
東京医科歯科大学・大学院医歯学総合研究科・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０２

基盤研究(C)（一般）

2022～2020

メッセンジャーRNA医薬を用いた神経障害性疼痛の新規治療開発

Novel therapy for neuropathic pain model based on mRNA agerts

４０５１０３５０研究者番号：

平井　高志（Hirai, Takashi）

研究期間：

２０Ｋ０９４５５

年 月 日現在  ５ １０ ２６

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：マウス神経障害性疼痛モデルを作成、脊髄後角部を切り出し、RNAを抽出次世代シー
ケンサーによって網羅的に遺伝子発現変化を調査した。脊髄後角部に対するRNAseqで、患側とShamモデルにおい
て発現に変化がみられたものは約70種類存在した。そのうちSNIモデルで発現上昇していたものは６遺伝子であ
りこれらをそれぞれ遺伝子A～Fと名付けた。遺伝子Aの発現量は、約8000倍もの差があり、有意に上昇してい
た。また、SNIモデルの健側と患側の比較でも、遺伝子Aの発現量は患側で2.8倍に増加していた。遺伝子B、Fも
SNIモデルの患側で有意に上昇していた。一方約60種類の遺伝子が発現減少していることも分かった。

研究成果の概要（英文）：We created a mouse neuropathic pain model, excised the dorsal horn of the 
spinal cord, extracted RNA, and comprehensively investigated gene expression changes using a 
next-generation sequencer. Approximately 70 types of RNAseq for the dorsal horn of the spinal cord 
showed changes in expression between the affected side and the Sham model. Of these, 6 genes were 
upregulated in the SNI model, and these were named genes A to F, respectively. The expression level 
of gene A was significantly elevated with a difference of about 8000-fold. In addition, the 
expression level of gene A increased 2.8-fold on the affected side in a comparison of the unaffected
 side and the affected side in the SNI model. Genes B and F were also significantly elevated in the 
affected side of the SNI model. On the other hand, it was also found that the expression of about 60
 kinds of genes was decreased.

研究分野：神経障害性疼痛

キーワード： 神経障害性疼痛　脊髄後角　RNAシーケンス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
末梢神経障害が生じることで脊髄後角において患側では多くの遺伝子発現が低下することが分かったが、少数の
遺伝子では劇的に発現が増加することが分かった。様々な神経障害モデルにおける共通の遺伝子変化を抽出し、
メカニズムの原因を突き止めることができれば新たな治療標的として期待できると考えられた。

※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 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
 

痛みは多くの人々が罹患し、日常生活の質が下がることが知られている。分類として炎症性疼痛、

社会心理的疼痛、神経障害性疼痛に大きく分けられ、特に神経障害性疼痛は加齢とともにそのリ

スクが増加し、難治性疼痛へ移行することがあり既存の治療薬では効果が期待できないことが多

い。そのためこれらの痛みに対する新たな治療を開発するために疼痛発症メカニズムを正しく把

握することは重要である。 

 

２．研究の目的 

今回の整形外科学で、難治性神経障害性疼痛モデルマウスも使用し、痛みを制 

御していると考えられる脊髄後角でどのような変化が生じているのかを次世代シーケンサーや

PCR により検証したので報告する。 

 

