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研究成果の概要（和文）：本研究では神経－血管新生ネットワークに基づく、慢性疼痛の分子メカニズム解明を目的と
した。末梢神経傷害後にはマクロファージや好中球などの免疫細胞が浸潤し、血管新生促進因子であるVEGFを産生して
いた。組織化学的解析により、傷害後の末梢神経では病的な血管新生の亢進が観察され、これはVEGFシグナルによる血
管内皮細胞の増殖により裏付けられた。薬理学的にVEGFシグナルを抑制阻害すると、神経傷害に伴う慢性疼痛が改善さ
れた。結論として、傷害神経におけるVEGFシグナル依存的な異常血管新生は慢性疼痛の増悪因子であることが明らかに
なった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we determined the molecular mechanism of chronic pain through 
relationship between neuron and angiogenesis. Macrophages and neutrophils were accumulated into 
peripheral nerves after injury, and they produced vascular endothelial growth factor (VEGF). We 
identified the progression of pathological angiogenesis in the injured nerves using immunohistochemistry, 
and these phenomenon was confirmed by proliferation of endothelial cells by VEGF signaling. Moreover, 
pharmacological inhibition of VEGF signaling was able to prevent injury-induced chronic pain. In 
conclusion, we propose that VEGF signaling-dependent pathological angiogenesis in the injured peripheral 
nerves might be key component of chronic pain.

研究分野： 薬理学、疼痛学
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１．研究開始当初の背景 

（１）神経系の損傷や機能障害に起因する慢
性疼痛は従来の鎮痛薬に抵抗性を有し、新規
治療戦略に繋がる創薬シーズが探索されて
いる。近年では疼痛伝達経路における神経、
グリア細胞および免疫細胞のクロストーク
を介した慢性炎症が慢性疼痛に重要な役割
を果たすとされており、その分子基盤解明が
疼痛研究における重要課題である。 

 

（２）申請者らはサイトカインネットワーク
が仲介する末梢神経炎症（末梢感作）の重要
性を提唱してきた。末梢脂肪細胞由来アディ
ポカインであるレプチンがグリア細胞およ
び免疫細胞を活性化し、慢性疼痛の形成に重
要な役割を果たすことを見出している。また
レプチンシグナルに依存するマクロファー
ジ炎症性タンパク質などのケモカイン発現
変動が慢性疼痛の形成を担っており、それら
はエピジェネティクス制御により調節され
ていることを世界で初めて明らかにしてい
る（PNAS 2009; Pain 2010）。アディポカイ
ン－ケモカインネットワークの調節機構お
よび標的細胞応答を含めた総合的理解を深
めることにより、治療への応用を視野に入れ
た慢性疼痛研究の更なる発展が期待できる。 

 

２．研究の目的 

（１）本研究では、末梢感作依存的な慢性疼
痛制御を担う神経―血管新生ネットワークの
分子基盤を解明すると共に、末梢性慢性疼痛
形成機構の総合的理解を目的とした。種々の
サイトカインにより制御される血管新生は
エネルギー供給および免疫細胞の局所輸送
を担い、損傷治癒において重要な役割を果た
す。その一方、悪性腫瘍の微小環境において
血管新生は炎症を増悪し、腫瘍増殖を促進す
る。よって血管新生は神経傷害後の末梢感作
においても重要な役割を果たすことが示唆
される。申請者らは傷害後の末梢神経におい
て免疫細胞（単球、好中球、リンパ球）の浸
潤を確認している。さらに血管内皮細胞マー
カーであるCD31および血管新生因子である
血管内皮細胞増殖因子（VEGF）の発現増加
が起こることを既に明らかにしており、傷害
により破綻した神経―血管ネットワークの再
構築が末梢感作に重要であることを裏付け
ている（図１）。 

（２）以上の点を踏まえ、傷害により増加す
る疼痛メディエーターと神経―血管新生ネッ
トワークの時間・空間的な制御機構との関連
性は慢性疼痛の病態理解に重要な要素であ
ると考えられる。本研究により疼痛研究にお
いて過去に類を見ない新たな知見を提供し、
慢性疼痛制御機構の解明と新規治療戦略の
確立が期待できる。 

 

３．研究の方法 

（１）坐骨神経部分結紮：ICR 系雄性マウス
（20-25 g）を用い、ペントバルビタール麻酔
下にて後肢坐骨神経の約 1/3 を縫合糸できつ
く結紮した。使用薬物は PBS または DMSO

