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研究成果の概要（和文）：末梢動脈疾患(PAD)に伴う虚血性の筋痛のメカニズムを解析するため、我々が開発し
たPADモデルを用いて、虚血性疼痛における血管内皮増殖因子 (VEGF)のスプライスバリアントVEGF165aと
VEGF165bの関与を検討した。ラットの左下肢への血流を阻害することにより慢性の腓腹筋の圧痛が認められた。
この筋痛はSPARK阻害剤によるVEGF165a生成の阻害により抑制され、中和抗体によるVEGF165bの阻害で増悪し
た。PADの虚血性筋痛にはVEGF165aとVEGF165bの発現バランスが重要であると示唆された。

研究成果の概要（英文）：AIM: To demonstrate neuronal mechanisms underlying ischemic pain with PAD, 
we investigated the role of altering VEGF-A165a/VEGF-A165b balance on muscle hyperalgesia in a rat 
model of PAD. METHODS: We ligated the left common iliac and iliolumbar arteries completely. 
Expression of pan-VEGF-A and VEGF-A165b was examined in DRG neurons innervating GM by 
immunohistochemistry. Effects of VEGF-A165b neutralizing antibody (VEGF-A165b Neu-Ab) were evaluated
 on behavioral responses. Effects of a SRPK-1/2 inhibitor on behavioral responses were also 
examined. RESULT: We found muscle hyperalgesia after ligation. Expression of VEGF-A165b in DRG 
neurons innervating GM decreased in PAD rats. Intramuscular injection of SRPIN340 suppressed muscle 
hyperalgesia. Although intramuscular injection of VEGF-A165b Neu-Ab make it worse in PAD rats. 
CONCLUSION: The relative levels of altering VEGF-A165a/VEGF-A165b are critical for developing muscle
 hyperalgesia associated with PAD.

