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研究成果の概要（和文）：神経障害性疼痛などの慢性疼痛には、末梢神経系のみならず、中枢神

経系が、それぞれ免疫系細胞/グリア細胞を介した神経炎症応答により過敏化（感作）された結

果生じるものと考えられている。本研究では、この免疫/グリア細胞に発現するタイプの TRP

チャネル群に着目し、それらの関与の一部を明らかにした。特に、マクロファージ/ミクログリ

アに発現し、活性酸素種のセンサーとして機能している TRPM2 について詳細に解析した。 

 
研究成果の概要（英文）：Chronic pain, such as peripheral nerve injury-induced neuropathic 

pain, is based on both peripheral and central sensitization, which is caused by 

neuroinflammation mediated by the interaction between peripheral/spinal neurons and 

immune/glial cells. In this research, we found that transient receptor potential (TRP) 

channels expressed in immune/glial cells play an important role in chronic pain. Especially, 

we examined the roles of TRPM2, which acts as a sensor for reactive oxygen species (ROS) 

in macrophages and microglia, in inflammatory and neuropathic pain in mice. 
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１．研究開始当初の背景 

 これまでの多数の研究から、神経障害性疼
痛などの慢性疼痛は、末梢神経系のみならず、
中枢神経系が、それぞれマクロファージ、好
中球といった免疫系細胞や、脊髄内のミクロ
グリア、アストロサイトといったグリア細胞
を介した神経炎症応答により過敏化（感作）
された結果生じるものであることが明らか
にされてきた。一方、1997 年に、カプサイ
シンに応答する熱感受性イオンチャネル
transient receptor potential（TRP）V1 が単
離されて以来、TRPV2-4、TRPA1、TRPM8

といった温度や圧に感受性を示す TRP チャ
ネル群が次々に発見され、これらは現在では、

侵害受容の主要分子として大きな注目を集
めている。TRP スーパーファミリーは、６つ
のサブファミリーに分類され（TRPV、TRPC、
TRPM、TRPA、TRPML、TRPP）、ヒトで
は 28 種類の遺伝子が同定されており、その
多くは Ca2+透過性カチオンチャネルを形成
するが、その最大の特色は polymodal なチャ
ネルとして細胞内外の環境要因によって開
口が制御されていることである。しかし、そ
の生理的および病態生理的役割が未だ解明
されていないものが多い。免疫系/グリア細胞
などの非興奮性細胞の機能は、主に Ca2+シグ
ナリングによって媒介されており、特に TRP

チャネルのように長い時間軸において活性
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が調節される Ca2+流入経路が関与する可能
性が非常に高いと考えている。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、免疫系細胞やグリア細胞に発
現する TRP チャネル群に焦点をあわせ、免
疫/グリア細胞の異常環境センサーとして機
能する TRP チャネル群を同定し、慢性疼痛
発症への関与と慢性疼痛治療標的としての
評価を行うことである。まず、TRPM2（マ
クロファージ・ミクログリアに発現）につい
ては、慢性疼痛モデルにおける発現変動およ
びその機構解析、遺伝子欠損マウスを用いた
行動解析に加え、培養マクロファージ・ミク
ログリアでの発現調節機構、細胞機能調節の
分子機構の解析、Ca2+蛍光測定、神経−免疫/

グリア細胞間相互作用の解析など、様々な角
度から解析を行う。また、グリア細胞での機
能的発現を確認している TRPV4（ミクログ
リア）、TRPC3（アストロサイト）について
は、それぞれ選択的な活性化薬あるいは阻害
薬が存在することから、上述と同様、 in 

vivo/in vitro 両面から解析を行う。一方、オ
リゴデンドロサイトといった中枢神経での
軸索形成細胞の変性が慢性疼痛に関与する
ことも報告されているが、TRP チャネルに着
目した研究はなく、まず、TRP チャネルの発
現および慢性疼痛時の発現変動などの網羅
的探索から開始し、慢性疼痛発症への関与と
治療標的としての可能性を探る。 

 

３．研究の方法 

(1) 使用動物および薬物 
 実験は全て京都大学動物実験委員会によ
る審査・承認を受け、「動物実験に関する日
本薬理学会指針」を遵守して行われた。雄性
C57BL/6 J マウス（7-9 週齢）を用いた。
TRPM2 遺伝子欠損（KO）マウスは、京都大
学工学研究科・森泰生教授から供与頂いた。 

(2) 各種慢性疼痛モデルおよび行動実験 

① von Frey フィラメントテスト：機械的非
侵害刺激に対するアロディニアは、9本のvon 

Frey フィラメント（0.008-1.4 g）を用い、
up-down 法により測定した。 

② Hot plate テストは、52、55℃の熱板上に
マウスを乗せ、足を振る、なめるなどの逃避
行動を起こすまでの時間を測定した。
Hargreaves テストは、ガラス板の上にマウ
スを乗せ、下からマウス後肢へレーザー光に
よる熱刺激を加え、逃避行動を起こすまでの
時間を測定した。 