３．研究の方法 
 

C57BL6/J 雌マウスを使用した。今回SNI (Spared nerve injury)モデルとして、脛骨神経、腓骨神

経を切断し、腓腹神経は温存したモデルを作成した。一方でSham モデルとして、坐骨神経を露

出させるまで展開し閉創を行ったモデルを作成した。【図１】その後、両モデルを行動観察の後、

モデル作成3 週後に安楽死処分し、マイクロダイセクション法を用いた。脊髄後角部を切り出し、

RNA を抽出し次世代シーケンサーによって網羅的に遺伝子発現変化を調査した。本実験では、

遺伝子の発現量を比較するためにFPKM（Fragments per kilobase of exonper kilobase of exon per 

million reads mapped）を用いた。本実験では、２つの仮説を立てて実験を行った。１つは一次

求心性感覚神経の中継地点である脊髄後角部において、神経成長因子であるBDNF

（Brain-derived neurotrophic factor）が疾患特異的に変化していること。もう１つは、脊髄後角

部において特定の遺伝子の発現量が変化していることである。また、FPKM とは、転写産物の

長さに依存されずに正規化された数値である。その値を用いて、神経損傷を起こした患側と健側

比較、またSham 手術群との比較、さらには神経損傷群腰髄と頚髄を比較した。【図２】この結

果から特に発現変化が見られいくつかの遺伝子について定量PCR を行った。 

４．研究成果 
 

脊髄後角における可塑性変化をもたらすと考えられるBDNF の詳細なvariant 

を調査したが、疼痛時の特定のvariant パターンは見られなかった。【図3】次に特定遺伝子の

発現量を比較した。脊髄後角部に対するRNA シークエンスで、SNI モデル患側とSham モデル

において発現に変化がみられたものは約70 種類存在した。【図4】その中で特にSNI モデルで発

現上昇していたものは６項目存在した。これらの遺伝子をそれぞれ遺伝子A～F と名付けた。特

に遺伝子A の発現量は、約8000 倍もの差があり、有意に上昇していた。また、SNI モデルの健

側と患側の比較でも、遺伝子A の発現量は患側で2.8 倍に増加していた。さらに遺伝子B、F も

SNI モデルの患側で有意に上昇していた。一方、SNI モデルで発現減少した約60 種類の遺伝子

の多くが、SNI モデルの患側でも同様に減少していることが分かった。上記の結果を踏まえて、

遺伝子A、B、F について定量PCR による追加実験を行った。RAR シークエンスで用いた検体

を使用し比較した。その結果、遺伝子Aでは1.22 倍、遺伝子B では1.41 倍、遺伝子F では1.14 倍

増加していた。有意な上昇がみられたのは遺伝子B のみであった。【図５】脳海馬にみられる

記憶の温存メカニズムが神経スパイン可塑性変化に関与することが知られており、シナプス後膜

を形成するBDNF がこのメカニズムに関連していることが知られている。今回の結果から疼痛



モデルではBDNF の疾患特異的なパターンが見られなかったことから、SNI モデルの疼痛は脊

髄シナプス後膜における構造変化によるものではないことが推察された。次に、遺伝子A、B、F 

に対するRNA-seq では発現量が有意に上昇していたが、定量PCR では遺伝子B 以外で発現量の

上昇がみられなかった。実際には定量PCR はRNA-seq より信頼度が高いとされ、RNA-seq は

不安定な実験方法である 

ため、ウェスタンブロットなどでタンパク量を正しく測定する必要があると考えられる。以上

の結果を踏まえ、遺伝子A、B、F の生体内での役割を調査した。遺伝子 Bは骨細胞外マトリ

ックスの構成タンパク質をコードし、脊髄における役割は不明であり今後の調査が必要である。

また、遺伝子 F は体性感覚における冷刺激受容体として存在すると考えられ、冷感刺激は疼痛

と同義であるため説明可能であった。一方で遺伝子A は、神経障害性疼痛を引き起こすメカニ

ズムに綿密に関与している可能性が示唆された。遺伝子A はポリアミン系に関与しており、ポ

リアミンが減少するとフィードバックにより遺伝子A がコードする

Sadenosylmethioninedecarboxylase が上昇することが分かっている。そして、

Sadenosylmethioninedecarboxylase が上昇することで、Sadenosylmethionine(SAM)が減少し、

S-adenosylhomocysteine(SAH)への系が不活化する。それによって生体内のメチル化が抑制され、

異常メチル化が発生することが分かっている。ここで、神経障害性疼痛と異常メチル化には関

連があることが分かっている。MCP-3 プロモーター領域を抑制するヒストン領域を異常メチル

化させると、MCP-3 の発現が上昇する。MCP-3 は脊髄内ミクログリアを活性化するので、脊

髄後角部が過敏になり、疼痛が発生するというメカニズムである。したがってもし遺伝子A が、

MCP-3 領域を制御するヒストンの異常メチル化を特異的に生じたとしたら、脊髄内ミクログリ

アを活性化することで神経障害性疼痛が発生する可能性がある。今後は、遺伝子A のantagonist 

投与やノックアウトマウスを用いての行動解析、脊髄後角部に対するウエスタンブロッティン

グを行い、神経障害性疼痛との関連をより詳細に検討することが期待される。 

 
【図１】Spared nerve injury modelの作成 

 神経障害 性疼痛モデル（Spared 

nerve injury model）を作成す

るために、 脛骨神経と腓骨神経を切

断し、純感 覚神経である腓腹神経は

温存した。 また、コントロールとし

て坐骨神経 を露出しそのまま閉創し

たShamモ デルも作成した。 

 

 



 
【図２】RNA-seqにおける脊髄後角部の切り出し 

 SNIモデルと Shamモデルの両側脊髄後角部の遺伝子発現を調査するため、レーザーキ

ャプチャーによるマイクロダイセクション法を用いて行った。 

 

 

 
【図 3】RNA-seq解析の結果 No.1 
 神経成長因子である BDNFが疾患特異的に変化していたかを表すグラフで
ある。上段が Sham と SNIの患側を比較したグラフで、下段が SNIの健側と
患側を比較したグラフである。同一の variantについて変化の仕方を見ると、
上段と下段で同様の変化を示している variantは存在しなかった。 

 

【図 4】RNA-seq解析の結果 No.2 
 遺伝子発現に変化のあったものをまとめたヒートマップである。左が SNI
と Shamを比較して、SNIで上昇していた遺伝子群、右が減少していた遺伝子
群である。各々の群で SNIの患側と健側で比較したところ、遺伝子 A、B、F
は SNIの患側でも同様に上昇していた。減少群はそのほとんどが SNI患側で
減少していた。 
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    遺伝子 A        遺伝子 B        遺伝子 F 
【図５】定量 PCR結果 
 遺伝子 A、B、Fについて定量 PCRを行った結果のグラフである。遺伝子 A
は 1.22倍、遺伝子 Bは 1.41倍、遺伝子 Fは 1.14倍の変化があった。有意差
があったものは遺伝子 Bのみであった。 

*P<0.05 
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