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研究成果の概要（和文）：２００字程度 

神経障害性疼痛にはグリア細胞由来の炎症性サイトカインによる中枢感作が重要性である。

本研究では、脂質メディエーターであるセラミドに着目し、神経障害性疼痛における役割につ

いて検討した。結果より、セラミドによる脊髄ミクログリアの活性化および炎症性サイトカイ

ンの発現増加が神経障害性疼痛の形成に寄与する可能性が示唆され、セラミドを神経障害性疼

痛治療の新規治療ターゲットとして提示する。 

 

 
研究成果の概要（英文）：２００字程度 

In this study, the involvement of spinal ceramide in neuropathic pain through microglia 

activation and inflammatory cytokines increase was revealed. Therefore, ceramide was 

nominated as a novel therapeutic target of neuropathic pain. 
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１．研究開始当初の背景 

神経の損傷や機能障害になどによって引

き起こされる神経障害性疼痛は、特徴的な症

状として痛覚過敏やアロディニア（痛みを惹

起しない軽く触った程度の触刺激によって

も痛みを誘発する症状）を呈し、モルヒネを

代表とするオピオイド鎮痛薬に抵抗性を示

す。その発症および維持に関する詳細なメカ
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ニズムは不明瞭な点が多いため十分な疼痛

緩和を得る治療法は未だに確立されておら

ず、患者の QOL を著しく損なっている。こ

の非常に複雑な疼痛メカニズム解明のため

これまで様々な研究がなされ、現在では、グ

リア細胞が疼痛治療のターゲットとしてク

ローズアップされてきている。グリア細胞は、

神経損傷に伴って遊離されるケミカルメデ

ィエーターにより活性化されるだけでなく、

炎症により誘発される活性酸素種（Reactive 

Oxygen Species : ROS）の過剰産生によっても

活性化されることが報告されている。生体内

で産生される ROS は、病態時では過剰状態と

なり酸化ストレスを生じる。最近の研究では、

この酸化ストレスが、細胞死の制御に重要な

役割を担っていることが明らかとなってき

た。また、近年 ROS のシグナル伝達経路にお

ける新規プレーヤーとして脂質分子である

セラミドが注目されつつある。セラミドは生

体膜の構成成分であるが、一方で様々な刺

激や外因性物質により惹起されるストレス

応答を伝達する機能も有する。これまでの研

究でセラミドの炎症やそれに伴う疼痛への

関与が注目されてきているが、神経障害性疼

痛への関与については報告されていない。 

そこで本研究では、神経障害性疼痛におけ

る脊髄セラミドの関与について検討した。 

 

２．研究の目的 

（１）神経障害性疼痛におけるセラミドの関

与 

セラミドは細胞内ストレス応答伝達のセ

カンドメッセンジャーとして機能すること

から、神経損傷などに起因した疼痛ストレス

条件下においてセラミドの機能活性化を引

き起こすことが考えられる。そこで、セラミ

ドと疼痛の関連性、ならびにセラミドが神経

障害性疼痛の発症および維持に及ぼす影響

について明らかにする。 

 

（２）セラミドによる神経障害性疼痛発現機

構の解明 

 セラミドが細胞内 ROS シグナルにおいて

重要な役割を果たしていることは報告され

ているが、そのシグナルが慢性疼痛を引き起

こす有力なシグナルであることは、未だに明

らかにされていない。また、ROS シグナルに

限らず、セラミドを介した細胞内伝達機構は

数多く存在することから、疼痛を引き起こす

伝達経路が複数存在する可能性が考えられ

る。さらに、神経障害性疼痛の発症および維

持には、細胞内伝達機構だけでなくグリア細

胞の活性化が深く関与している。そこで、グ

リア細胞に対するセラミドの影響を検討し、 

治療ターゲットとなるシグナル調節因子の

探索を行う。 

 

３．研究の方法 

ICR 雄性マウスを用い、坐骨神経を縫合糸

で部分結紮（Partial Sciatic nerve Ligation: 

PSL）することにより神経障害性疼痛モデル

を作製した。疼痛反応は、von Frey テスト

を用いて評価した。具体的には、0.16 g のフ

ィラメントを用いてマウスの後肢足底を 10

回刺激した際の逃避反応の回数を記録した。 

また、マウスの脊髄を採取し、RT-PCR 法お

よび免疫染色法を用い生化学・組織化学的解

析を行った。  

対照群として坐骨神経の露出のみを行う

Sham 群を作製した。  

 
４．研究成果 

（１）神経障害性疼痛におけるセラミドの関

与 

①PSL 処置後触アロディニアに及ぼすセ

ラミド合成酵素阻害薬の影響 

PSL 処置により 14 日以上持続する触アロ

ディニアが観察され、これまでの報告と一致

した。この触アロディニアに対するセラミド

の関与を明らかにするため、PSL 誘発触アロ

ディニアに及ぼすセラミド合成酵素阻害薬

である Fumonisin B1（FB1: 10 nmol）の影

響について検討した。PSL 処置 3 時間後の

FB1 脊髄くも膜下腔内（i.t.）投与では PSL

処置 2 日目において触アロディニアを抑制し

たが 3 日目には認められず、その効果は一過

性であった。一方、PSL 処置 3 時間後および

3 日目に FB1 を i.t.投与すると PSL 処置 2

日目から 7日目まで触アロディニアは顕著に

抑制された（Fig.1A）。この実験における PSL

処置 4 日目の触アロディニアの抑制効果は、

FB1（ 1-10 nmol）用量依存的であった

（Fig.1B）。 また、PSL 処置 7 日目に FB1

を i.t.投与しても、触アロディニアの抑制効

果は認められなかった。 

 

