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研究成果の概要（和文）：複合性局所疼痛症候群（CRPS）は、痛覚過敏、浮腫、血流障害などさまざまな症状を
伴う難治性の慢性疼痛症候群である。CRPSの発症には炎症性サイトカイン（TNF-α、IL-1β）の関与が推察され
るが、その詳細な病態形成機序は不明であり、CRPSの発症機序の全容解明と新規治療薬の開発が望まれている。
本研究では、CRPS の発症機序（痛みの増悪および慢性化）に、細胞内Ca2+イオン環境を適切に調節しているNa+
/Ca2+交換輸送体（NCX）やNa+,K+-ATPase（NKA）の異常な発現変動ならびに炎症関連細胞（マクロファージ、ミ
クログリア）の活性・浸潤が関与していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Complex regional pain syndrome (CRPS) is an intractable chronic pain 
syndrome with various signs and symptoms including allodynia/hyperalgesia, edema, swelling, and skin
 abnormalities. However, a definitive therapeutic treatment for CRPS has not been established. In 
CRPS patients, inflammatory cytokines such as TNF-α and IL-1β have been shown to increase in 
affected areas, suggesting that these molecules may be potential therapeutic targets for CRPS. In 
this study, we found that the abnormal expression changes of Na+/Ca2+ exchanger (NCX) and Na+,K+
-ATPase (NKA), and the abnormal activity of inflammation-related cells (macrophages and microglia). 
            

研究分野：医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
複合性局所疼痛症候群（CRPS）は、四肢の堪え難い痛み、浮腫、血流障害、運動障害、萎縮性変化などを伴い、
日常生活を著しく障害する。CRPSの症状は多彩で、時期によっても変化するが、発症初期に着目すると、浮腫や
色調変化などの炎症を示唆する症状が発現することが多い。CRPSの発症には炎症性サイトカインの関与が推察さ
れるが、その詳細な病態形成機序は不明であり、CRPSの発症機序の全容解明と新規治療薬の開発が望まれてい
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
複合性局所疼痛症候群（CRPS）は発症率 10 万人あたり 5.46 人の稀な疾患であるが、そ
の症状は激しく、四肢の堪え難い痛み、浮腫、血流障害、運動障害、萎縮性変化などを伴い、
日常生活が著しく障害される。CRPSの症状は多彩で、時期によっても変化するが、発症初
期に着目すると、浮腫や色調変化などの炎症を示唆する症状が発現することが多い。CRPS
の発症には炎症性サイトカインの関与が推察されるが、その詳細な病態形成機序は不明で
あり、CRPSの発症機序の全容解明と新規治療薬の開発が望まれている。 
 我々は、平成 28年度採択の若手研究（B）（研究課題番号: 16K20120）以降の研究におい
て、坐骨神経部分結紮（pSNL）後に患肢をギプス固定で 2週間不動化することにより、CRPS
の臨床症状に類似する「患肢の激しい痛み、腫脹、色調変化」を呈する CRPSモデルマウス
の開発に成功している。本 CRPSモデルは、既存のモデルよりも病態形成の再現性が高く、
CRPS様症状を安定的に示す優れた病態モデルである。他方で、我々の予備的研究結果やこ
れまでの報告から、急性および慢性疼痛において、患部周縁の末梢神経細胞から関連する中
枢神経細胞に到るまで、Ca2+過剰負荷に伴う神経細胞傷害および炎症性細胞（マクロファー
ジ、ミクログリア ）の活性化・浸潤亢進がそれぞれ認められている。しかしながら、炎症
性細胞（マクロファージ、ミクログリア ）の活性化・浸潤亢進と Ca2+過剰負荷との関連は
不明である。本研究では、細胞内 Ca2+イオン環境を適切に調節している Na+/Ca2+交換輸送体
（NCX）や Na+,K+-ATPase（NKA）の遺伝子変異マウスを用いて、我々が独自に開発した CRPS
モデルマウスと既存モデルである pSNLマウスを作製し、炎症性細胞（マクロファージ、ミ
クログリア ）の活性化・浸潤亢進と Ca2+制御機構の関係を明らかにする。 
 
 
 