③ 酢酸ライジングテスト：0.7% 酢酸 10 

ml/kg i.p.投与後30分間のwrithing回数の総
合計および 5 分毎の回数を算出した。 

④ ホルマリンテスト：5%ホルマリン溶液 20 

μl をマウス左後肢足底内に投与し、
licking/biting 行動を呈する時間を計測した。 

⑤ 神経障害性疼痛モデル：坐骨神経部分結
紮（pSNL）による神経障害性疼痛モデルは、
麻酔下でマウス後肢の坐骨神経を露出し、そ
の 1/3 を 7-0 号絹糸できつく部分結紮するこ
とにより作製した。脊髄神経切断（SNT）に
よる神経障害性疼痛モデルは、麻酔下でマウ
ス右後肢の脊髄神経を露出し、L4 脊髄神経
を切断することにより作製した。 

⑥ 炎症性疼痛モデルの作製：2%カラゲニン
溶液 30 μl をマウス後肢足底内に投与した。 

⑦ 腹腔マクロファージの培養および後肢足
底内投与による疼痛行動の評価：3%チオグリ
コレート培地をマウス腹腔内に投与し、3 日
後に腹腔マクロファージを回収した。LPS

（0.1 μg/ml）、INF-γ（10 ng/ml）で刺激後、
マウス後肢足底内に 5×104 cells/20 μl 投与
し、疼痛行動を評価した。 

(3) 蛍光免疫染色 

 マウスを麻酔下、経心灌流により固定後、
足底、坐骨神経あるいは脊髄を摘出した。切
片作成後、マクロファージマーカーとして
F4/80、好中球マーカーとして Gr-1、ミクロ
グリアマーカーとしてOX-42あるいは Iba-1、
抗体を用いて蛍光免疫染色を行った。 

(4) Real-time PCR 法 

 マウスを断頭後、足底、坐骨神経、あるい
は脊髄を摘出、total RNA を抽出した後、常
法により Real-time PCR を行った。 

(5) 統計解析 

 有意差検定は、2 群以上の場合には、
one-wayあるいは two-way ANOVAおよび引
き続く、Bonferroni’s post hoc test、2 群間
の検定には、Student’s t-test あるいは
Mann-Whitney U-test により解析した。全て
の実験において、p < 0.05 の場合に、統計学
的な有意差があると判定した。 

 
４．研究成果 

(1) 各種疼痛モデルにおける TRPM2 の関与 

まず、マクロファージやミクログリアに多
く発現することが知られている TRPM2と慢
性疼痛との関連について検討した。まず、
TRPM2 が生理的な痛み（急性痛）に関与す
るかを、正常 TRPM2-KO マウスを用いて検
討した。その結果、hot plate テストおよび
Hargreaves テストでの熱侵害刺激および
von Frey フィラメントテストでの機械的刺
激に対する感受性に変化はなかった。同様に、
ホルマリンテストの第１相でも TRPM2-KO

マウスで変化は認められなかったことから、
TRPM2 は、圧/熱/化学侵害刺激に対する正常
時の応答（侵害受容応答）への関与は少ない
と考えられた。一方、ホルマリンテスト第２
相、酢酸ライジングテストやカラゲニン誘発
炎症性疼痛モデルでの熱痛覚過敏および機
械的アロディニアは、TRPM2-KO マウスに
おいて有意に減弱した。さらに、末梢神経損



 

 

傷による神経障害性疼痛（pSNLモデル、SNT

モデル）においても、同様に、熱痛覚過敏お
よび機械的アロディニアの顕著な減弱が認
められた（原著論文 6）。 

上述の炎症性疼痛や神経障害性疼痛以外に
も様々な疼痛モデルにおける TRPM2-KO マ
ウスの有効性を評価した。その結果、侵害受
容性疼痛の側面の大きなモデルであるカプ
サイシン/過酸化水素などの足底内投与によ
る自発痛モデル、マウス後肢足底の切開・縫
合による術後痛モデルでは TRPM2-KO マウ
スでの影響が現れず、神経炎症応答の関与が
大きな炎症性/神経障害性疼痛の側面を有す
る抗がん剤（パクリタキセル）による末梢神
経障害モデル、ストレプトゾトシン誘発糖尿
病性末梢神経障害モデル、脱髄性疾患である
多発性硬化症を模した実験的自己免疫性脳
脊髄炎（EAE）モデル、モノヨード酢酸の関
節腔内投与による変形性関節症モデルなど
のモデルにおいて、TRPM2-KO マウスでの
有効性が認められた（学会発表 1,9）。 

