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研究成果の概要：神経因性疼痛に対して鎮痛作用を有するグリア細胞株由来神経栄養因子

（GDNF）の作用標的候補として神経接着因子である NCAM の解析を行い、脊髄後角において NCAM

を発現する細胞や NCAM を刺激する事で鎮痛効果が得られることを明らかにした。また、GDNF

発現レンチウイルスベクターを利用することにより疼痛発症部位に特異的且つ長期的に痛みを

取り除くことができる事を示した。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 神経因性疼痛は中枢または末梢神経系
の障害に起因する異痛症と痛覚過敏を
特徴とした慢性疼痛である。しかし、
この疼痛は従来の鎮痛薬の有効性が低
く、難治性であるため、早急な神経因
性疼痛の発症、維持機構の解明に基づ
いた新規の鎮痛薬の開発が強く望まれ
ていた。また患者は既に慢性疼痛が確立
して痛みを序し難い状況で治療を求め
ることが多々あり、この点において発症
段階での予防を考えるだけでなく慢性
化した疼痛を取り除くことが重要とな

る。 
(2) グリア細胞株由来神経栄養因子（GDNF）
は神経因性疼痛が確立した後において
も、鎮痛作用を有することが明らかに
されていたが、その作用機序は受容体
を含め、不明であった。一方、GDNF に
対する受容体として Ret が従来から知
られていたが、細胞接着因子である
neural cell adhesion molecule (NCAM)
も GDNF の受容体として機能すること
が新たに明らかにされた。 

(3) 我々は神経因性疼痛で脊髄後角におい
て NCAM mRNA の発現が低下し、GDNF の



投与により回復することを見出してお
り、GDNF の鎮痛効果において NCAM が
重要な役割を担っている可能性が示さ
れていた。 

 
２．研究の目的 
神経因性疼痛において NCAM が侵害情報伝達
回路の可塑的変化に伴う痛覚過敏に役割を
担っている可能性が示唆されたが、NCAM が脊
髄後角においてどの細胞群に発現し、侵害情
報伝達においてどのような役割を担ってい
るのかは全くの未知であった。従って、本研
究では神経因性疼痛におけるNCAM signaling
の役割に焦点をあて、これを詳細に明らかに
することにより、慢性化した疼痛を緩和する
ことができる新規の鎮痛薬を見つけること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 神経因性疼痛モデルの作製と痛覚検査 
5週齢、雄性のSprague-Dawleyラットもしく
は8週齢、雄性のC57BL/6Jマウスを用いた。
すべての手術はペントバルビタールの腹腔
内投与による深麻酔下において行った。神経
因性疼痛モデルは慢性絞扼性傷害モデル及
びL5 spinal nerve ligation (SNL)モデルを
用いた。痛覚の指標として、後肢足底に機械
的刺激及び熱刺激を行い、その刺激に対する
回避行動を疼痛反応として観察した。 
 
(2) 脊髄髄腔内への薬物投与 
神経因性疼痛モデルの作製前にポリエチレ
ンチューブを小脳延髄槽から先端が脊髄腰
膨大部に届くまで挿入した。チューブを挿入
したラットは麻痺などの障害がないことを
確認した上で、神経因性疼痛モデルを作製し
た。疼痛が出現し慢性化した手術後7日目に
浸透圧ポンプを取り付け、この浸透圧ポンプ
を用いてGDNF (12 μg/day)やNCAMに対する
アンチセンス(AS)及びミスマッチオリゴヌ
クレオチド（ODN; 1 nmol/day）、NCAM mimetic 
peptide(50 μg/day) で あ る C3 ペ プ チド
（ASKKPKRNIKA）の四量体であるC3dペプチド
とそのコントロールペプチド（ASAAPAANIKA
の四量体）を持続投与した。オリゴヌクレオ
チ ド の 塩 基 配 列 は
5’-AGATCCTTAGTTCGCAGCATTGTA-3’（アンチ
セ ン ス ） お よ び
5’-GTCCATGTACATCTAGTCAGTTGA-3’（ミスマ
ッチ）とした。 
 
(4)In situ hybridization 
動物は PBS（pH 7.2）と 4 % パラホルムアル
デヒド（0.1 M PBS、pH 7.2）を順次心臓か
ら全身灌流することで固定し、クリオスタッ
トで厚さ10 μmに薄切した。ラットNCAM cDNA
（GeneBank accession number NM_031521）

の 854―1587 番目の塩基配列に相補的な
digoxigenin 標識 RNAプローブを作製して in 
situ hybridization を行い、BM purple によ
り発色させた。 
 
(5)免疫組織化学染色 
In situ hybridizationと同様に切片を作製
し、二重免疫組織化学染色を行った。NCAMと
神経細胞のマーカーであるMAP2、アストロサ
イトのマーカーであるGFAP、ミクログリアの
マーカーであるIba1に対する抗体やGDNF依存
性のDRG神経細胞のマーカーであるレクチン
IB4（FITC標識）を反応させた。Alexa Fluor 488
もしくはAlexa Fluor 594標識二次抗体を反
応させ、共焦点顕微鏡により観察した。 
 
