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研究成果の概要（和文）：神経因性疼痛では、体性感覚系の損傷や疾患により、しばしば慢性疼痛が引き起こさ
れる。現在、神経因性疼痛の決定的な治療薬となる薬剤は存在しない。研究代表者は、マウス坐骨神経部分結紮
モデルを用いて、ヒト剥離乳歯由来幹細胞由来の培養上清(CM)の治療可能性を検討した。行動試験では、CMの静
脈内投与はPSLによる知覚過敏を大きく改善した。CMを投与すると、損傷した坐骨神経と同側のL4/L5後根神経節
にM2マクロファージが動員され、脊髄ではミクログリアの活性化が抑制されることがわかった。また、M2-CMは
シュワン細胞における侵害受容体および炎症性メディエーターの発現を直接抑制することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In neuropathic pain, injury or diseases of the somatosensory system often 
result in chronic pain. Currently, there is no effective drug for the definitive treatment of NP. We
 investigated the therapeutic potential of conditioned medium derived from stem cells from human 
exfoliated deciduous teeth (CM) against NP using a mouse partial sciatic nerve ligation (PSL) model.
 In the behavioral test, intravenous administration of CM greatly improved PSL-induced 
hypersensitivity. We found that treatment with CM resulted in the recruitment of M2 macrophages in 
the injured sciatic nerve and ipsilateral L4/L5 dorsal root ganglion and suppressed microglial 
activation in the spinal cord. We found that M2-CM directly suppressed the expression of nociceptive
 receptors as well as proinflammatory mediators in Schwann cells. 

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
神経障害性疼痛などの慢性疼痛は発症機序が不明な点から、根本的な治療法の確立には未だ至っていない。近
年、神経組織の炎症が慢性疼痛の維持と悪化と関連すると報告がある。本研究は、PSL後に末梢から脊髄で活性
化したマクロファージ／ミクログリアをM2へ誘導することで、マウスの疼痛過敏状態を改善することを見出し
た。さらにM2から分泌される疼痛制御因子群を明らかにできた。これらの知見は、神経障害性疼痛だけなく、多
くの慢性疼痛へ対する新たな製剤化および創薬への途を開いた。以上の方法は、慢性疼痛の原因となる神経炎症
と免疫細胞をターゲットにしているため、既存薬とに比べ有効であると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

がん，糖尿病，帯状疱疹あるいは脳卒中などで神経に障害が起きると，「神経障害性疼痛」と
いう慢性痛が発症する。原疾患が寛解しても、過剰な疼痛の慢性化・難治化は残存し、患者の
QOL は極度に低下する.既存の非ステロイド性抗炎症薬や麻薬性鎮痛薬が奏効しがたいために、
本邦では約 2200 万人以上の患者が苦しんでいるといわれている。難治性のメカニズム解明と効
果的な新しい鎮痛薬の開発が求められている.  
 ミクログリアはその機能によりＭ
1 とＭ２に分類される。Ｍ1 は炎症系
サイトカインを産生・放出し炎症の
促進や組織損傷に働くことで疼痛の
発症や維持を担う。一方、Ｍ２は抗炎
症性サイトカインを産生・放出する
ことで、炎症を抑制し疼痛の緩和に
働くことが知られている（図１）。研
究代表者はＭ２誘導因子を神経障害性疼痛モデルマウスに投与することで、脊髄後根の環境を
活性型Ｍ1 からＭ２へ転換し疼痛を制御することを見出した。Ｍ２の放出するタンパク質や細胞
外小胞による疼痛制御の新たな可能性を示唆した。 

重症免疫不全マウスなどを用いた研究では、免疫細胞（ミクログリア、T 細胞、B 細胞など）
がないと疼痛刺激時の逃避行動の欠如、中枢神経組織の変性の減少などを報告している。しかし、
免疫細胞が疼痛の増悪・緩和に影響を及ぼす根本的なメカニズムは解明されていない。 

 
２．研究の目的 
 神経障害性モデルマウスに歯髄幹細胞由来のエクソソームを含む培養上清（DPSC-CM）を投
与し、その治療効果と治療メカニズムを明らかにするものであった。また M２マクロファージ
／ミクログリアが分泌する抗炎症・疼痛制御に関連する因子を明らかにするものであった。 
 
