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研究成果の概要（和文）：神経障害性疼痛の分子基盤として、炎症性マクロファージが関与する末梢性感作が重
要である。本研究では末梢マクロファージを阻害すると神経線維のみならず後根神経節における疼痛関連分子の
発現が減少するとともに、中枢性感作を担うミクログリアの活性化も同時に抑制されることを明らかにした。さ
らにこのような末梢性感作は神経傷害のみならず、糖尿病性の神経障害性疼痛においても同様に観察されること
を見い出した。従って、末梢性感作と中枢性感作の機能的連関が神経障害性疼痛の普遍的分子基盤であることを
示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Peripheral sensitization due to inflammatory macrophages play a key role in 
the pathogenesis of neuropathic pain. In this study, we found that inhibition of peripheral 
macrophages decreased in the expression of pain-related molecules in the dorsal root ganglion, and 
it prevented the activation of microglia in the spinal cord after nerve injury. Moreover, such 
peripheral sensitization caused by macrophages was observed in diabetes-associated neuropathic pain.
 Collectively, interaction between peripheral and central sensitization might be a common mechanism 
underlying different types of neuropathic pain.

研究分野： 薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経系の傷害などによって生じる神経障害性疼痛は従来の鎮痛薬に抵抗性であり、その分子基盤に基づいた新し
い治療戦略が必要とされている。これまでのげっ歯類を用いた検討では、末梢性感作と中枢性感作はそれぞれ独
立して検討されていた。本研究では、末梢性感作が中枢性感作を直接的に制御することを明らかにした点、さら
にそのような末梢性感作が異なる病態モデル間で共通して重要であることを明らかにして点に学術的意義があ
る。さらに新しい創薬標的を示唆していることから、社会的意義も大きいと言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本邦における成人の慢性疼痛罹患率は 20%に及ぶと推定される。難治性の痛覚過敏やアロデ

ィニアを特徴的症状とする神経障害性疼痛には、病態の複雑さ故に通常の鎮痛薬が著効しない。
その分子病態学的背景には疼痛伝達経路における慢性神経炎症が密接に関与すると考えられて
いるが、詳細は依然として不明である。申請者らはこれまでに、傷害を受けた一次知覚神経に
集積する好中球やマクロファージなどの免疫細胞が慢性神経炎症（末梢性感作）の重要な構成
要素であることを示してきた。またケモカインであるマクロファージ炎症性タンパク質（MIP）
が神経障害性疼痛の形成因子であることを世界で初めて報告しており、これらの報告は多くの
文献で引用されている。これらのケモカインが担う末梢性感作を切り口とした発展的研究によ
り、新しい概念に基づく神経障害性疼痛の総合的理解に繋がると考えられる。 
 
２．研究の目的 
神経障害性疼痛の分子基盤として、グリア細胞の活性化を伴う中枢性（脊髄）感作の重要性

は広く知られており、様々な調節因子の関与が報告されている。しかしながら、現状において
それらを標的とした薬理学的治療の可能性は限定的である。申請者らの予備実験において、中
枢性感作の病態は末梢性感作と常時密接な関係にあることが示唆されている。すなわち、MIP
抗体やマクロファージ抑制薬を傷害末梢神経に投与して末梢性感作を抑制すると、脊髄ミクロ
グリアの活性化ならびに慢性疼痛が抑制される可能性が考えられる。さらに重要な点として、
末梢性感作の抑制は病態の進行度に関わらず慢性疼痛を改善することも証明済みである。本研
究では末梢性感作と中枢性感作の機能的連関を示すとともに、その制御因子の同定を目指す。
これらの研究戦略は、神経障害性疼痛の病態基盤解明を解明する上で重要な要素であると言え
る。 

 
３．研究の方法 
神経傷害モデル：ICR 雄性マウスを用い、坐骨神経部分結紮（Partial sciatic nerve ligation: 
PSL）による神経障害性疼痛モデルマウスを作製した。イソフルラン麻酔下にて大腿部の皮膚
切開を行い、露出した坐骨神経の約 1/3 を縫合糸できつく結紮した。術後は切開部位を縫合し、
必要に応じて消毒薬および抗菌薬を投与した。対照処置としては坐骨神経の露出のみを行った。 
糖尿病モデル： C57BL/6J 雄性マウスを用い、高脂肪含有飼料（60 kcal % fat; high fat diet: 
HFD）または通常飼料（control diet: CD）を 32 週間、自由に摂取させた。マウスをホルダー
に固定し、尾から採取した血液（約 5 μl）より随時血糖値を測定した。 
薬物投与：薬物は滅菌 PBS または生理食塩水に溶解した。神経周囲投与では、イソフルラン
麻酔下にて 30G の注射針を接続したカニューレをマウスの坐骨神経周囲に挿入し、液量 10 μl
を 1 日 1 回 4 日間投与した。また全身投与では、1 日 1 回 4 日間背部皮下に投与した。 
von Frey テスト：マウスを網目 5 mm×5 mm の金網上で約 2 時間馴化させた。屈曲圧 0.02―2.0 
g（0.02, 0.04, 0.07, 0.16, 0.4, 0.6, 1.0, 1.4, 2.0 g）の von Frey フィラメントを用いてマウス後
肢の足底中央を刺激した。up-down 法により 50%逃避機械刺激閾値を算出した。 
免疫組織化学：4%パラホルムアルデヒドにて固定した脊髄の凍結切片を作成し、浮遊法にて抗
Iba1 抗体ならびに蛍光標識二次抗体を反応させた。組織をスライドグラスにマウントし、共焦
点レーザー顕微鏡にて観察した。データ解析には ImageJ ソフトウェアを用いた。 
RT-qPCR：坐骨神経、後根神経節または脊髄後角より抽出した総RNAより cDNAを作成した。
SYBR® Premix Ex Taq™ II および AriaMx Realtime PCR System を使用し、各遺伝子の
mRNA 発現レベルを評価した。 
統計解析：データはいずれも平均値±標準誤差で示した。統計処理は一元配置分散分析または
二元配置分散分析を行った後、多重比較検定にて解析した。P<0.05 にて有意差ありとした。 
 