に溶解し、坐骨神経周囲に投与液量を 10 l

として局所投与した。 

 

（２）RT-リアルタイム PCR：坐骨神経より
総 RNA を抽出し、cDNA を作製した。SYBR 

Green の蛍光強度を指標とした定量的リア
ルタイム PCR を行い、各々の mRNA 発現を
定量化した。 

 

（３）組織化学解析：深麻酔下にて 4%パラ
ホルムアルデヒドによる灌流固定後、蛍光色
素 DiI を灌流して血管内皮細胞を標識した。
摘出した坐骨神経組織をCD31抗体にて染色
し、倒立型蛍光顕微鏡にて蛍光を観察した。
また坐骨神経の凍結組織切片を作成し、各々
の特異的抗体と共にインキュベートした。共
焦点レーザー顕微鏡にて目的タンパク質の
発現を評価した。 

 

（４）クロマチン免疫沈降：坐骨神経よりヒ
ストン-DNA 複合体を調整した。アセチル化
およびメチル化ヒストン H3 特異的抗体を用
いて免疫沈降を行い、DNA を抽出した。プ
ロモーター領域に特異的なプライマーを用
いたPCRにより、ヒストン修飾を評価した。 

 

（５）疼痛行動評価：金網上で馴化させたマ
ウスの後肢足底中央を屈曲圧 0.07 g または
0.16 g の von Frey フィラメントで刺激し、
逃避反応を示した回数の増加により触アロ
ディニアを評価した。強化ガラス板上で馴化
させたマウスの後肢足底中央に放射熱を照
射し、逃避反応を示すまでの潜時の短縮によ
り熱痛覚過敏を評価した。 

 

４．研究成果 

（１）マクロファージおよび好中球における
VEGFA 発現増加：マウスの坐骨神経に部分
結紮を施すと、傷害部位における VEGFA 

mRNA の発現増加が認められた。同様に
VEGFA タンパク質の発現増加も観察され
（図２）、その産生源は血中より傷害部位に
浸潤したマクロファージおよび好中球であ
ることが示された。 

 

（２）ヒストン修飾に基づく VEGFA 発現増



加機構：VEGFA の発現調節機構について検
討したところ、そのプロモーター領域におい
て遺伝子転写を促進性に制御するヒストン
H3 のアセチル化（K9）やトリメチル化（K4）
が生じていた。末梢神経傷害後に集積するマ
クロファージおよび好中球において、ヒスト
ン修飾変化に依存した VEGFAの発現増加が
示唆された。 

 

（３）傷害坐骨神経における VEGF 受容体発
現増加：VEGF 受容体には VEGFR1 および
VEGFR2 が知られており、傷害坐骨神経にお
いてはその両者の発現が認められた。
VEGFR1 はマクロファージおよび血管内皮
細胞に発現しており、一方で VEGFR2 は血
管内皮細胞にのみ局在していた。 

 

（４）傷害坐骨神経における異常血管新生の
亢進：蛍光色素 DiI を用いて血管内皮細胞を
標識する組織化学解析により、傷害坐骨神経
における長期的な病的血管新生が観察され
た（図３）。この血管新生は血管内皮細胞の
増加によっても裏付けられた。傷害末梢神経
における血管新生の亢進は慢性神経炎症の
重要な構成要素であることが示唆された。 

 

（５）神経障害性疼痛における VEGF シグナ
ルの関与：坐骨神経傷害により惹起される触
アロディニアおよび熱痛覚過敏は、VEGFA

中和抗体を傷害部位に局所投与することに
より抑制された。VEGFR チロシンキナーゼ
阻害薬もまた、神経障害性疼痛に対する抑制
効果を有していた。よって VEGF シグナルは
神経障害性疼痛に関与することが示唆され
た。 

 

（６）まとめ：本研究の結論として、傷害末
梢神経に浸潤するマクロファージおよび好
中球において VEGFA が発現増加し、マクロ
ファージまたは血管内皮細胞に発現する
VEGFR を介して病的血管新生が誘導される

（図４）。この VEGFA-VEGFR シグナルは
末梢神経感作に基づく神経障害性疼痛の重
要な病態分子基盤であることが明らかとな
った。 
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