 

(2) マクロファージ/ミクログリアの TRPM2 

上記のモデルのうち、カラゲニン誘発炎症
性疼痛およびpSNL誘発神経障害性疼痛モデ
ルを用い、カラゲニン炎症部位あるいは末梢
神経損傷部位周辺で TRPM2 mRNA 発現量
が顕著に増加していた。また、この増加は、
magnetic-activated cell sorting（MACS）を
用いた細胞分離法により、当該部位へ浸潤し
た F4/80 陽性マクロファージあるいは Gr-1

陽性好中球での発現によるものであると推
察された。また、当該部位において、TRPM2

の活性化刺激となりうる過酸化水素の産生
も顕著に増加していた。一方、TRPM2-KO

マウスにおいて、炎症部位および神経損傷部
位周辺におけるF4/80陽性マクロファージの
集積に影響は見られなかったが、Gr-1 陽性好
中球の浸潤は、カラゲニン投与あるいは
pSNL 処置 8 時間後という比較的早い時間帯
においてのみ有意に減少していた。また、主
にマクロファージから産生され、好中球の遊
走に関与するケモカイン CXCL2 の産生が有
意に低下していたが、疼痛との関連が深い代
表的な炎症性サイトカインである TNF-αや
CC ケモカイン CCL2 産生に変化は認められ
なかった。なお、同様の結果が、培養マクロ
ファージを用いた in vitro 実験系においても
得られている。さらに、LPS で刺激した WT

マウス由来マクロファージを足底内に投与
すると、顕著な機械的アロディニアが惹起さ
れるが、TRPM2-KO マウス由来マクロファ
ージでは、その効果は有意に減弱していた。
これらの知見から、マクロファージに発現す
る TRPM2 は、好中球走化性因子である
CXCL2 の産生に関与しており、好中球の浸
潤を介して炎症性および神経障害性疼痛発

症の基盤となる末梢性感作に寄与している
と考えられる。 

さらに、神経障害性疼痛における脊髄ミク
ログリアの TRPM2の関与について検討した。
pSNL 誘発神経障害性疼痛モデルにおいて、
脊髄後角から Iba1を用いたMACSによりミ
クログリアを細胞分離し、real-time PCR 法
で TRPM2 mRNA 量を測定したところ、脊
髄後角内ミクログリアでの TRPM2 mRNA

発現量が有意に増加していた。末梢神経損傷
後に見られる脊髄後角内ミクログリアの活
性化（ミクログリアマーカーである Iba-1 お
よび OX-42 で免疫染色強度、および p38 

MAPK のリン酸化を指標とした）も、
TRPM2-KO マウスでは有意に抑制された。
また、WT および TRPM2-KO マウスから調
製した培養ミクログリアを用いて、これらの
細胞の刺激時に産生される CXCL2 や一酸化
窒素（NO）が有意に抑制されることを明ら
かにした。これらの知見は、TRPM2 は、末
梢神経損傷時にマクロファージから産生さ
れる CXCL2 の産生、およびそれに引き続く
好中球の浸潤に関与し、末梢神経の過敏応答
に関わっていること、さらに脊髄後角内での
ミクログリアの活性化に関与することを示
唆している（原著論文 6）。 

 
(3) マクロファージの脊髄内浸潤における
TRPM2 の役割 

上記の検討で、神経障害性疼痛に対するマ
クロファージの TRPM2 を介した応答
（CXCL2 産生、好中球浸潤）の寄与は部分
的であり、ごく初期に限られたものであった
ため、脊髄ミクログリアの TRPM2 がより大
きく寄与しているものと予測した。この仮説
を検証するため、GFP トランスジェニック
（Tg）-WT/TRPM2-KO マウスから採取した
骨髄細胞を移植した骨髄キメラマウスを作
成し、骨髄由来細胞（マクロファージ）ある
いは中枢神経系いずれの TRPM2がより大き
く寄与しているかを検討した。作製した骨髄
キメラマウスは、WT 骨髄ドナー/WT レシピ
エントキメラマウス（TRPM2BM+/Rec+）、
TRPM2-KO 骨髄ドナー/WT レシピエントキ
メラマウス（TRPM2BM–/Rec+）、WT 骨髄ドナ
ー/TRPM2-KO レシピエントキメラマウス
（TRPM2BM+/Rec–）、TRPM2-KO 骨髄ドナー
/TRPM2-KO レシピエントキメラマウス
（TRPM2BM–/Rec–）の４種類であり、いずれ
も骨髄由来細胞が GFP トランスジェニック
マウス由来である。これらの骨髄キメラマウ
スを用いて、pSNL による末梢神経損傷を施
したところ、予想に反して、TRPM2BM–/Rec+、
TRPM2BM+/Rec–、TRPM2BM–/Rec–キメラマウス、
いずれにおいても、末梢神経損傷後の機械刺
激に対する逃避閾値は有意に減弱した。そこ
で、GFP 陽性骨髄由来細胞の動態に着目した



