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研究成果の概要（和文）：神経因性疼痛モデルマウスの脊髄後角を中心に痛みと脱髄に関与する物質としてリゾホスフ
ァチジン酸(LPA)に着目し、そのレセプターであるLPA-1の局在、動態についてLPA-1抗体を作成し解析した。LPA-1は脊
髄後角ではオリゴデンドロサイト、アストロサイトなどの細胞体および突起や後根神経節の神経節細胞の細胞膜、シュ
ワン細胞、髄鞘に発現が見られ、手術側では陽性細胞数が増加した。ミクログリアにはLPA-1の局在は認められなかっ
た。LPA-1の発現はLPAに相応し傷害早期に認められた。ミクログリアは傷害早期産生LPAによるATP遊離を介して活性化
、痛みの増幅・慢性化を引き起こすと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the change of the lysophosphatidic acid receptor-1 (LPA-1) in the 
posterior horn of spinal cord known as a substance which participates in the pain and demyelination at the
 time of a neuropathic pain.The onset of LPA-1 mRNA was within postoperative 6 hour. LPA-1 immunoreactivit
y was observed in the cytoplasm of the oligodendrocyte, astrocyte of a posterior horn of spinal cord, and 
also, the protoplasmic membrane of the ganglion cell of a dorsal root ganglion, Schwann-cell, and myelin s
heath. In injured side, the number of LPA-1 immune-positive cells increased at 3, 7days after injury. Thes
e LPA-1 immunopositive cells may be relevant to the onset of neuropathic pain. 
Microglia were considered to be induces in activation, amplification and chronic pain through the ATP rele
ase by produced LPA at injured side. 

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
一般に中枢神経系の種々の障害では神経細
胞とそれらを取り巻くグリア細胞間にポジ
テｲブ、あるいはネガテｲブな反応動態が生じ、
障害を受けた神経細胞に対して、各種グリア
細胞の動態はレスキュー、あるいはさらなる
増悪に働くことが知られている。神経因性疼
痛モデルの脊髄後角に傷害応答性に浸潤遊
走してくるミクログリアに関しては、そのミ
クログリアに発現してくる ATP イオンチャ
ネル型受容体である P2X4 受容体の神経因
性疼痛への関与が Tsuda らにより報告され
て以来、各種 ATP 受容体とミクログリアの
関与について研究が進んできている（Tsuda, 
Nat 185:778-783, 2003）が、脊髄後角での詳
細な動態と機能についてはいまだ明らかで
はない。申請者は電子顕微鏡による形態観察
中、この活性化ミクログリアが有髄神経の髄
鞘に接着し取り囲み、続く髄鞘の崩壊、軸索
の変性を引き起こす、すなわち貪食様の動態
を示すことを見出した。さらに、傷害時ミク
ログリアに発現する P2Y12 受容体をインヒ
ビターにより抑制すると、予想に反してミク
ログリアの遊走浸潤は抑制できないが、脱髄
所見は顕著に消失し、同時に疼痛の症状は改
善された。これらの結果から、ミクログリア
による脱髄所見と神経因性疼痛の関与が推
定された（Maeda, Glia 2010）。 
一般に多発性硬化症、ギラン・バレー症候群
あるいはシャルコ・マリー・ツース病などの
多くの脱髄性疾患では神経因性疼痛を伴う
ことは周知の事実で、神経因性疼痛と脱髄現
象の密接な関係は古くからよく知られてい
たが、そのメカニズムは長らく不明であった。
これら脱髄性疾患のモデルとして汎用され
るアレルギー性脳脊髄炎動物ではアストロ
サイトによる浮腫、多核白血球の浸潤、マク
ロファージやTリンパ球の浸潤が顕著で高度
且つ広範囲な脱髄を引き起こす。しかしなが
ら、神経因性疼痛モデルとして申請者の実験
に供している脊髄神経結紮切断動物では痛
覚過敏、アロデイニア、自発痛の徴候は観察
されるが、その脊髄後角ではマクロファージ
や Tリンパ球の浸潤はみられず、代わりに多
数の活性化ミクログリアの遊走浸潤が観察
され、このミクログリアによる有髄神経の取
り込み脱髄が示された。 
これらの結果から申請者が用いている脊髄
神経結紮動物での疼痛は上記のマクロファ
ージやTリンパ球が関与する脱髄性疾患で生
じる疼痛の発生機序とは異なったメカニズ
ムの関与が考えられる。 
この脱髄に類似する所見はおそらく節性脱
髄のような軸索の一部であろうと考えられ
るが、伝導速度の変化やいわゆるエファプス
（線維間の物理的接触）に関与している可能
性があり、神経因性疼痛を引き起こす誘引と
なりうるのではないかと推察される。 
近年UedaらによりLPAが神経因性疼痛誘発
因子として確認され、LPA 及び その産生に

