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研究成果の概要（和文）：脊髄損傷モデルのRNAシーケンス解析では、神経障害性疼痛に関与すると思われる30
遺伝子を中心に発現パターンを調査した.モデル内の各個体間での発現増減はばらつきがあり、一定の傾向を示
さなかった。末梢神経損傷・脊髄損傷両モデルにおいて、3‘UTRにおける延長バリアントと同様にTRPV1と
TRPA1、また恒常性維持に関与するFam134bやNaa15の3’末端における延長が顕著に観察された。末梢神経損傷モ
デルと同様に脊髄損傷モデルでも損傷遠位におけるDRGで疼痛マトリクスに関与すると思われる遺伝子のプロフ
ァイルが変わり、慢性疼痛に寄与するものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：RNA-seq analysis revealed that expression patterns were not consistent in 30
 candidate genes of spinal cord injury model rats between individuals. In both peripheral nerve 
injury and spinal cord injury, extended variants were apparently observed in the 3’UTR sequence of 
several genes, including TRPV1, TRPA1, Fam134b and Naa15.These results suggest that structure of ‘
pain matrix’ might change in dorsal root ganglia located caudally to the epicenter of the spinal 
cord which results in the onset and maintenance of chronic pain.
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１．研究開始当初の背景 

 脊髄は、脳と比べ白質が外側に位置し軽

微な外傷によって伝導路の障害を引き起こ

す。交通事故や転落などによる外傷性脊髄損

傷は、脊髄の挫滅をきたし上行・下行伝導路

の障害を起こすようになる。最近では、高齢

化社会となって頚髄症患者が増加し、軽微な

外傷で四肢麻痺と強い四肢のしびれを呈す

るような患者も増加していることが問題と

なっている。現在まで脊髄損傷もしくは脊髄

症への関心は、運動麻痺に対しての神経再生

研究に主に焦点が当てられてきたが、臨床研

究において実際の患者では運動機能よりも

痛みや感覚障害のほうがQOLに影響する（Eda

ら Int. J. Rehabil. Res. 2010）というエ

ビデンスもあり、これらの中枢性神経障害性

疼痛に対して新たな治療法が望まれている

のが現状である。 

脊髄損傷後の慢性疼痛は、損傷中心である脊

髄よりもむしろ遠位に存在する1次求心性感

覚神経において、TRPV1(Wu ら Pain 2013)や

電位依存性ナトリウムチャネル（Nav1.8, 

Qing ら J. Neurosci. 2014）といった痛みレ

セプターの軸索における発現増加により、自

発性放電が促進されることにより発症、維持

されていることが近年提唱されてきた。末梢

神経損傷モデルにおいても Nav1.8 の mRNA が

軸索に集積することをがわかっており

（Supanigar et al. JBC 2011）、損傷を契

機に感覚神経の細胞体で痛みレセプターの

mRNA 転写の増加および軸索輸送の促進とい

った一連のメカニズムが慢性疼痛の引き金

になっているものと推測される。現在まで

mRNA の構造中、タンパクをコードしない 3’

非翻訳領域（3’UTR）は多くの分子で RNA 自

体の安定性や細胞局在などを調節している

重要な配列と考えられており、大脳海馬では

BDNF やβ-actin などの mRNA の 3’UTR の長

いバリアントが細胞の局在を決定している

ことが知られている（Juan et al. Cell 2008）。

我々の先行研究で Nav1.8mRNA は 既知の 450

塩基長の 3’UTR とは別に、intronic region

でのスプライシングを伴う 1.6k 塩基長のバ

リアントを発見し、末梢神経損傷によりこの

バリアントが特異的に転写され積極的に末

梢軸索へ輸送されレセプターが発現するこ

とで、神経障害性疼痛を惹起している可能性

があることを突き止めた（Hirai et al Sci. 