 

 

ところ、末梢神経損傷 14 日後という比較的
遅い時期には、結紮を施した損傷部位周辺へ
の GFP 陽性骨髄由来細胞の浸潤に差は認め
られなかったが、TRPM2 を欠損した 3 種の
キメラマウスの脊髄後角では、Iba1 陽性細胞
数が減少した。また、神経損傷後に GFP 陽
性骨髄由来細胞の脊髄への浸潤が認められ
たが、TRPM2 を欠損したキメラマウスでは、
これらの浸潤が減少傾向、さらに、GFP 陽性
/Iba1 陽性マクロファージの浸潤は有意に減
少した。一方、GFP 陰性/Iba1 陽性の常在性
ミクログリアの数に変化は見られなかった。
これらの結果から、TRPM2 は末梢神経損傷
時の骨髄由来マクロファージの脊髄内浸潤
に関与し、神経障害性疼痛に寄与することが
示唆された（原著論文 1）。 

 

(4) ミクログリアの TRPV4  

TRPV4 は、温和な熱やアラキドン酸代謝物、
低浸透圧や機械伸展刺激などに対するセン
サーとして機能していることが知られてお
り、TRPV4 が、ミクログリアでの化学セン
サー、機械センサーとして機能しているので
はないかと考えた。そこで、ラット大脳皮質
由来培養ミクログリアを用いて検討した結
果、まず、TRPV4 がミクログリアに機能的
に発現していること、TRPV4 選択的刺激薬
4α-phorbol-12, 13-didecanoate（4α-PDD）
が、in vivoおよび in vitro両実験系において、
LPS 誘発ミクログリア活性化を抑制するこ
と、TRPV4 開口刺激による Na+流入がミク
ログリアの膜電位を脱分極させ、Ca2+流入の
駆動力を減弱させることを見出し、TRPV4

を介した脱分極刺激がミクログリア活性化
を抑制することを明らかにした（原著論文 7）。 

 

(5) アストロサイトの TRPC3  

これまでの検討において、ラット培養アス
トロサイトにおいて機能的な TRPC3 が発現
し、アストロサイトの形態変化や炎症誘発性
蛋白 S100B の発現増強および細胞増殖作用
に関与することを報告してきた。本研究では、
出血性脳機能障害に対する TRPC3 選択的阻
害薬 Pyr3 の影響について検討した。脳内出
血モデルとして、コラゲナーゼあるいは自家
血を線条体内注射し、神経機能障害や運動機
能障害を検討した。その結果、いずれのモデ
ルにおいても、neurological deficit score

（NDS）での神経機能障害、および、ロープ
グリッド試験やロータロッド試験での運動
機能障害、さらに、脳障害領域および脳浮腫
が、Pyr3 を脳室内および腹腔内投与により有
意に改善された。さらに、血腫周辺部の S100

陽性アストロサイトおよび Iba1 陽性ミクロ
グリアの細胞数増加が、Pyr3 投与により減少
した。ミクログリアにおける TRPC3 の発現
が認められないことや、これまでの検討から、

Pyr3はアストロサイトに発現するTRPC3を
阻害することにより、アストロサイトの異常
活性化を抑制し、その後惹起されるミクログ
リアの活性化や脳機能障害を抑制したもの
と考えられる（原著論文 2）。 

 

(6) オリゴデンドロサイトに発現する TRP

チャネル群 

多発性硬化症等の脱髄性疾患においても慢
性疼痛が生じることが知られている。多発性
硬化症病変部位ではオリゴデンドロサイト
前駆細胞（OPC）が認められ、ミエリン鞘の
損傷を修復すると考えられている。本研究で
は、OPC の増殖・分化と TRP チャネルとの
関連性を検討するため、OPC 培養系を確立し、
TRP チャネルの発現、Ca2+応答を検討した。
その結果、培養条件により若干変化はあるも
のの、培養 OPC では、 TRPM2/3/7 、
TRPV1/2/3/4 、 TRPC1/3/4/5/6 の 発 現 が
RT-PCR 法により確認できた。また、Ca2+イ
メージング法により、TRPV4 選択的アゴニ
ストである GSK1016790A 処置により、濃度
依存的に Ca2+応答が惹起されるとともに、
TRPV 阻害薬である Gd3+によりこの Ca2+応
答は抑制された（学会発表 10）。 
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