かかわるリゾホスファチジルコリン(LPC)や
リゾホスホリパーゼ D (LPLD=Autotaxin; 
ATX)の抑制、あるいはそのレセプターのひと
つである LPA-1 の抑制で神経因性疼痛の減
少消失が報告され、治療方法の開発への期待
がもたれている。ただしこれらの形態学的デ
ータは末梢の脊髄神経が主体で、中枢である
脊髄後角での検索はなされておらず、ミクロ
グリアの関与についても触れられていない。
そこで、神経因性疼痛とミクログリア、脊髄
後角での脱髄の関係をリゾホスファチジン
酸を主体にそのレセプター、LPA産生の経路
にかかわる各種酵素や基質などを中心に形
態学的、分子生物学的に検索する。 
増加した LPA がミクログリアを活性化し、
その結果 ATP 放出を引き起こし、更なる慢
性化を導きうる可能性は示唆されており、脊
髄内でも LPA の産生、及びそれによる細胞
応答が生じている可能性は高い。これらの疑
問を解消すべく本研究の遂行を計画した。 
LPA1 を介した脱髄と神経因性疼痛の関連性
を確認できれば、LPA産生にかかわる因子を
用いた疼痛コントロールができるようにな
る可能性があり、術後痛や種々の神経損傷に
基づく進行性の神経因性疼痛に対して新た
な治療戦略が得られると考えられる。自発痛、
痛覚過敏反応及びアロデイニアを伴う神経
因性疼痛は難治性の疾患で、痛みに苦しむ患
者数は多いが、非ステロイド性抗炎症薬や麻
薬性鎮痛薬が奏効しがたく、いまだ、その分
子メカニズムに関しては明らかでない。グリ
ア環境改善に着目した神経因性疼痛治療法
に関しての、新たな基礎データを得ることを
目指した。 
 
２．研究の目的 
 Uedaらにより2004年にLPAが神経因性疼
痛誘発因子として確認され、LPA 及び その
産生にかかわるリゾホスファチジルコリン
(LPC) や リ ゾ ホ ス ホ リ パ ー ゼ
D(LPLD=Autotaxin;ATX)、レセプターのひ
とつである LPA-1 の抑制で神経因性疼痛の
減少消失が報告されているが、末梢神経での
報告が主体であり、脊髄レベルでの動態につ
いては検索が進んでいない。そこで、神経因
性疼痛とミクログリアを含む各種グリア細
胞の動態、脊髄後角での脱髄の関係をリゾホ
スファチジン酸のレセプター、LPA1 を中心
に形態学的、分子生物学的に検索、神経因性
疼痛発生のメカニズムを解明すべく本研究
を計画した。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗体作成 
マウス LPA1 配列情報を元にペプチドを合成
し(H-CTILAGVHSNDHSVV-OH)、キャリア蛋白
(ウシサイログロブリン)を架橋した。ウサギ
２羽を用い、作製した抗原をウサギ１羽に最
大８回背部皮膚皮内に注射した。途中２回、
部分血清を採取し、EIA アッセイにより、力



価測定を実施した。投与終了後、採血し全血
清 を 得 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 、
DEAE-
施し、精製された抗体を得た。
(2) 
（Allodynia 
８週令の
抱水クロラール（
左側L5
で結紮切断し、疼痛モデル（
ル）を作成した
Frey filaments (0.02
に適用した。
(3) 
L5 神経結紮切断後
マ ウ ス を
2.1%picric acid
出し、同液にて
20% サッカロースにて沈殿後、
髄、（一部の後根神経節、脊髄神経）を液体
窒素にて凍結、
を作成し、
LPA1
体としてビオチン化
を室温
製 し た 。 蛍 光 二 重 免 疫 染 色 で は
NeuN( millipore, Temeculla, CA, USA
GFAP(Dako, Ja
x20)
simplicifolia Alexa Fluor 488 
conjugate(Invitrogen, x20, MBP(Santa Cruz, 
x250)
温 24
Fluor 488 goat anti
555 goat anti
応し蛍光免疫染色標本を作製し、共焦点レー
ザー顕微鏡（
て観察撮影を行った。
(4) 電子顕微鏡レベルでの免疫組織化学
L5 神経結紮切断後
グルタールアルデヒド
ルデヒド
浮遊切片（
法にて免疫染色を行った。その後、オスミウ
ムにて後固定、脱水、エポン樹脂包埋、超薄
切片を作製し、ウラニル
微鏡にて観察した。
(4) 
L5 神経結紮切断後
(L5)を摘出し液体窒素により凍結、蛋白抽出
後、20
て電気泳動後、ニトロセルロース膜に転写、
膜上で
(5) 
L5 神経結紮切断後
(L5)を摘出し、液体窒素により凍結、
RNA を分離、
チ ド プ ラ イ マ ー
(S-CA
AS-TCCCATTCTGAAGTGCTGCGTTC, 621b)