 
２．研究の目的 
(1) CRPS および pSNL モデル動物を作成し、炎症性細胞の活性および浸潤度合いを検討す
る。 
(2) CRPSおよび pSNL発症の病態機序（Ca2+制御機構）を明らかにし、新規治療法を考案す
る。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) pSNlおよび CRPSモデルマウスの作製 
全ての実験は、5週齢の雄性 ddYマウスおよび C57BL/6（遺伝子改変マウス）を用いて実
施した。坐骨神経を部分結紮する坐骨神経部分結紮（pSNL）モデルは、イソフルラン麻酔
下に左後肢の大腿中央部より中枢側の坐骨神経を部分結紮し作製した。CRPS モデルは、
pSNLモデルと同様に左坐骨神経を部分結紮した後に、左下肢を最大伸展位でギプス固定し、
2週間左下肢を不動状態として作製した。対照群として、左坐骨神経を露出するのみで、結
紮を行わなかった sham手術群も作成した。また、本研究では、ギプス装着のみのモデルマ
ウスも作製し、ギプス固定による疼痛・浮腫・炎症への影響も確認している。 
 
(2) 痛み閾値の測定（sham群、pSNL群、CRPS群の比較） 

pSNL処置を行った 2週間後から１週間ごとに痛みの閾値を測定した。痛み閾値の測定に
は von Freyフィラメントを用いた触圧刺激試験を実施した。痛み閾値は、von Freyフィラメ
ントをマウス後肢足蹠に押し当て、刺激に対する行動（後肢を挙上する、後肢を舐める）を
解析して算出した。 

 
(3) アイクロアレイ解析（sham群、pSNL群、CRPS群の比較） 

pSNL処置の 4週間後に、sham、pSNL、CRPSの各モデルマウスから坐骨神経組織を採取
した。pSNLおよび CRPSの坐骨神経は、神経結紮部位の両側 5 mmを採取した。shamの坐
骨神経は、左後肢の大腿中央部より中枢側で 1 cmの長さで採取した。採取した坐骨神経組
織でマイクロアレイ法により、各遺伝子の発現変化を解析した。 
 
(4) 薬物局所投与実験 

pSNL処置の 2週間後、ギプスを抜去した CRPSモデルマウスの坐骨神経周囲に薬物局所
投与を行った。薬物の局所投与は、イソフルラン麻酔下に行い、マイクロシリンジを用いて
1回あたり 10μLとした。投与薬物には、生理食塩液、control IgG、TNF-α中和抗体（0.1 μg, 
1 μg）、MMP-9阻害薬（1μg）を用いた。治療効果は、von Freyテストを用いた痛み閾値によ



って判定した。von Frey テストは、投与前、投与１時間後、２時間後、３時間後、24 時間
後、1 週間後、2 週間後、3 週間後、4 週間後に実施し、急性期の効果と長期効果を確認し
た。また、pSNL処置のみを行い、ギプス固定を行わなかった pSNL群にも同様の薬物局所
投与を行った。pSNL群では、生理食塩液、control IgG、TNF-α中和抗体（0.1 μg, 1 μg）、MMP-
9阻害薬（1 μg）、recombinant TNF-α(0.01 μg)を投与した。治療効果は、von Freyテストを用
いた痛み閾値によって判定した。von Freyテストは、投与前、投与１時間後、２時間後、３
時間後、24時間後、1週間後、2週間後、3週間後、4週間後に実施し、急性期の効果と長
期効果を確認した。 

 
(5) 免疫組織染色 
薬物局所投与前後に適宜、坐骨神経組織を採取後、凍結切片を作製し、免疫組織染色を実
施した。免疫組織染色には、TNF-α、S100β、CD68、CD206、Iba-1の各抗体を用いた。 

 
(6) リアルタイム PCR 
薬物局所投与前後に適宜、坐骨神経組織を採取し、リアルタイム PCRを実施した。 

 
(7) 下肢の血流測定 
 ギブス固定による下肢血流の影響を検討する目的で、ギブス装着のみの処置を施したマ
ウスの下肢血流を、ギブス脱装直後に測定した。血流測定は、２次元血流測定装置を使用し
た。 
 
 
 
 
４．研究成果 
(1) CRPSモデル動物の疼痛持続性（慢性疼痛モデル） 
従来の神経障害痛モデルに不動の時期を加えることで、CRPS患者に類似した皮膚の色調
変化、患肢の腫脹が発現し（膨張率：127±9.5%）、痛み閾値が著明に低下した CRPSモデル
動物を作製することができた。pSNLモデル動物では痛み閾値が正常化する術後 6週目にお
いても、今回作成した CRPSモデル動物では強い痛みが持続していた。 
 