(6)レンチウイルスベクターの作製 
GDNFとGFPを同時に発現するレンチウイルス
ベクターを作製した。ウイルス粒子は4種類の
プラスミドベクターを293T細胞にトランスフ
ェクションすることにより作製し、超遠心に
よる濃縮を行った。作製したウイルス粒子は
マウスにマイクロシリンジを用いてL4および
L5後根神経節(DRG)や後肢足底、L4/5脊髄後
角へ微量投与した。ウイルスベクターによる
遺伝子発現はGFPに対するRT-PCR及び免疫組
織化学染色により確認した。 
 
(7)初代DRG神経細胞培養 
5 週齢、雄性の Sprague-Dawley ラットより
L4-5 DRG を摘出し、酵素により細胞をバラバ
ラにした。細胞は Percoll による密度勾配遠
心 に よ り 神 経 細 胞 の み を 単 離 し 、
laminin/poly-D-lysine コートしたガラス上
に撒いた。神経突起を観察するために beta 
III tubulin と NCAM に対する抗体と IB4 で蛍
光免疫染色を行い、細胞体を中心とした同
心円を神経突起が通過する回数を求める
Sholl 解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
(1) GDNFによる神経因性疼痛緩和作用におけ

るNCAMの役割 
二重免疫組織化学染色により、脊髄後角の表
層においてNCAMは脊髄の神経細胞及び小型の
細胞体を有するIB4陽性の一次求心性線維の
中枢末端に存在することを見出した（図1）。 
 

 
図１ 脊髄後角におけるNCAMの発現 

 
これに一致して、NCAMはDRGの小型神経細胞に
発現している事を明らかにした。 
NCAMに対するAS ODNを脊髄髄腔内に投与する
ことで発現を低下させることにより、正常な
ラットにおける痛覚過敏の発症や神経因性疼
痛の悪化や改善は引き起こされなかったが、
GDNFの神経因性疼痛緩和作用は消失した（図2
）。 
 

 
図２ NCAMの発現抑制によるGDNF鎮痛効果の
消失 
 
またNCAMの作用を模倣する合成ペプチドC3d
を神経因性疼痛モデルラットの脊髄髄腔内に
投与することにより、NCAM刺激単独で神経因
性疼痛が緩和することが見出された（図3）。 
以上の結果から、GDNFによる神経因性疼痛の
緩和作用にNCAMが必須であることが初めて明
らかとなった。さらにNCAMを介した情報伝達

  
図３ NCAM模倣ペプチドによる鎮痛効果 

 
経路の賦活を促すことが神経因性疼痛に対し
て有効な鎮痛薬になる可能性が示唆された。 
 
(2) レンチウイルスを利用した局所的なGDNF

遺伝子発現誘導 
レンチウイルスベクターに組み込まれた遺伝
子が少なくとも2週間は発現することをPCR及
び免疫組織化学染色により確認した。また局
所に微量投与することにより投与部位に限局
して遺伝子を導入できることが確認された。 
正常のマウスに、GDNFを組み込んだウイルス
ベクターをL4およびL5後根神経節(DRG)や後
肢足底、L4/5脊髄へ投与しても機械的刺激に
対する痛覚閾値に影響を及ぼさなかった。 
L5 SNLを施した神経因性疼痛モデルマウスに
おいて、神経結紮を行った L5 DRG へ GDNF 発
現ウイルスベクターを注入しても鎮痛効果
はみられなかったが、L4 DRG への注入によっ
て疼痛緩和効果が観察された（図 4）。 
更に、これらの DRG 神経の末梢側軸索が終止
する後肢足底へのウイルスの投与により鎮
痛効果が得られなかったのに対し、中枢側軸
索が終止する L4/5 脊髄へのウイルス投与に
よって鎮痛効果が得られた。また、単回のウ
イルス投与によって、鎮痛効果は少なくとも
2週間持続した。 
以上の結果から、傷害DRGに隣接する無傷の
DRGに存在する細胞もしくはその中枢側末端
におけるGDNFシグナリングの賦活が鎮痛効果
に重要であることが初めて明らかになった。
また、レンチウイルスベクターを利用するこ
とで疼痛発症部位特異的に長期間に渡って痛
覚過敏のみを抑制できる可能性が示された。 

 
図４ レンチウイルスベクターによるGDNF発
現の神経因性疼痛に対する効果 
 



(3) NCAM発現DRG神経細胞に対するGDNFの効
果の検討 

初代培養細胞においてGDNF依存性の侵害受
容性DRG神経細胞のマーカーであるIB4陽性
の神経細胞やNCAMの発現を確認した。 
培養細胞において、IB4陽性DRG神経細胞は神
経突起を伸ばさない細胞の割合がIB4陰性神
経細胞より多かった。 
培養DRG神経細胞のNCAM発現細胞の割合は
GDNF処理により変化しなかった。 
培養NCAM陽性神経細胞はGDNF処理すること
により、細胞体から近い同心円を通過する神
経突起数が上昇する傾向がみられた。 
以上の結果から、GDNF が NCAM を介して DRG
神経細胞の神経突起形成もしくは分岐を促
進する可能性が示された。 
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