価測定を実施した。投与終了後、採血し全血
清 を 得 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 、
-sephadex による濾過、カラム精製を実
施し、精製された抗体を得た。
 神 経 因 性 疼 痛 モ デ ル マ ウ ス
Allodynia モデルマウス）作成
８週令の C57black/6J
抱水クロラール（
L5脊髄神経を腹腔神経節

で結紮切断し、疼痛モデル（
ル）を作成した. Allodynia 
Frey filaments (0.02
に適用した。 
 光顕での免疫蛍光組織化学
神経結紮切断後
マ ウ ス を
2.1%picric acid
出し、同液にて 5
サッカロースにて沈殿後、
髄、（一部の後根神経節、脊髄神経）を液体
窒素にて凍結、16
を作成し、Iba1 抗体
LPA1 抗体(X250)室温
体としてビオチン化
を室温 5時間反応し
製 し た 。 蛍 光 二 重 免 疫 染 色 で は
NeuN( millipore, Temeculla, CA, USA
GFAP(Dako, Japan, x250)
x20) 、 isolectin GS
simplicifolia Alexa Fluor 488 
conjugate(Invitrogen, x20, MBP(Santa Cruz, 
x250)各抗体とLPA1
24 時間反応後、二次抗体として
Fluor 488 goat anti
555 goat anti-rabbit IgG 
応し蛍光免疫染色標本を作製し、共焦点レー
ザー顕微鏡（Olympus Fluoview FV 1000
て観察撮影を行った。
電子顕微鏡レベルでの免疫組織化学
神経結紮切断後
グルタールアルデヒド
ルデヒド混液にて潅流固定後
浮遊切片（50μm）作成、
法にて免疫染色を行った。その後、オスミウ
ムにて後固定、脱水、エポン樹脂包埋、超薄
切片を作製し、ウラニル
微鏡にて観察した。
 western blotting
神経結紮切断後
を摘出し液体窒素により凍結、蛋白抽出
20μgを 12% SDS
て電気泳動後、ニトロセルロース膜に転写、
膜上で LPA1 抗体を用い免疫反応を行った。
 RT-PCR 
神経結紮切断後
を摘出し、液体窒素により凍結、
を分離、cDNA
チ ド プ ラ イ マ ー
CAAAATGAGGCCTTACGACGCCA, 
TCCCATTCTGAAGTGCTGCGTTC, 621b)

価測定を実施した。投与終了後、採血し全血
清 を 得 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 、

による濾過、カラム精製を実
施し、精製された抗体を得た。

神 経 因 性 疼 痛 モ デ ル マ ウ ス
モデルマウス）作成
C57black/6J 雄マウス

抱水クロラール（35mg/kg）腹腔内麻酔下に
経を腹腔神経節

で結紮切断し、疼痛モデル（
. Allodynia 

Frey filaments (0.02-2.0g)を後肢足底表面

光顕での免疫蛍光組織化学
神経結紮切断後 3, 7, あるいは
マ ウ ス を 4%paraformaldehyde(PFA), 
2.1%picric acid 混液にて潅流後、脊髄を摘

5時間後固定
サッカロースにて沈殿後、
髄、（一部の後根神経節、脊髄神経）を液体

16μm の厚さの連続凍結切片
抗体(Wako, japan, X500)
室温 24 時間反応後、二次抗

体としてビオチン化 goat anti rabbit IgG
時間反応し ABC法にて

製 し た 。 蛍 光 二 重 免 疫 染 色 で は
NeuN( millipore, Temeculla, CA, USA

pan, x250)、
isolectin GS-IB4 from griffonia 

simplicifolia Alexa Fluor 488 
conjugate(Invitrogen, x20, MBP(Santa Cruz, 

LPA1抗体を一次抗体として室
時間反応後、二次抗体として

Fluor 488 goat anti-mouse IgG, Alexa Fluor 
rabbit IgG を室温３時間反

応し蛍光免疫染色標本を作製し、共焦点レー
Olympus Fluoview FV 1000

て観察撮影を行った。 
電子顕微鏡レベルでの免疫組織化学
神経結紮切断後 7, 14 日目マウスを
グルタールアルデヒド、4％パラフォルムア
混液にて潅流固定後
）作成、LPA1 