(2) CRPSおよび pSNLモデルの坐骨神経における NCXと NKAの発現変動 
神経障害性疼痛の分子実体を探るため、坐骨神経部分損傷（pSNL）モデルマウスの傷害坐
骨神経部位を用いてマイクロアレイ解析を実施したところ、細胞内外のイオン輸送を担う
Na+/Ca2+交換輸送体１（NCX1: Slc8a1）と3NKA（NKA3サブユニット: Atp1a3）の発現が
増加しており、NKA（Atp1a2）の発現が低下していた。NCX は神経興奮（侵害刺激や神
経障害）時の Ca2+過剰負荷の経路となる Ca2+輸送体である。中枢神経において NKA は、
NCXのリバースモードによる Ca2+過剰負荷（神経障害）を抑制しているという報告がある
ため、NCX および NKA の機能連関による細胞内イオン環境の変動が、神経障害性疼痛の
発症および緩和機構を制御している可能性が示唆された。

NKA遺伝子欠損マウス：pSNLモデルマウスにおける疼痛抑制 
 マイクロアレイ解析の結果より、NKA が疼痛発症に関与していることが示唆されたた
め、NKA遺伝子欠損マウスを用いて、pSNLモデルを作製し、von Freyフィラメントによ
る触圧刺激試験を実施した。その結果、痛み反応閾値が、通常マウスを使用した pSNLモデ
ルに比べて高い値を示しており、疼痛が緩和されていることを示した。
 
(4) CRPSおよび pSNLモデルの坐骨神経における炎症性細胞の浸潤および活性化 
リアルタイム PCR の結果から、CRPS 群では、坐骨神経組織において、sham 群および

pSNL群よりも、TNF-α、IL-1β、S100A9の mRNA量が増加しており、強い炎症応答が観察
された。さらに、全群より坐骨神経を採取し、TNF-α抗体と炎症性細胞マーカー抗体（CD68、
CD206、Iba-1、S100β）を用いて免疫染色を行ったところ、CRPS 群において最も高い蛍光
を示した。また、CRPS モデルの坐骨神経細胞患部局所において、TNF-α は、CD68陽性細
胞（M1 マクロファージ）に最も多く発現しており、シュワン細胞でも一部発現を認めた。 

 
 
(5) TNF-α中和抗体局所投与の治療効果 

TNF-α 中和抗体（抗マウス TNF-α 抗体）を局所投与した CRPS モデルマウスでは、痛み
閾値が徐々に上昇した。1 μg/回で投与した群では、6週間後には痛みの閾値が対照群レベル
（1.50±0.18g）まで有意に回復した（P<0.01）。一方、0.1 μg/回で投与した群では、回復傾向
は見られたが、効果は限定的であった。 
 
(6) pSNL群に対する recombinant TNF-αの作用 



pSNL群では、患肢の外観に CRPS様の変化は見られず、痛み閾値も自然に改善した。そ
のため、TNF-α 中和抗体を局所投与しても有意な治療効果は発現しなかった。しかし、
recombinant TNF-αを局所投与した pSNL群では、痛みの回復が遅れる傾向がみられた。 
 
(7) ギブス装着による疼痛発現および下肢血流の影響 
 ギブス固定による下肢血流の影響を検討する目的で、ギブス装着のみの処置を施したマ
ウスの下肢血流を、２次元血流測定装置を使用して、ギブス脱装直後に測定した。その結果、
ギブス装着のみでは、下肢血流は sham 群（未装着群）との変化を示さなかった。同様に、
ギブス脱装直後および脱装１週間後に痛み閾値を測定したところ、sham 群との有意な差は
認めなかった。 
 
 
以上の結果より、痛みの増大と遷延に TNF-αが関与している可能性が考えられた。CRPSの
発症には TNF-α を介した炎症性シグナル、あるいは患部周縁神経細胞の Ca2+関連輸送体を
介した Ca2+過剰負荷が重要であり、TNF-α阻害薬（中和抗体）の検討結果より、TNF-α阻害
薬の局所投与が CRPSの治療に有効である可能性が示唆された。 
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