研究分野： 神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
末梢動脈疾患(PAD)では、手足の冷感や、歩行時や運動時にふくらはぎ、臀部、大腿部の筋に発生する痛み（間
歇性跛行）が症状として最も多く、大きな問題となっている。ADは急速な社会の高齢化に加え、食生活の欧米
化、などに伴い増加しており、高齢者に高い疾患頻度が報告されているが、四肢末梢における虚血性疼痛の機序
はほとんど研究が進んでおらず、経過観察および対症療法でしか対応できていない。本研究により、虚血性の筋
痛とVEGFの2つのスプライスバリアントの発現バランスとの関与が明らかになり、さらなるメカニズムの解明は
必要ではあるが、除痛法の開発につながることが示唆された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 組織の虚血は疼痛をもたらし、四肢の末梢領域において閉塞性動脈硬化症などの末梢動脈疾
患(PAD)では、手足の冷感や、歩行時や運動時にふくらはぎ、臀部、大腿部の筋に発生する痛
み（間歇性跛行）が症状として最も多く、QOL (Quality of Life）や ADL (activities of daily life)
の低下をもたらす大きな問題となっている。世界の成人の約 6％もの人が PAD に罹患していて
その有病率は増加の一途をたどっており、多くの患者が虚血性の脚の痛みに悩まされているが、
心臓領域に比べ、四肢末梢における虚血性疼痛の機序は基礎的にも臨床的にもほとんど研究が
進んでいない(Golledge, 2022)。 
 PAD 患者の下肢筋で、血管内皮増殖因子 (vascular endothelial growth factor A: VEGF-A)の発現
の増加が報告されている。VEGF-A は組織低酸素により誘導され、組織の血管新生、神経の保
護および侵害受容に関与することが知られている。VEGF-A には VEGF 遺伝子の 8 番目のエク
ソン末端のスプライシングの違いによって、VEGF-A 165a と VEGF-A 165b という 2 つのスプライ
スバリアントの存在が同定されている（165 はアミノ酸の数）。VEGF-A165a は侵害受容性を、
VEGF-A165b は抗侵害受容性を示し、Hulse らは、“痛みを促進する”VEGF-A165a と“痛みを阻害
する”VEGF-A165b の量的バランスが神経因性疼痛の発現に重要であると報告した(Hulse et al., 
2014)が、虚血性疼痛において VEGF-A165a と VEGF-A165b の発現量やそのバランス、および疼
痛における侵害受容性の VEGF-A165a の関与については明らかでない。 
 我々は PAD の虚血性疼痛のメカニズムを明らかにするためモデル動物の開発に取り組み、総
腸骨動脈および腸腰動脈を結紮することにより下肢の血流を阻害したラットでは慢性的な筋の
痛覚過敏が認められ、また間歇性跛行が数ヶ月持続することを確認し、さらに冷刺激に対して
も痛覚過敏が見られる、臨床に近しい慢性的な虚血性筋痛を伴う PAD のモデルラットの開発に
成功した。さらに、申請者はこのモデル動物を用いて、PAD の痛覚過敏には、痛み受容器への
刺激を電気信号に変換するイオンチャネルである P2X3,2/3、ASIC3 および TRPA1 が関与し、こ
れらの活性化による一次知覚神経の興奮性の亢進が虚血性疼痛を引き起こすことを明らかにし
た。さらに、虚血筋では神経成長因子 (Nerve growth factor：NGF)の発現が増加し、この増加し
た NGF が ASIC3 の発現増加に関与することを明らかにした(Hori et al., 2018)。しかしながら
NGF だけでは末梢感作の全貌が説明できず、他にも大きく関与する因子の存在が示唆される。
そこで申請者は、PAD において、抗侵害受容性の VEGF-A165b に対し侵害受容性の VEGF-A165a
が増加するという、両者の量的バランスの変化が虚血性疼痛の発現に重要なのではないか？ま
た増加した侵害受容性の VEGF-A165a が PAD モデルのイオンチャンネルの活性化に関与すると
考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では我々が開発した動物モデルを用いて、下肢の虚血に起因する痛覚過敏に対する
VEGF-A のスプライスバリアント VEGF-A165a および VEGF-A165b の関与について検討する。さ
らに、VEGF-A165a と VEGF-A165b のバランスの破綻がイオンチャネルの活性化を引き起こすと
いう末梢感作のメカニズムを明らかにする。これらにより、PAD に伴う虚血性疼痛の効果的な
治療法の開発につなげることを目的とする。  
 
３．研究の方法 
（1）PAD モデルラットの作成 

PAD のモデル動物として、全身麻
酔下でラットの総腸骨動脈および
腸腰動脈を結紮し下肢の血流を阻
害した下肢虚血モデルラットを作
成する。対照群では動脈の露出のみ
行う。この PAD モデルラットでは、
動脈結紮後より皮膚の痛覚過敏が 7
日間、筋の痛覚過敏が 21 日間認め
られ、間歇性跛行が数ヶ月持続し、
さらに冷痛覚過敏が 7 日目から 14
日目まで認められることを確認し
ている（図１）。 
（2）PAD モデル動物における、VEGF-A165a および VEGF-A165b の虚血下肢および知覚神経で
の発現量 

PAD モデルの虚血下肢の筋組織内の VEGF-A165a および VEGF-A165b の産生を確認するため、
PAD ラットの腓腹筋の VEGF-A および VEGF-A165b のタンパクの発現をそれぞれ ELISA 法によ
り測定する。また、知覚神経における発現量については DRG における VEGF-A および
VEGF-A165b の免疫染色により調べる。筋の知覚神経における VEGF-A および VEGF-A165b の発
現を調べるために、腓腹筋に逆行性トレーサーFluoro-gold (FG) を投与し筋の知覚神経を標識し、
FG と VEGF-A および VEGF-A165b の共陽性細胞を検索する。 
（3）虚血性疼痛における VEGF-A165a および VEGF-A165b の関与に対する行動薬理学評価 