Reports 2017）。末梢神経損傷のみならず中

枢神経である脊髄損傷においても末梢神経

における遺伝子プロファイルがどのように

変化しているか詳細に評価した報告はない。 

 
２．研究の目的 

 先行研究で新たなバリアントの存在が明

らかになった Nav1.8 のみならず、電位依存

型カルシウムチャネルなども同様の mRNA の

non-coding 領域レベルでのバリアントによ

って軸索により輸送され易い現象が存在し

ていると考えている。今回、末梢神経損傷モ

デルではなく、脊髄損傷モデルにおいて坐骨

神経を主に支配する L4、L5 後根神経節（DRG）

とその軸索において痛みレセプターの挙動

とそれぞれの mRNA の構造変化を観察し、下

肢でのアロディニアや知覚過敏にどのよう

に影響しているかを詳細に検証する。 

さらに注目すべき点は、新規のバリアント

に結合が予測される RNA 結合タンパク（RBP

ｓ）との関連と考えている。痛みレセプター

の mRNA の局在や転写調節には上述の 3’UTR

に RBPs が結合し調節されていることが知ら

れ て い る （ Johnston ら  Nature Review 

Molecular Cell Biology 2005）。Nav1.8 の既

知の短い3‘UTRには軸索輸送にかかわるRBPs

との予測結合部位は非常に少なく、一方で

1.6ｋbp の新しいバリアントには非常に多く

の結合部位が存在していることが我々の先

行研究で判明している。本研究によって分子

生物学的、組織学的に脊髄損傷後に末梢神経

軸索に発現する mRNA とそれをリクルートす

る RBPs との動態を明らかにし、慢性疼痛の



原因の一端を解明する。 

 
３．研究の方法 

脊髄損傷ラット、末梢神経損傷ラットおよ

び sham ラットを受傷後 6週で L4・L5 後根神

経節（DRG）および腰膨大部脊髄後角細胞を

採取し、acutely dissociated cell を 8μm

の無数の小孔のあいた Boyden chamber に播

種し、5－FU含有の培養液で48時間培養する。

それぞれの細胞体から発芽する神経突起の

多くはchamberの小孔を通って裏面に伸長す

ることがわかっており（Willis & Twiss 

Methods in Mol. Biol. 2011）、表面からは

DRG 細胞体を、裏面からはグリアや線維芽細

胞の混入の無い条件で神経軸策の純粋な RNA

を採取することができる。これらの検体の

RNA を RNA-seq（Illumina Hi-seq）で全

transcript を解読し、脊髄損傷後に生じる痛

みレセプターmRNA の挙動を観察し、治療ター

ゲットを明らかにする。 

 
４．研究成果 

末梢神経損傷モデルと脊髄損傷モデルそ

れぞれの L3-L5DRG を採取し、十分量かつ質

の高い RNA を抽出できた。脊髄損傷モデルの

マイクロアレイ解析では、神経障害性疼痛に

関与すると思われる 30 遺伝子を中心に発現

パターンを調査したところ、モデル内の各個

体間での発現増減は非常にばらつきがあり、

一定の傾向を示さなかった。このため特定の

遺伝子に着目するのではなく、末梢神経障害

性疼痛でも生じた疼痛関連遺伝子の mRNA 構

造変化についてさらなる調査を行った。特に

注目したTRPファミリーや電位依存性ナトリ

ウムチャネル、また電位依存性カルシウムチ

ャネルについて、損傷後 1 週、3 週、6 週に

の脊髄損傷ラットでは定量 PCR を用いると

Nav、TRP ファミリー、Cav の各アイソフォー

ムは損傷を受けていないラットのDRGの発現

と比べて有意差はなかった。また同様に、神

経再生に関連する神経栄養因子であるNGFや

NT3、BDGF などの発現増減は有意な変化は見

られなかった。 

また末梢神経損傷モデルと脊髄損傷モデ

ルおよび神経損傷のないラットのDRGを分散

培養後、mRNA を抽出し RNA-seq で解析を行っ

たところ、Integrative Genome Viewer にお

いて脊髄損傷モデルも末梢神経損傷モデル

と同様に 3‘UTR における延長バリアントが

Nav1.8のみならずTRPV1とTRPA1において確

認された。また細胞核恒常性維持に関与する

Fam134b や Naa15 の 3’末端における延長が

顕著に観察された（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 さらに脊髄損傷モデルにおいて、ミトコン

ドリア恒常性に関する遺伝子や軸索輸送に

関係する RNA 顆粒の遺伝子が 3‘UTR の延長

バリアントが多く存在していることも突き

止めた。RNA 顆粒に関する遺伝子を調査する

と、3’UTR の延長バリアントだけではなく既

存のものよりも短いバリアントもあること

が分かった。 

 一方で、疼痛に関連する mRNA を末梢神経

遠位に輸送する RNA 結合タンパク（RBPs）の

発現も RNA-seq で網羅的に調査した。FUS や

ELAVL1 といった軸索輸送を担う RBPs の一部

と結合しうるタンパクが有意に増加してい

ることが分かった。これは脊髄損傷では損傷

遠位の末梢神経で活発に軸索輸送が行われ

ていることを示唆している。 

以上から末梢神経損傷モデルと同様に脊

髄損傷モデルでも損傷遠位におけるDRGで疼

痛マトリクスに関与すると思われる遺伝子

のプロファイルが変わり、慢性疼痛に寄与す

るものと考えられた。 

 基礎実験と並行して臨床でも慢性疼痛を



きたす頚椎術後の患者を対象としてアセト

アミノフェン・プレガバリン内服のランダム

化比較研究を行い、成果を発表した。 
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