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研究成果の概要（和文）：難治性慢性疼痛である神経障害性疼痛は非ステロイド抗炎症薬やオピオイドが奏効せ
ず、その原因解明と治療薬の開発が望まれている。この病態は神経障害に端を発する。ダメージを受けた細胞が
放出する分子群は、ダメージ関連分子パターンと呼ばれ、パターン認識受容体（PRR）を刺激し病態形成のトリ
ガーを引くと考えられる。本研究では、PRRの神経障害性疼痛発症における役割について調べた。ある種のPRR遺
伝子欠損マウスでは、末梢神経損傷後の疼痛行動が減弱していた。また、そのPRRは損傷部位に浸潤してきた免
疫細胞に発現していた。これらの結果から、このPRRが神経障害性疼痛発症に寄与することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Neuropathic pain is a type of chronic pain that usually does not respond to 
non-steroidal anti-inflammatory drugs and opioids. Thus, better treatments for this condition are 
eagerly sought. Neuropathic pain result from damage to the nervous system. Molecules released from 
damaged cells are called damage-associated molecular patterns and are able to trigger pathogenesis 
of this disease through stimulating pattern recognition receptors (PRRs). In this study, we 
investigated roles of PRRs on the pathogenesis of neuropathic pain. Mice lacking a certain PRR 
showed impaired pain hypersensitivity after peripheral nerve injury. Cells that expressed the 
receptor were identified as infiltrating leucocytes in injured nerve. These results suggest that the
 PRR investigated here contribute the pathogenesis of neuropathic pain.

研究分野：神経生理学

キーワード： 神経障害性疼痛　パターン認識受容体　神経免疫連関　疼痛学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 痛みは不快な感覚であるが、身体への有
害刺激を感知し、その刺激から逃避するため
の警告系として、なくてはならない重要な働
きをしている。しかし、慢性化した痛みには、
そのような本来の役割はなく、ただ患者の
QOL を著しく低下させるのみである。神経
障害が原因となり難治性の慢性疼痛となっ
てしまうケースがある。例えば、帯状疱疹後
神経痛、糖尿病性神経障害による痛み、術後
痛、抗がん剤による神経障害による痛み等が
含まれる。患者は自発痛や痛覚過敏、さらに
何かが触れただけで痛みが生じる異痛症（ア
ロディニア）等の症状に苦しめられる。神経
障害性疼痛は、非ステロイド性消炎鎮痛薬
（Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drug、
以下 NSAIDs）やオピオイド等の既存の治療
薬が奏効しないケースがあり、その原因解明
と治療薬の開発が望まれている。 
 
(2) 体内の組織で障害が起こった際、最初に
それを検知するのは自然免疫細胞であり、そ
れらの細胞に発現しているパターン認識受
容体（pattern recognition receptor、以下
PRR）が重要な役割を担っている。これらの
PRR は当初病原体特有の分子パターン
（pathogen associated molecular patterns、
以下 PAMPs）を認識する受容体として研究
されてきた。しかし、PAMPs だけでなくダ
メージを受けた細胞が放出する分子のパタ
ー ン （ damage associated molecular 
patterns、以下 DAMPs）も認識することが
分かり、病原体感染によらない体内の炎症や
ストレスによる組織障害・細胞へのダメージ
の際にも、それらを認識して免疫応答をトリ
ガーする。DAMPsは PRRsの内因性リガン
ドである。これらの PRRsの内、最も研究が
進んでいるのはトル様受容体（Toll-like 
receptor、以下 TLR）である。この受容体 10
以上の分子からなるファミリーを形成して
おり、その内 TLR4 はもともと代表的な
DAMPs の一つである細菌の細胞壁成分のリ
ポポリサッカライド（Lipopolysaccharide、
以下 LPS）を認識する分子として盛んに研究
されてきた。現在では内因性リガンドも発見
され、生活習慣病や慢性疾患への関与も知ら
れている。また、神経障害性疼痛との関与も
報告されている。 
 
(3) 近年 TLR以外の PRRも研究が盛んに行
われている。これらの PRR は細胞内のシグ
ナ ル 伝 達 に ITAM （ Immunoreceptor 
tyrosin-based activation motif）を有するこ
とから ITAM関連受容体とも表現される。こ
のモチーフはT細胞受容体やB細胞受容体に
会合しているシグナル伝達分子に存在する
ことが以前から知られており、研究の対象と
されてきたが、それ以外にも多種多様な PRR
と会合することが知られる様になった。TLR
が 10 数種類であるのに対し、ITAM 関連受

容体は 30 種類以上に上り、より多くの
PAMPs や DAMPs を認識できることが予想
される。これらの受容体のうち、それ自体に
ITAMを持つものは一部であり、その多くは
ITAM を持たないが、 ITAM を有する
DNAX-activating protein of 12 kDa （以下
DAP12）や Fc 受容体γ鎖（Fc Receptorγ
chain、以下 FcRγ）と会合することにより
シグナルを伝えている。上述したように TLR
と神経障害性疼痛の関連は既に報告されて
いるが、ITAM受容体とのこの病態との関連
はごく限られた情報のみである。 
 
