャネルの機能を抑制し神経伝
達物質の遊離を抑制することで神経障害性疼
痛を抑制すると言われている。しかしながら、α
2δ1サブユニットリガンドの作用メカニズムは未
だに極めて盛んに研究されている分野であり、
この数年で作用メカニズムに関する多くの論文
が一流の欧米の神経科学雑誌に発表されてい
る状況である。脊髄損傷後の疼痛抑制メカニズ
ムに関しては全く報告が無く、メカニズムの解明
が待たれている状況である。 
 
２．研究の目的 
 2年間で脊髄損傷後疼痛モデルにおいて、脊
髄後角でのα2δ1サブユニットの動態とその意
義に関して、以下のポイントを解明する。 
（1）ラット脊髄損傷モデルにおけるα2δ1サブ
ユニットの動態を確認 
（２）脊髄で増加するα2δ1サブユニットの細胞
の種類と時間経過を解明 
（３）α2δ1サブユニットリガンドを投与し、α2δ
1脊髄でのα2δ1の発現変化と疼痛行動の変
化を詳細に解析し、Caチャネルα2δ1サブユニ
ットと脊髄損傷後疼痛との関係を議論する。 
 本研究の意義として、脊髄損傷性疼痛は極め
て難治性の病態であり、その疼痛メカニズムは
いまだ解明されていない。一方、α2δ1サブユ
ニットリガンドは国際共同二重盲検比較試験に
おいて、中枢性神経障害性疼痛に対する効果

が証明されたが、その作用メカニズムは全く解
明されていない状態である。本研究によって脊
髄損傷性性疼痛などの難治性疼痛の新規メカ
ニズムと、治療薬としてのα2δ1サブユニットリ
ガンドの新規作用メカニズムを解明する大きな
意義が存在する。 
 α2δ1 サブユニットリガンドの Pregabalin が末
梢神経障害性疼痛の治療薬として日本を含む
全世界で極めて良く使用されているのは、周知
の事実である。2013 年には国際共同二重盲検
比較試験等の結果、脊髄障害後の中枢神経障
害性疼痛への効果を示唆されている。しかしな
がら、興味深いことは、α2δ1 サブユニットリガ
ンドの作用メカニズムが疼痛研究者の研究テー
マに未だになっていることであり、この数年間で
も Proc.Natl.Acad.Sci.USA.や J.Neurosci という
超一流雑誌にその基礎的メカニズムに関する論
文が多数発表されている。 
末梢神経の障害後のα2δ1 サブユニットの発
現が増加することは、Luo らが 2001 年に発表し
て以来良く検証されており、脊髄後角でのCaチ
ャネルの機能抑制による興奮性神経伝達物質
の遊離抑制が、α2δ1 サブユニットリガンドの神
経障害性疼痛抑制のメカニズムとして提唱され
ている。 
ところが、脊髄損傷後のα2δ1 サブユニットの
動態に関しては、2011 年に Boroujerde らにより
報告されたウェスタンブロットの報告があるのみ
である。これはどの細胞でα2δ1サブユニットが
増加していたかの情報は全く無い。またα2δ1
サブユニットリガンドが脳など上位中枢に対して
強い効果を持つことより、脊髄障害性疼痛に対
する効果の神経科学的根拠は未だ全く不明の
状態である。 
 
３．研究の方法 
実験は代表者の野口光一の指導のもと、教室
のスタッフ及び大学院生が実験を行い、週１回
のミーティングにて進捗状況を検討しながら研
究計画の順調な遂行を図る。データ解析はスタ
ッフと大学院生が、論文作成の指導は野口が
行う。  
 
ラット脊髄損傷モデルにおけるα2δ1サブユニ
ット動態解析 
（1）IH Spinal Cord Impactor を用いて、ラット脊
髄T10レベルに100kdyneの contusion injury を
作成する。排尿のコントロール等を行い、一定時
間経過後の L1-CAM, リン酸化 L1-CAM, α2
δ1 の脊髄における発現検討を免疫組織化学
にて行う。脊髄受傷後、タイムコースを設定して
比較的長期の段階まで発現を定量する。損傷