３．研究の方法 
 幹細胞培養上清は、所定の手続きを得たヒト細胞を培養して調整した。神経障害性モデルマウ
スは坐骨神経の 1/3～1/2 を縫合糸で結紮する PSL モデルマウスを作成した。PSL 誘発の触覚
アロディニアは後肢の足底を対象に von Frey フィラメントを用いて記録した。結紮した坐骨神
経や脊髄後根節、脊髄の状態は免疫組織学的解析で神経細胞やグリア細胞の活性化、集積したマ
クロファージ／ミクログリアの極性を解析した。またその遺伝子発現について、組織から RNA
を抽出し、real time RT-PCR で解析した。モデルマウスで観察された鎮痛メカニズムを in vitro
で評価するため、Schwanns 細胞を TNF-αで活性化し、DPSC-CM や M2 マクロファージ／ミ
クログリア由来の分泌タンパクを投与し、免疫組織学的解析と遺伝子発現解析を行った。 
 M2 マクロファージ／ミクログリアが分泌する因子群を明らかにするために、LC-MS/MS に
よるショトガンプロテオミクスを用いて解析した。M2 マクロファージ／ミクログリアはマウス
の骨髄と胎生マウスの小脳から採取培養し、無血清下で DPSC-CM や M2 誘導因子で誘導した。 
  
４．研究成果 
（１）DPSC-CM は PSL 後の神経障害性疼痛を予防し、運動機能を維持する。 

PSL 後のアロディニアは術後 3 日目で発
現し、2 週間は継続した。DPSC-CM 投与
後群は、1 週間を超えて疼痛の閾値が高い
状態で維持された（図２）。またロータロッ
ドを用いた運動試験でも DPSC-CM 投与後
群、DMEM 群、線維芽細胞-CM 群よりも
歩行時間が長かった。 
 
 
（２）DPSC-CM 投与は結紮部位の局所環境を M2 へ誘導する 

PSL 後の坐骨神経周囲の組織環
境は、TNF-αや IL-1βの発言が有
意に高くなった。DPSC-CM 投与
により、炎症系サイトカインの発
現量が低下するだけなく、CD206
や Argnase-1 の発現量が増加した
（図３）。 
 
 



（３）DPSC-CM は PSL 部位より中枢側の組織炎症を抑制する。 
次に、PSL から 7 日後の脊髄後根

節(DRG)と脊髄の活性化を検討し
た。PSL 後の DRG は炎症系 M1 マ
クロファージ／ミクログリアの集積
を認めた。DPSC-CM 投与群では、
炎症系マクロファージ／ミクログリ
アの集積は抑制され、抗炎症系 M2
が 有 意 に 多 く 集 積 し て い た （ 図
4AB）。 
L3/4 同側後角と腹角の Iba1+ミクロ
グリア数は、対側と比較して増加し
ていた。また、同側では細胞体が肥
大し、突起が太く後退した活性化し
たミクログリア形態を示したが、対
側では細胞体が小さく、突起が隆起
した静止期にあるようであった（図
4C 左）。 
DPSC-CM 投与群では、同側の後角
と腹角の両方で Iba1+ミクログリア
の数が減少し、その形態は対側のも
のと非常に似ていた（図 4C 右）。こ
れらの結果から、DPSC-CM 投与は
PSL によって誘発された脊髄のミクログリア活性化を抑制することが示された。 
 
（４）M2 マクロファージ／ミクログリアは抗炎症・神経保護因子を分泌する。 

M2-CM の分泌タンパクのうち、
PSL モデルで観察された治療効果因子
を特定するために、M2-CM と M0-CM
のセクレトーム解析（LC-MS/MS）を
実施した。その結果、合計 2824 個の
タンパク質が同定され、そのうち 41 個
は M2-CM で M0-CM のそれと比較し
て 3 倍以上高発現し、細胞膜または細
胞外領域に位置していた（図 5）。これ
らの 41 の分泌タンパク質のうち、5 つ
は抗炎症および/または神経保護に関
与することが知られているタンパクで
あった。これまでの報告に基づき、Wnt
シグナル阻害剤である sFRP1 が M2-CM のマクロファージ／ミクログリアへの抗炎症機能に関
与している可能性が推測される。 
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