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研究成果の概要（和文）：遺伝子Unc93b1の点突然変異をもつ3dマウスではTLR3, TLR7ならびにTLR9のエンドソームへ
の移行が障害されており、これらのTLRのリガンドに対する応答が欠如している。この3dマウスを用い、TLRの神経障害
性疼痛における役割を解析した結果、3dマウスは神経障害性疼痛に抵抗性を示した。また、野性型マウスでは末梢神経
障害に伴ってIFN-γ、IL-1βならびにTNF-αが有意に増大したが、3dマウスではIL-10ならびにArginase-1が有意に増
大した。以上の結果より、末梢神経障害に伴って3dマウスではM2フェノタイプが誘導され、神経障害性疼痛に対して抵
抗性を示すものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：3d mice have defective signaling via TLR3, TLR7 and TLR9 due to the mutation of Un
c93b1. In this study, the roles of these receptors on the induction of neuropathic pain were elucidated us
ing 3d mice. 3d mice had statistically significant higher pain threshold as comparison with that of wild-t
ype mice. In wild-type mice, the mean expression levels of inflammatory molecules in the spinal cord were 
significantly increased following peripheral nerve injury. In contrast, the mean expression levels of anti
-inflammatory molecules were significantly increased in the spinal cord of 3d mice following peripheral ne
rve injury. These observations suggest that spinal microglia of wild-type mice polarize to M1 phenotype fo
llowing peripheral nerve injury through activation of TLR9. On the other hand, spinal microglia in 3d mice
 polarize to M2 phenotype following peripheral nerve injury, inducing resistance to neuropathic pain.
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内の小胞体に局在する Toll 様受容体
（TLR）ファミリーのTLR3、TLR7ならびにTLR9
は病原体感染にともなってエンドソームに
移行し、病原体由来の核酸に応答する。最近、
TLR3、TLR7 ならびに TLR9 のリガンドに対す
る応答の欠如した変異（3D）マウスが病原体
感染には無関係の難治性慢性疼痛に抵抗性
を示すことを見出した。TLR3 は 2 重鎖 RNA、
TLR7 は 1 重鎖 RNA、TLR9 は 1 重鎖 DNA をそれ
ぞれ特異的に認識することから、「細菌の DNA
に構造の類似したミトコンドリアDNAがTLR9
のリガンドとなり活性化シグナルを誘導す
ることで難治性疼痛を発症させる」という着
想に至った。 
 
２．研究の目的 
 「ミトコンドリア DNA が TLR9 のリガンド
となり自然免疫システムを異常に活性化す
ることで難治性慢性疼痛を引き起こす」とい
う仮説に対するエビデンスを確立すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 遺伝子Unc93b1の点突然変異をもつ3dマウ
スではTLR3, TLR7ならびにTLR9のエンドソー
ムへの移行が障害されており、このためこれ
らのTLRのリガンドに対する応答が欠如して
いる。この3dマウスを用いて疼痛に対する感
受性を野生型マウスと比較した。 
 
４．研究成果 
 まず熱過敏性に対する比較を行った結果、
後肢足裏の皮内への生理食塩水注入群では後
肢を引っ込める潜時に有意な差は認められな
かった。ところが、後肢足裏の皮内へのアジ
ュバンド注入群では3dマウスは野生型マウス
に比べて有意に長い潜時を示した。さらに神
経障害性ならびに炎症性疼痛モデルにおいて
疼痛閾値の比較を行った。神経障害性疼痛は
脊髄神経L4レベルでの切断により作成し、炎
症性疼痛は後肢足裏の皮内へのアジュバンド
注入により作成した。その結果、どちらの慢
性疼痛モデルにおいても3dマウスは野生型マ
ウスに比べて有意に高い疼痛閾値を示した
（図1）。 
 
 

 
 

 抗Iba1抗体を用いたミクログリアの免疫染
色の結果、野生型マウスでは神経障害に伴っ
て脊髄後角ミクログリアは活性化して数の増
大ならびに形態変化を示すが、3dマウスでは
脊髄後角ミクログリアの活性化は有意低下し
ていた（図2）。 
 

 
 また、ミクログリアの活性化の指標として
IL-1βの免疫染色を行った結果、脊髄後角ミ
クログリアにおけるIL-1β の発現は野生型
マウスでは認められたが3dマウスでは認めら
れなかった。また、脊髄後角においてUnc93b1
は主にミクログリアに発現していた。次に、
定量的RT-PCR法を用い、脊髄後角における炎
症性分子（IFN-γ、IL-1βならびにTNF-α）なら
びに抗炎症性分子（IL-10ならびにArginase 
-1）の発現レベルを定量的に解析した。その
結果、野性型マウスでは末梢神経障害に伴っ
てIFN-γ、IL-1βならびにTNF-αの発現レベルが
有意に増大したが、IL-10ならびにArginase-1
に変化は認められなかった。一方、3dマウス
では末梢神経障害に伴う炎症分子の発現レベ
ルに変化はなかったが、IL-10ならびに
Arginase-1の発現レベルが有意に増大した
（図3）。 
 

 
 次にTLR9の内因性リガンドについて解析を
行った結果、末梢神経障害に伴うミトコンド
リアDNAの増加は認められなかったが、TLR9
のリガンドとなることが知られているHMGB1
が脊髄後角で増大することが示唆された。 
 以上の結果より、末梢神経障害に伴って増
大したHMGB1が脊髄ミクログリアに取り込ま
れ、TLR9を活性化することで脊髄ミクログリ
アのM1フェノタイプの誘導を引き起こすこと
が示唆された。一方、3dマウスではM1フェノ
タイプの誘導は抑制されており、M2タイプの
誘導が生じることで神経障害性疼痛に抵抗性
を示すものと考えられる。 
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