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研究成果の概要（和文）：  がん患者の７－８割はその過程で疼痛を経験するが、既存の鎮痛薬で緩和できない
こともあり、新規鎮痛薬の開発が求められている。間葉系幹細胞（MSC）は多分化能を有し、抗炎症作用、神経
保護作用など様々な作用があることが報告されており、その臨床応用が世界で注目されている。そこで、本研究
では既存の鎮痛薬では制御しにくい疼痛を有するモデル動物を用いてヒトMSCの鎮痛効果ならびに鎮痛メカニズ
ムを解析し、MSC臨床応用に向けて必要となる基礎的データの蓄積を目指した。その結果、ヒトMSCは難治性であ
る坐骨神経部分結紮(PSNL)神経障害性疼痛を緩和することを明らかにし、その結果をPLOS ONEに発表した。

研究成果の概要（英文）：  Almost 70-80% of cancer patients experience pain, which is merely relieved
 by analgesics presently available, and there are needs for the development of novel analgesics. 
Mesenchymal stem cells (MSCs) have a multipotent differentiation potential and have been reported to
 have various effects such as anti-inflammatory and neuroprotective effects, and their clinical 
application is attracting attention worldwide. In this study, we analyzed the analgesic effects and 
mechanisms of human MSCs using an animal model of pain that is difficult to control with analgesics 
available, aiming to accumulate basic data necessary for the clinical application of MSCs for pain 
control. As a result, we found that human MSCs alleviate intractable sciatic nerve ligation (PSNL)
-induced neuropathic pain, and published the results in PLOS ONE.

研究分野： 薬理学

キーワード： 間葉系幹細胞　疼痛

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
  既存の鎮痛薬での制御が難しいがん患者の疼痛には多数の因子が複雑に関与することが考えられている。本研
究は、複雑ながん患者の疼痛に対し、多数の薬理学的作用点をもつMSCが有効である可能性を示した。本研究
は、難治性疼痛の克服によりがん患者のがん治療の継続を可能にすることで治療の完遂を促し、患者のQuality 
of Lifeの向上に寄与するだけでなく、患者の生命予後の延長にも貢献すると考える。

※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 

  がん患者の７－８割はその過程で疼痛を経験するが、既存の鎮痛薬で緩和できないことも

少なくなく、新規鎮痛薬の開発が求められている。間葉系幹細胞（MSC）は多分化能を有し、抗

炎症作用、神経保護作用など様々な作用があることが報告されており、その臨床応用が世界で注

目されている。これまでに申請者は鎮痛薬の開発を目指し、様々なターゲットに着目し研究を進

めてきたが、がん患者の疼痛は多数の因子が複雑に連関しており、ひとつの因子の制御だけでは

十分な鎮痛効果を発揮させることは難しいことが考えられた。そのため、ひとつの製剤で多数の

薬理学的作用点を持つ新規治療法を得ることができれば実臨床への応用として望ましい方向で

あると考えた。そこで、本研究では既存の鎮痛薬では制御しにくい疼痛モデル動物を作製し、同

モデルを用いてヒト MSC の鎮痛効果ならびに鎮痛メカニズムを解析し、MSC 臨床応用に向けて必

要となる基礎的データの蓄積を目指した。 

 

２．研究の目的 

本研究は、脂肪組織および臍帯組織より容易かつ安全に大量に採取できる MSC に着目し、ヒ

ト脂肪組織由来 MSC (AD-MSC)及びヒト臍帯組織由来 MSC (UC-MSC)を用い、これらの MSC

の鎮痛効果を既存の鎮痛薬では制御しにくい疼痛モデル動物を用いて評価することを目的とす

る。さらに、MSC の鎮痛メカニズムを解明し、MSC 製品の鎮痛作用についての動物モデルにお

ける Proof of Concept (POC)を得る。 

 

３．研究の方法 

(1) 神経障害性疼痛モデル動物の作製 坐骨神経部分結紮(PSNL)モデル 

SD ラット (150-200g, 雄性, 4 週齢; 日本クレア)を用いて、Seltzer らの方法 1 に従い作製

した。すなわち、イソフルラン麻酔下で大腿部より、左後肢坐骨神経を露出させ 6 号絹糸を用い

て、神経の 1/3 から 1/2 を強く結紮し作製した。Sham 群においては、神経を露出させるのみ

で結紮は行わなかった。 

 

(2) MSC 投与 

坐骨神経結紮 4日後、MSC を PBS を用いて 5x106 cells /mL に調製し、尾静脈から 1mL を静

脈投与した。 

 