 



 

 

セラミドの合成はスフィンゴミエリンか

ら加水分解を受けて生成されるスフィンゴ

ミエリン経路を介することが知られている。

そこで、神経障害性疼痛におけるスフィンゴ

ミエリン加水分解酵素である中性スフィン

ゴミエリナーゼ（NSMase）の阻害薬を用い

て、PSL 誘発触アロディニアに及ぼす影響を

検討した。PSL 処置 3 時間後および 3 日目に

NSMase の阻害薬である GW4869（GW: 1 

nmol）を i.t.投与すると触アロディニアは有

意に抑制された。（Fig.2） 

②神経傷害性疼痛におけるセラミド合成酵

素の発現変化 

種々の神経変性疾患で神経変性領域にお

けるセラミド合成経路の活性化が観察され、

細胞内セラミド濃度が上昇することが報告

されている。このことから神経障害性疼痛時

においてもセラミド合成経路に変化を生じ

ること、行動解析の結果より、NSMase が神

経傷害後脊髄において活性化することが想

定される。 

そこで、神経障害性疼痛における NSMase

の発現変化を、PSL 処置後の脊髄を用い、

RT-PCR 法により経日的に解析したところ、

NSMase mRNA は PSL 処置 3 時間後から発

現増加し 7 日目まで持続した。（Fig.3） 

 
 

すなわち、神経傷害に伴い脊髄においてセ

ラミド合成酵素の活性化により脊髄でのセ

ラミド産生が増大している可能性が示唆さ

れた。 

 

②脊髄くも膜下腔内投与セラミドと疼痛

との関連性 

これまで脊髄においてセラミドが疼痛発

現に寄与することを示した報告がないこと

から、セラミド i.t.投与と疼痛発現の関係に

ついて検討した。Naïve（未処置）マウスに

セラミド（0.1-3 nmol）を i.t.投与し、触アロ

ディニアの発現を経日的に評価したところ、

セラミド i.t.投与 1 日目より用量依存的に触

アロディニアが発現し、投与 3 日目まで持続

した。（Fig.4）しかし、セラミドを坐骨神経

周囲に局所投与しても、触アロディニアは惹

起されなかった。 

したがって、セラミドが脊髄において疼痛

誘発因子として機能することが明らかとな

った。 

 
（２）セラミドによる神経障害性疼痛発現機

構の解明 

 ①PSL 処置後の脊髄ミクログリアの活性

化に及ぼすセラミド合成酵素阻害薬の影響 

PSL 処置モデルにおける FB1（10 nmol, 

i.t）投与後の行動解析により、触アロディニ

アが減弱したことから、神経障害性疼痛にお

いて重要な役割を担う脊髄ミクログリアの

活性化に及ぼす FB1 の影響について免疫組



 

 

織化学染色を用いて検討した。ミクログリア

のマーカーとして抗 Iba-1 抗体を用いた。

PSL処置4日目に観察される脊髄ミクログリ

アの活性化は、PSL 処置 3 時間後および 3 日

目の FB1（10 nmol, i.t.）投与により顕著に

抑制された。（Fig.5） 

②セラミド脊髄くも膜下腔内投与後の脊

髄における炎症性サイトカイン発現 

セラミド i.t.投与により疼痛が誘発された

ことから、その疼痛発現機構について検討を

行った。近年、神経傷害により脊髄グリア細

胞が活性化し、それらの細胞起因の炎症性サ

イトカインにより引き起こされる中枢感作

が神経障害性疼痛形成に重要であることが

示されている。そこで、脊髄ミクログリアの

活性化および脊髄における炎症性サイトカ

インの発現に及ぼすセラミド i.t.投与の影響

について検討した。 

これまで、神経障害性疼痛モデルにおいて

IL-1β, TNFおよび IL-6 の発現上昇が報告

されている。本研究でも同様に PSL 処置後

の脊髄において IL-1β, TNFおよび IL-6 の

発現上昇が確認された。これら炎症性サイト

カインに焦点を当て、セラミド i.t.投与後の

脊髄における発現変化について RT-PCR に

より解析した。その結果、セラミド（3 nmol, 

i.t.）投与により 3 時間後において IL-1β およ

び TNF mRNA は有意に発現増加した。一

方、IL-6 mRNA の変化は認められなかった。

（Fig.6） 

③セラミド脊髄くも膜下腔内投与による脊

髄ミクログリア活性化に及ぼす影響 

セラミド i.t.投与後の脊髄を用いて免疫組

織化学染色によりミクログリアの活性化を

検討した。セラミド（3 nmol, i.t.）投与 3 時

間後および 24 時間後の脊髄後角において、

ミクログリアの活性化が観察された。（Fig.7） 

したがって、セラミドの疼痛発現機構に脊

髄ミクログリアの活性化および炎症性サイ

トカインの発現上昇が密接に関与している

ことが示唆された。 

 

以上の結果より、セラミドが脊髄において

疼痛誘発分子として機能することを初めて

見出した。また神経障害性疼痛時にはセラミ

ド生成経路が活性化しており、セラミドによ

る脊髄ミクログリア活性化および炎症性サ

イトカイン発現増加が神経障害性疼痛の形

成に関与することが明らかとなった。本研究

により、神経障害性疼痛の疼痛発現機構にお

けるセラミドの重要性を導き、新規治療アプ

ローチにおける標的分子の探索に新たな手

がかりを与えることができたと考える。 
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