中心部からの距離による上記因子の変化の違
いを解明する。これらの抗体の特異性について
は過去の報告と我々の予備実験で確認してい
る。 
（ ２ ）細胞マーカーを用いた（NeuN, Iba-1, 
GFAP）免疫組織化学二重標識法にて、α2δ1
を発現している細胞種（ニューロン、マイクログリ
ア、アストロサイト）の同定を行う。 
（３）熱刺激に対する疼痛閾値測定（Plantar 
test）や機械的刺激に対する閾値を測定する
Anesthesiometerを用いて、脊髄損傷モデルの
痛覚過敏を足底部、及び背部で計測する。 
（４）α2δ1サブユニットリガンド投与による脊髄
後角における変化 
脊髄損傷後の疼痛においてα2δ1サブユニット
リガンドの効果が、こうした細胞接着因子の活性
化を介しているかどうかを免疫組織科学法を用い
て検討する。浸透圧ポンプで一定期間（脊髄損
傷後５-１４日）pregabalinを髄腔内投与し、その後
ラット脊髄の潅流固定して、α2δ1の集積の変化
を観察、定量化する。 
（５）α2δ1サブユニットリガンド投与の、疼痛行
動と脊髄内でのα2δ1サブユニット発現変化
への効果を検証することで、その関係性をディ
スカッションする。 
 
４．研究成果 
2 年間にわたる研究により以下の成果を得た。 
（１）胸髄部脊髄損傷後の下肢運動麻痺とアロデ
ィニア（知覚過敏）の時間経過 
 脊髄損傷後の下肢の運動機能と疼痛行動を
観察した。損傷後１日後では、BBB スケールは
2.4±0.6であったが、4週後には12.4±0.6に回
復していた。胸髄部での脊髄損傷は下肢への
機械的刺激に対する閾値を低下させたが、その
計測はdynamic anesthesiometerを用いた。閾値
の陛下は、損傷後 14 日目で観察され、少なくと
も 28 日目までは継続していた。 
（２）腰髄部におけるα2δ1 免疫組織化学反応
の変化 
 胸髄部への脊髄損傷により腰髄部におけるα
2δ1 の免疫組織反応の変化を検討した。コント
ロールラットでは、α2δ1 免疫反応は後角ⅠⅡ
層を中心に観察された。脊髄損傷後4週目の腰
髄では、明らかに免疫反応の増加が後角全層
で見られた。免疫組織化学反応を定量化すると
モントロール群に比較して有意な増加であること
が判った。 
（３）腰髄及び脊髄神経節(DRG)におけるα2δ1 
mRNA発現の変化 
 α2δ1 は DRG ニューロンで産生され脊髄後
角に輸送されることがわかっているので、まず

DRGでのα2δ1 mRNA発現を in situ ハイブリ
ダイゼーション法にて検討した。その結果は発
現レベル及び陽性ニューロンの数にも変化は観
察されなかった。次に、胸髄脊髄損傷後の腰髄
におけるα2δ1 mRNA発現変化を同じく in situ 
ハイブリダイゼーション法にて検討した。その結
果、損傷後7日目より明らかにmRNAは増加し、
その増加は後角浅層及び運動ニューロンにて
観察された。シグナルを定量化すると、増加は
損傷後 7 日目から 21 日目までが有意な増加と
なり、陽性ニューロンのカウントでも同様に有意
な増加は、損傷後7日目から21日目までで見ら
れた。 
 
（４）脊髄損傷後のプレガバリン投与の効果 
 まず、プレガバリンの経口投与が足底の機械
的刺激に対する過敏反応をどう抑えるかを検討
した。プレガバリン投与は脊髄損傷後 14 日目か
ら開始したが、閾値の低下は投与開始の翌日か
らすぐに見られ、プレガバリン投与の間継続した。
機械的刺激に対する閾値低下に対する効果は、
生食投与のコントロール群とプレガバリン投与群
で統計学上有意な差異であった。 
 次にα2δ1 免疫組織化学反応に対するプレ
ガバリン投与の効果を検証した。損傷後 4 週目
の時点で、明らかにα2δ1 免疫反応のプレガ
バリン投与群でコントロール群に比較して低下し
ていた。定量化の結果、有意な変化であった。
プレガバリン投与後の残存するα2δ1 免疫反
応は、神経終末部ではなく主に脊髄の細胞体に
て観察された。これらの結果は、プレガバリン投
与は、脊髄損傷後の疼痛閾値に効果があるば
かりでなく、α2δ1 蛋白の発現・分布にも影響
があることが明らかとなった。 
 
 以上、胸髄部の脊髄損傷後の下肢足底の機
械的刺激に対する過敏反応は、腰髄における
α2δ1 Ca チャネルの変化と関係する可能性
が高く、他の難治性疼痛に効果があるα2δ1 リ
ガンドであるプレガバリンが脊髄損傷後疼痛に
対してサブユニットに対する影響を通じて効果を
持つことが示唆された。現在、以上の結果をまと
めて、英文雑誌に投稿中である。 
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