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研究成果の概要（和文）：痛みは不快な感覚の１つであるが、そのメカニズムは未だ明らかではない。本研究は遺伝子
後修飾に着目して研究を施行した。脳由来神経栄養因子（Brain-derived Neurotrophic Factor :BDNF）の特異な遺伝
子構造に着目し、各種スプライスバリアントの定量と、そのCpGアイランドのメチル化解析、ヒストン蛋白の後修飾を
検討した。、mRNAの定量結果では発現亢進を認める領域でも非常に軽微ではあるがメチル化率の有意な上昇を認め、ク
ラスター解析でナイーブと神経障害性疼痛モデルの間では第１分枝で完全に分離された。BDNFのメチル化は神経障害性
疼痛のバイオマーカー候補となると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Pain is one of the most uncomfortable feeling to have of humans, but the mechanism
 is unclear.In this study, we conducted research by focusing on the epigenetic modification. We focused on
 the unique feature of brain-derived neurotrophic factor(BDNF)gene construction, we performed the mRNA qua
ntification of the various splice variants, methylation analysis of CpG islands of each splice variant, an
d histone modification. Many CpG islands methylation rates changes were very little but significantly high
er in nerve-injured rats than naive, or naive and sham rats. The dendrogram from methylation profiles of s
ome exon's promoter region demonstrated that classification of nerve injured rats and naive controls at th
e first branch completely matched the condition. These were considered to be strong candidates for biomark
ers of neuropathic pain in the future.
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１．研究開始当初の背景 
  痛みという感覚は最も不快な感覚のう
ちの一つであり、慢性疼痛、特に神経因性疼
痛においては多くの患者が苦しんでいる。慢
性疼痛患者の中にははじめに受けた障害は
些細なものであったのにその痛みが遷延し、
社会生活に支障をきたす例も少なくない。 
 私たちのグループは神経因性疼痛の遺伝
子レベルでの解明を目指し、最近ではＲＮＡ
編集に着目して痛みに関与する受容体がＤ
ＮＡのレベルだけでなく、ＲＮＡレベルで変
異をきたし、その結果受容体の機能が変化す
ることによって痛みに影響を及ぼすことを
世界に先駆けて証明した。（Nakae A. et al. 
The European Journal of Neuroscience 
27(9):2373-9; 2008; Nakae A. et al. 
Neuroscience research 60(2):228-31;2008）。
私たちが示したことは、遺伝情報が後天的な
条件（例えば痛みやストレス）で容易に変化
し、治療によりその変化が元に戻ることを示
した点で画期的であったが、ＲＮＡ編集は数
時間という非常に短期間で起こり得る変化
であり、慢性疼痛のように長期間にわたって
のストレスを背景にした状況に対しては、長
い時間で起こる変化に着目する必要がある
と考えられた。 
 DNA メチル化の意義は遺伝子の発現を止
めるジーンサイレンシングを利用した自己
遺伝子の発現調節である。遺伝子のプロモー
ター領域（遺伝子の発現のスイッチの役割を
する部分）にメチル化が多く起こると mRNA
への転写が起こらなくなり、結果として蛋白
が作られなくなる。癌においては、癌抑制遺
伝子のプロモーター領域に異常にメチル化
がおこることにより発癌を食い止める作用
が抑制され結果的に発癌する方向に働く。ま
た、現在発癌のメカニズム、発生のメカニズ
ムで注目されているマイクロ RNA（蛋白を
作らない 20 塩基程度の小さな RNA 分子で、
臓器特異性に存在し、ひとつのマイクロRNA
が多くの遺伝子の発現制御に関与する可能
性がある。）と痛みのかかわりについての研
究を我々のグループは続行中であるが、最近
の研究でマイクロ RNA の発現調節にメチル
化が関与しており(Hoffman AE et al.,2009 
Cancer Res)、ひとつのマイクロ RNA のプロ
モーター領域のメチル化で、多くの遺伝子の
発現変化を伴う事象が一度に説明できる可
能性すらある。 
不利な変化を止めることのできる可能性の
ある薬物として HDAC 阻害剤（ヒストン脱
アセチル化酵素阻害剤）がある。このカテゴ
リーの薬剤はメチル化による影響をやわら
げる可能性があり、すでに癌医療のターゲッ
トにもなっている。（Kelly WK et al.,2005 
Nat Clin Pract Oncol.） 
  我々は、既にマイクロＲＮＡの研究を通
して眼窩下神経絞扼モデル（顔面の神経因性
疼痛のモデル）においてｃＤＮＡアレー（全
ての遺伝子の発現変化を 1枚のグラスを用い