VEGF-A165a および VEGF-A165b が虚血性疼痛に関与するか調べるため、虚血によって筋の痛



覚が亢進したモデル動物（day14）に VEGF-A165b の中和抗体および VEGF-A165b のリコンビナ
ントタンパクをそれぞれ腓腹筋に投与して、疼痛行動の変化を行動薬理学的に調べる。また
VEGF-A165a については、特異的な抗体が市販されていないため、VEGF-A165a の合成を促進す
るプロテインキナーゼ SRPK1 の働きを抑制する SRPK 阻害剤（SRPIN340）を使用して
VEGF-A165a の産生を阻害したときの疼痛行動の変化を調べる。 
（4）虚血性疼痛における VEGF-A 受容体型チロシンキナーゼ VEGFR1、VEGFR2 および
VEGF-A の共受容体 NRP1、NRP2 の関与に対する行動薬理学評価 
 PAD の虚血性疼痛に VEGF-A 受容体型チロシンキナーゼ VEGFR1、VEGFR2 および VEGF-A
の共受容体 NRP1、NRP2 が関与するか調べるため、VEGFR1、VEGFR2 および NRP1、NRP2
の中和抗体をそれぞれ腓腹筋に投与して、疼痛行動の変化を行動薬理学的に調べる。 
 
４．研究成果 
（1）PAD モデル動物における、VEGF-A165a および VEGF-A165b の虚血下肢および知覚神経で
の発現量 

疼痛行動評価で皮膚の機械的痛覚過敏は回復し筋の機械的痛覚過敏のみ認められる 14 日目
の腓腹筋の ELISA より、虚血肢の腓腹筋の VEGF-A および VEGF-A165b 量は変化を認めなかっ
た。 

14 日目の DRG の免疫組織学的評価より PAD モデルの DRG 全体の VEGF-A および
VEGF-A165b の発現数はともに変化は認めなかった。腓腹筋由来の知覚ニューロンにおいては
VEGF-A は変化を認めなかったものの VEGF-A165b は発現量が減少した。これにより腓腹筋由
来の知覚ニューロンで VEGF-A165a の発現量は増加していることが示唆された。 
（2）虚血性疼痛における VEGF-A165a および VEGF-A165b の関与に対する行動薬理学評価 

筋の機械的痛覚過敏のみ認められる 14 日目の行動薬理学評価より、筋の痛覚過敏に対し、
SRPK 阻害剤および VEGF-A165b のリコンビナントタンパクの投与は PAD モデルの筋の痛覚過
敏を抑制した（図 2）。VEGF-A165b の中和抗体の投与は、PAD ラットの筋の痛覚過敏を悪化さ
せ、血管を結紮しない対照群に筋の痛覚過敏を引き起こした（図 3）。 

（3）虚血性疼痛における VEGF-A 受容体型チロシンキナーゼ VEGFR1、VEGFR2 および
VEGF-A の共受容体 NRP1、NRP2 の関与に対する行動薬理学評価 
 筋の機械的痛覚過敏のみ認められる 14 日目において、VEGF-A 受容体の行動薬理学評価を行
った。その結果、VEGFR1 中和抗体の投与は PAD モデルの筋の痛覚過敏を抑制した。しかしな
がら、VEGFR2 の中和抗体の投与は、PAD ラットの筋の痛覚過敏を悪化させ、血管を結紮しな



い対照群に筋の痛覚過敏を引き起こした（図 4）。VEGF-A の共受容体 NRP1 の中和抗体の投与
は PAD ラットの筋の痛覚過敏を悪化させ、血管を結紮しない対照群に筋の痛覚過敏を引き起こ
したが、NRP2 の中和抗体は PAD、対照群ともに痛覚に影響を示さなかった。 

以上の実験結果から、下肢の血流阻害による筋の痛覚過敏には VEGF-A165a と VEGF-A165b の
量的バランスの関与が示唆された。また、PAD の虚血性の筋の痛覚過敏には VEGF-A165a－
VEGFR1 シグナルの関与が示唆され、筋の痛覚過敏の発現に重要と思われた。 
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