４．研究成果 
 マウスに PSL を施すと、傷害坐骨神経における炎症性マクロファージの集積が認められ、そ
れと並行して機械的アロディニアが惹起された。マクロファージ抑制薬であるリポソーム化ク
ロドロン酸またはニコチン性アセチルコリン受容体（nAChR）α4β2 サブタイプ特異的リガン
ド（TC-2559, sazetidine A）を PSL 直後より傷害坐骨神経周囲に局所投与すると、PSL 誘発
性機械的アロディニアが抑制された。さらに TC-2559 を PSL21 日後より局所投与しても、既
に形成された機械的アロディニアに対する改善効果が認められた。加えて TC-2559 は全身投与
においても、PSL 誘発性機械的アロディニアを改善した（図 1）。PSL7 日後の脊髄後角におい
て、Iba1 陽性ミクログリアの形態学的活性化が認められ、さらに炎症性マーカー分子である
CD68 の発現もミクログリアにおいて増加していた。TC-2559 を PSL 直後より傷害坐骨神経
周囲に局所投与すると、PSL による脊髄ミクログリアの活性化が抑制された（図 2）。PSL7 日
後におけるミクログリアの活性化に伴い、ミクログリア関連因子である CD68、interferon 
regulatory factor 5（IRF5）および IL-1β の mRNA 発現が PSL 同側の脊髄後角において増加
し、これらはいずれも TC-2559 の局所投与により抑制された。それと同時に、後根神経節にお
ける疼痛関連分子の発現もまた、TC-2559 の局所投与により減少することが示された。これら
の結果により、末梢性感作は中枢性感作と密接な機能的連関があり、神経障害性疼痛の病態に
おいて炎症性マクロファージによる末梢性感作が重要な役割を果たすことが示唆される。 



 

 
HFD を与えたマウスは CD と比較して明らかな体重増加および肥満を呈するとともに、給

餌 4 週以降より随時血糖値の上昇が観察され、2 型糖尿病（T2DM）様の症状が認められた。
さらに HFD 群では給餌 8 週以降において機械的刺激に対する閾値が減少しており、機械的ア
ロディニアが惹起された。HFD 群の坐骨神経における神経炎症を RT-qPCR にて評価したとこ
ろ、マクロファージマーカー（F4/80、CD11b、CD68）および炎症性サイトカイン（IL-1β、
TNFα）・ケモカイン（CCL3）の発現増加が認められた。これらの増加はいずれも、給餌 16
週より 32 週以降まで長期間持続していた（図 3）。HFD 誘発性機械的アロディニアにおける炎
症性マクロファージの関与を検討するため、Saporin 標識抗 Mac1 抗体（Mac1-Sap）を HFD
給餌 16 週より坐骨神経周囲に反復局所投与すると、集積したマクロファージ数が減少し、HFD
給餌 17 週における機械的アロディニアが改善した。HFD による炎症性メディエーターの産生
増加もまた、Mac1-Sap 処置により抑制された（図 4）。TC-2559 を HFD 給餌マウスの坐骨神
経周囲に局所投与すると HFD 誘発アロディニアが改善し、この効果は α4β2 サブタイプ特異的
アンタゴニストである DHβE の併用により消失した。さらに TC-2559 は全身投与においても
HFD 誘発アロディニアの改善効果を示した。従って、神経傷害モデルのみならず T2DM モデ
ルにおいても炎症性マクロファージを介した末梢性感作が重要であり、これらが異なる神経障
害性疼痛に共通の分子基盤であることが明らかになった。 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

図 1. nAChR アゴニストによる神経障害性疼痛改善効果. 

(A) TC-2559 の神経周囲投与によるアロディニア抑制効果. 

(B) TC-2559 または sazetidine A によるアロディニア改善効果. 

(C) 傷害後期における TC-2559 のアロディニア改善効果. 

(D) TC-2559 の全身皮下投与によるアロディニア抑制効果. 

図 2. TC-2559 の末梢投与による脊髄ミクログリア抑制作用. 

(A) TC-2559 の神経周囲投与によるミクログリア抑制効果. 

(B) Iba1 陽性活性化ミクログリアにおける CD68 の局在. 

(C) 脊髄後角内側部における Iba1 陽性細胞数の変化. 

TC-2559 を神経周囲投与し（days 0-3）、PSL7 日後の脊髄後角に

おける免疫染色を行った. スケール=100 (A), 20 (B) μm. 

図 3. 2 型糖尿病マウスの坐骨神経における炎症性因子の発現． 

(A) マクロファージマーカー分子の mRNA 発現変化． 

(B) サイトカイン・ケモカインの mRNA 発現変化． 

図 4. 2 型糖尿病マウスのアロディニアに及ぼすマクロファージの

影響． 

A) マクロファージ除去薬物（Mac1-Sap）処置によるアロディニア

改善効果． 

B) Mac1-Sap 処置による神経周囲マクロファージの減少． 

C) Mac1-Sap 処置による炎症性因子の発現減少． 
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