て解析する方法）、マイクロＲＮＡアレー（現
在わかっている全てのマイクロＲＮＡの発
現の変化の解析）を終了しており、そのデー
タは既に取得済み、解析済みである。癌研究
ですでによく研究されているプロトコール
を参考に、既に取得したこれらのデータと合
わせて、今回行う予定の Chip シークエンス
で取得し、遺伝子後修飾による変化の網羅的
なデータを解析することにより、遺伝子の発
現変化にepigeneticな変化がどのように影響
を及ぼしているのか明らかに出来ると思い
この研究の着想に至った。 
２．研究の目的 
   本研究はＤＮＡメチル化を始めとした遺
伝 子 後 修 飾 （ エ ピ ジ ェ ネ テ イ ク ス ：
epigenetics）が神経因性疼痛のメカニズムに
どのように影響するか調べることを目的と
する。そのために、ラットで眼窩下神経絞扼
モデルを作成し、次世代シークエンサーの技
術を使用し、その変化を網羅的に解析するこ
とにより、遺伝子の発現変化に epigenetic な
変化がどのように影響を及ぼしているのか
明らかにすることを目的とした。 
３．研究の方法 
  動物実験については大阪大学動物実験
施設の委員会の承認を得た後、苦痛を最小限
に最小限の動物を用いて行った。 
３－１．眼窩下神経絞扼モデルの作成とその
行動評価 
 オスの SD ラット１０匹に対して、ネンブ
タール麻酔下に眼窩下神経をナイロン糸で
ゆるく結紮する眼窩下神経絞扼モデルを作
成した。皮膚切開と眼窩下神経の展開を行う
ところまで行うシャム手術個体を１０匹、何
もしないナイーブの個体を１０匹使用した。 
 行動学的評価を手術前、手術後１週間毎に
上口唇を von Frey Filament で刺激すること
により行った。 
３－２．RNA 抽出と逆転写 
 術後 4週間目に深麻酔により安楽死させた
後、障害側の三叉神経節をとりだした。RNA
抽出を Rneasy Lipid Tisuue Mini Kit(Qiagen, 
Tokyo,Japan)を用いて行い、逆転写をランダ
ムヘキサマー(life technologies, Tokyo, 
Japan)を用いて行った。 
３－３．リアルタイム定量 PCR 
 図１．BDNF 遺伝子の構造と CpG アイランド
それぞれのスプライスバリアントについて
（図１）特異的なプライマーを設計しサイバ

ーグリーン法で ABI PRISM 7900HT を用いて
定量した。各サンプルは３回ずつ分析を行い、



検量線法を用いて解析した。 
３－４．メチル化解析 
 各種バリアントの CpG アイランド（図１：
Exon IIIのみ表示）をデータベースで同定し、
その部位を網羅できるようにプライマーを
設計しバイサルファイト処理後、PCR で増幅
させた。そのプロダクトを用いて Solid4 
(life technologies, Japan)でメチル化解析
を行った。解析にはリファレンスとしてすべ
てメチル化された配列とメチル化されない
配列を用意し、その双方への相補性を確認す
ることにより行った。 
３－５．クロマチン免疫沈降 
クロマチン免疫沈降と定量 PCR（サイバーグ
リーン法）で同領域の H3K4、H3K9 のメチル
化（転写抑制 に関与）、H3K27 アセチル化（転
写促進に関与）の検討を行った。 
３－６．統計 
 mRNA の比較には One-way ANOVA の後 
Tukey-Kramer の HSD 検定を行った。 
 メチル化解析にはクラスター分析（Ward
法）を行った。 
 これらには、JMP ソフトウェア v9.02(SAS 
Institute)を用いた。 
４．研究成果 
４－１．眼窩下神経絞扼モデルの行動評価 
図２．眼窩下神経絞扼モデルの行動評価 
 図２に示すように各群7匹ずつの比較で眼
窩下神経絞役モデルはシャム手術、ナイーブ
に比べで有意に痛覚閾値の低下を認めた（p
＜0.05）。 

４－２．眼窩下神経絞扼モデルの BDNF の各
種スプライスバリアント mRNA の変化 
図３に示すように、モデル動物において mRNA 
の発現量がシャム手術、ナイーブに比べて有
意に増加しているのは、Exon IIa, ExonIII 
であった（p＜0.05）。ナイーブとの比較で差
があるが、シャムとの比較で差がなかったの
は、Exon IIb、IIc、VI であった。タンパク
翻訳部位を含む ExonIX、うつ病で報告の多い
ExonIV、Exon Iでは有意な差を認めなかった。 
このことが、何を意味するかは明らかではな
いが、眼窩下神経絞扼モデルの三叉神経節で
は、うつ病の大脳のサンプルや、血中サンプ

ルでの発現解析の結果とは異なることが明
らかであった。 
 
図３．眼窩下神経絞扼モデルの三叉神経にお

ける BDNF スプライスバリアントのｍRNA の
発現の違い 
４－３．メチル化解析 

図４．Exon I メチル化解析による分類 
Exon I のメチル化解析の結果、ナイーブとモ
デル動物において、第一クラスターで分類可
能だった。 

図 5．Exon II メチル化解析による分類 
Exon II のメチル化解析で Exon I と同じくナ
イーブとモデル動物の分類が第一クラスタ
ーで可能であった。図５の示す CpG アイラン
ドで IIa、IIｂ、IIｃそれぞれについての解
析を行っても同じ結果が得られた。 



表１．ExonII の各 CpG 毎の解析結果 
表１に示すとおり、Exon II の CpG のメチル
化率はきわめて低いが、全体でのコピー数が
多いために有意な差を見いだすことができ
た。これが、大規模解析の特徴の一つと考え
られた。 
 今回の場合には術後4週でサンプルを採取
しているが、今回の解析対象は DNA に対する
メチル化である。もしかするともう少し後の
時期に採取すればモデルとシャムの完全な
区別がついたかもしれないと考えられた。 
４－４．クロマチン免疫沈降 
神経障害のある動物で、ヒストン蛋白のメチ
ル化が進み、アセチル化が抑制される傾向に
あると考えられた。 
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