法にて免疫染色を行った。その後、オスミウ
ムにて後固定、脱水、エポン樹脂包埋、超薄
切片を作製し、ウラニルと鉛染色後、電子顕
微鏡にて観察した。 

western blotting 
神経結紮切断後 7, 14 日目マウスの脊髄
を摘出し液体窒素により凍結、蛋白抽出
12% SDS-polyacrylamide gel

て電気泳動後、ニトロセルロース膜に転写、
抗体を用い免疫反応を行った。
PCR  

神経結紮切断後 7, 14 日目マウスの脊髄
を摘出し、液体窒素により凍結、
cDNA に変換後、オリゴヌクレオ

チ ド プ ラ イ マ ー
AAATGAGGCCTTACGACGCCA, 
TCCCATTCTGAAGTGCTGCGTTC, 621b)

価測定を実施した。投与終了後、採血し全血
清 を 得 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 、

による濾過、カラム精製を実
施し、精製された抗体を得た。 

神 経 因 性 疼 痛 モ デ ル マ ウ ス
モデルマウス）作成 

雄マウス(WT)を用い、
）腹腔内麻酔下に

経を腹腔神経節(DRG)の末梢側
で結紮切断し、疼痛モデル（allodynia モデ

. Allodynia の評価は
を後肢足底表面

光顕での免疫蛍光組織化学 
あるいは 14日目に

4%paraformaldehyde(PFA), 
混液にて潅流後、脊髄を摘
時間後固定, 

サッカロースにて沈殿後、L5 レベルの脊
髄、（一部の後根神経節、脊髄神経）を液体

の厚さの連続凍結切片
(Wako, japan, X500)
時間反応後、二次抗
goat anti rabbit IgG
法にて DAB標本を作

製 し た 。 蛍 光 二 重 免 疫 染 色 で は
NeuN( millipore, Temeculla, CA, USA、x250)

、APC(Gene Tex, 
IB4 from griffonia 

simplicifolia Alexa Fluor 488 
conjugate(Invitrogen, x20, MBP(Santa Cruz, 

抗体を一次抗体として室
時間反応後、二次抗体として Alexa 

mouse IgG, Alexa Fluor 
を室温３時間反

応し蛍光免疫染色標本を作製し、共焦点レー
Olympus Fluoview FV 1000）に

電子顕微鏡レベルでの免疫組織化学 
日目マウスを 0.1% 
パラフォルムア

混液にて潅流固定後 L5 脊髄摘出し
LPA1 抗体を用い

法にて免疫染色を行った。その後、オスミウ
ムにて後固定、脱水、エポン樹脂包埋、超薄

と鉛染色後、電子顕
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AAATGAGGCCTTACGACGCCA, 
TCCCATTCTGAAGTGCTGCGTTC, 621b)を用い

価測定を実施した。投与終了後、採血し全血
清 を 得 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 、

による濾過、カラム精製を実

神 経 因 性 疼 痛 モ デ ル マ ウ ス

を用い、
）腹腔内麻酔下に

の末梢側
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を後肢足底表面

日目に
4%paraformaldehyde(PFA), 
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髄、（一部の後根神経節、脊髄神経）を液体

の厚さの連続凍結切片
(Wako, japan, X500)、
時間反応後、二次抗
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るバンドは１時間後から認められ、３－６時
間で最も濃く、観察されたが、その後は消失

の産生は神経傷害後数時間以
内に生じることが報告されており、今回の



我々のモデルでの早期のLPA-1の発現動態も
それを支持している。予想に反してミクログ
リアには LPA-1 の局在がみられず、アストロ
サイトやオリゴデンドロサイトに認められ、
今回の実験ではミクログリアと脱髄との関
連性は確認できなかったが、この LPA の早期
の発現動態によりATPを介した脊髄ミクログ
リアの形態変化や遺伝子変化、アストロサイ
トにより産生された分子による神経細胞へ
の作用などが連動して生じ、以後の慢性的な
神経傷害性疼痛へと発展するものと考えら
れた。 
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