(3)疼痛評価 

① von Frey test 

Chaplan らの方法 2を参考に von Frey filament ( 1.0g ～15.0g)を後肢足底を刺激し、Up and 

down 法により 50%疼痛閾値を算出した。 

② Dynamic weight bearing （DWB） test 

動物を観察用ケージ(11.0 × 19.7 × 11.0 cm)に入れ、5分間自由行動下での歩行を記録し、

DWB ソフトウェアにより後肢左右の荷重(g)を分析した。本研究では後肢左右の荷重(結紮側と非

結紮側)の比率を算出した結果を示した。    

 

(4) 免疫組織化学染色 



イソフルランによる深麻酔後、左心室から PBS、4% paraformaldehyde を還流し固定した。結

紮側坐骨神経および、L4-5 の脊髄後根神経節 (dorsal root ganglion; DRG)を摘出後、パラフ

ィンで包埋し、5 µm の厚さで薄切した。１次抗体として、rabbit activation transcription 

factor 3 (ATF-3, 1:100), goat ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba-1 1:250), 

rabbit-myelin basic protein (MBP, 1:500), and rabbit interleukin-1β（IL-1β, 1:500), 

mouse neuronal specific nuclear protein (NeuNm), chicken neurofilament heavy 

polypeptide (NF200, 1:250)を用いてインキュベート（室温、１時間）した。2次抗体は、goat 

polyclonal anti-rabbit antibody conjugated with Alexa Fluor® 594 (1:1000, Abcam) and 

anti-goat, mouse, or chicken Alexa Fluor® 488 (1:1000, Abcam)を用いてインキュベート

（室温、１時間）した。その後、1 µg/mL of DAPIを含んだ mounting medium にて封入した。観

察は、蛍光顕微鏡(BZ-X710, Keyence) にて観察し、ImageJ software (National Institutes of 

Health)を用いて定量化した。 

 

(5) 統計解析 

全てのデータは、平均値±標準誤差にて表記した。統計解析は、GraphPad Prism 6 (GraphPad 

Software)を用いて、one- or two-way ANOVA (Bonferroni test)を行った。p値 < 0.05 を有意

差ありとした。 

 

４．研究成果 

(1) AD-および UC-MSC は神経障害性疼痛を改善する 

   ラットの坐骨神経を部分結紮（PSNL）すると、結紮後 4日目(Day 4)から痛み閾値の低下およ

び後肢の荷重変化が引き起こされた 3。これらの疼痛反応は、AD-および UC-MSC を投与により有

意に抑制された。これらの MSC による鎮痛作用は１回の投与で 3-7 日間持続した 3。 

 

(2) AD-および UC-MSC は神経障害を改善し、マクロファージの集積および IL-1β産生を抑制す

る 

   MSC 投与後 3日目後に脊髄後根神経節（DRG）を採取し、神経障害マーカーATF-3 および神経

マーカーNeuN を用いて二重染色した結果、sham 群と比較し、PSNL により ATF-3 が有意に上昇し

た 3。また、ATF-3 陽性細胞は NeuN と共発現していた 3。さらに、AD-および UC-MSC 投与すると、

ATF-3 陽性細胞は有意に抑制された 3。 

次にマクロファージのマーカーIba-1 を染色した結果、PSNL により Iba-1 が有意に上昇した
3。この上昇は、AD-および UC-MSC 投与により有意に減少した 3。 

IL-1β染色の結果、PSNL により IL-1βが有意に上昇することが明らかとなった 3。この上昇

は、AD-および UC-MSC 投与により有意に抑制された 3。そこで、IL-1βおよび NeuN、ならびに IL-

1βと Iba-1 で二重染色した結果、IL-1βは NeuN と共発現した 3。したがって、AD-および UC-MSC

は、神経から産生された IL-1βを抑制することが明らかとなった。 

 

(3) UC-MSC は坐骨神経の脱髄を改善する 

   末梢神経傷害により脱髄が引き起こされ、神経障害性疼痛を発症することが報告されている。

そこで、髄鞘を構成するタンパク質 MBP および有髄神経マーカーNF-200 の抗体を用いて、坐骨

神経を 2重染色した。その結果、sham 群では、NF-200 陽性細胞の周りに MBP が発現しているの

に対し、PSNL 群では MBP が減少していた 3。AD-MSC 投与群は、PSNL による MBP 減少を改善する



傾向がみられたが、有意差はなかった 3。一方、UC-MSC 投与群は、PSNL による MBP 減少を有意に

改善した 3。 

 

以上の結果より、AD-及び UC-MSC は神経損傷の改善、並びに抗炎症作用により神経障害性疼

痛を抑制することが明らかとなった。さらに、UC-MSC は坐骨神経の脱髄を改善することが示唆

された。本成果は PLOS ONE にて発表した 3。 
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