２．研究の目的 
我々は、神経障害性疼痛発症における PRR
の役割について研究を行ってきている。我々
が PRR に注目した理由は、組織損傷から神
経障害性疼痛の病態へと至る過程のトリガ
ーとなるメカニズムを探るためである。上述
したように、体内で組織損傷が起こった際に
最初にそれを検知するのは自然免疫細胞で
あり、損傷による DAMPsを認識するのは免
疫細胞（のみではないが）上の PRRである。
これまでの研究から、様々な分子が関与して
いることが知られているが、それらの報告を
踏まえると、様々な分子が同時並行的にイベ
ントを起こしていくようなカスケードが幾
重にも存在している可能性がある。そして、
それらをトリガーするには PRR が必要とな
る。PRRの役割を明らかにすることで、神経
障害性疼痛発症のメカニズムの一端を明ら
かにすること、また、それを基に新規治療
法・治療薬開発の可能性を探ることが目的で
ある。これまで我々は、ITAM受容体の会合
分子である DAP12や FcRγの遺伝子欠損マ
ウス（以下 KOマウス）を用いて、それらの
分子の神経障害性疼痛における役割を研究
してきた。FcRγKO マウスでは、神経障害
性疼痛モデルにおいて疼痛様行動の出現が
軽減した。今回は、FcRγに会合することが
知られている ITAM 関連受容体の一つ
Mincle （ macrophage-inducible C-type 
lectin）の神経障害性疼痛における役割を明
らかにする。これまでに我々は、予備実験に
おいて Mincle KO マウスで神経障害性疼痛
が減弱することを見出していた。神経障害処
置後の Mincle の経時的発現パターンを明ら
かにし、また、発現細胞を同定する。さらに、
Mincle 欠損が他の疼痛関連分子の発現に及
ぼす影響を調べることで、Mincleの神経障害
性疼痛における役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) Mincle KO マウスの神経障害性疼痛モデ
ルにおける表現型。 
 本実験で用いた神経障害性モデルは、L4
脊髄神経を切断することによって作製した。
疼痛行動の評価にはvon-Freyフィラメントを
用い、50％閾値の測定を行った。 
 



(2) Mincle mRNAの時間的発現パターンと発
現細胞の同定。 
野生型マウスを用いて神経障害性疼痛モ
デルを作製し、様々な時間経過で組織を採取
し、Mincle mRNAの発現を Real time PCRを
用いて調べた。組織は脊髄と後根神経節
（Dorsal root ganglia、以下 DRG）を用いた。
組織の採取に当たっては、麻酔下のマウスを
開胸し、心臓から RNAlater®（RNA安定化剤）
を心臓から全身に灌流した後に行った。当初
の DRG サンプルでは、切断された脊髄神経
を含めていたが、後に DRG と脊髄神経を分
けた解析を行った。 

Mincle mRNA の発現や発現細胞を同定す
る目的で組織学的検討もおこなった。脊髄神
経損傷部位及び DRG 組織をヘマトキシリン
染色し、浸潤細胞の有無を観察した。また、
In situ ハイブリダイゼーション法により
Mincle mRNA 発現細胞を組織学的に同定し
た。また、Mincle mRNA陽性細胞がどのよう
な細胞かを同定するため、単球／マクロファ
ージと好中球のマーカー分子に対する抗体
（それぞれ抗 F4/80 抗体、抗 Ly6G 抗体）を
用いて免疫組織化学染色を行った。 

 
(3) フローサイトメトリーによる浸潤細胞の
定量と同定。 
切断脊髄神経及び DRG に浸潤してくる細
胞がどのような細胞であるかを同定するた
めにフローサイトメトリーを用いて解析し
た。抗 CD11b抗体、抗 F4/80抗体、抗 Ly6G
抗体を用い、CD11b+/F4/80+細胞を単球／マク
ロファージ、CD11b+/Ly6G+細胞を好中球とし
た。 
 
(4) 疼痛関連分子遺伝子発現の検討。 

Real time PCR法により、Mincle KOマウス
においてこれまでに報告されている疼痛関
連遺伝子の発現に変化がないかを調べた。調
べた組織はこれまでの報告から脊髄神経、
DRG、脊髄後角を選択した。インターロイキ
ン（Interleukin、以下 IL）-1β、IL-6、腫瘍壊
死因子（Tumor Necrosis Factor、以下 TNF）-
α、マクロファージコロニー刺激因子
（Colony-Stimulating Factor、以下 CSF）-1、
CCL（CC Chemokine Ligand）2等のサイトカ
インやケモカイン、ミクログリアのマーカー
として知られている ionized calcium-binding 
adaptor molecule-1（以下 Iba1）やその活性化
や機能に関与すると考えられている P2X4 受
容体、P2Y12 受容体、 interferon regulatory 
factor-5（以下 IRF5）、Brain derived neurotrophic 
factor（以下 BDNF） についてその発現を調
べ た 。 そ の 際 、 内 部 標 準 に は
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（以
下 Gapdh）を用いた。 

 
(5) 内因性リガンドの検索。 
 神経障害性疼痛モデルにおける Mincle の

内因性リガンドを検索するため、受容体への
刺激を GFP の発現として検出できるレポー
ター細胞を用いた実験を行った。上述したよ
うに、この疼痛モデルは脊髄神経を切断して
作製する。神経切断後に遊離されると思われ
る内因性リガンドの産生部位を脊髄神経と
脊髄後角について調べた。 
 
４．研究成果 
(1) Mincle KO マウスの神経障害性疼痛モデ
ルにおける表現型。 
 von-Freyフィラメントを用いた機械刺激に
よるMincle KOマウス逃避行動の50％閾値を
調べたところ、何も処置をしていない状態で
は、野生型マウスと差は見られなかった。従
って、Mincleの遺伝子欠損は通常の痛みの感
覚には影響を及ぼさないことが明らかとな
った。野生型マウスと KO マウスの L4 脊髄
神経を切断し、神経障害性疼痛を誘導したと
ころ、野生型マウスでは 50％閾値の著しい低
下（アロディニア）が観察されたが、KO マ
ウスでは閾値の低下が有意に減弱していた
（図１）。従って、Mincle は神経障害性疼痛
発症に関与することが明らかとなった。 

 
(2) Mincle mRNAの時間的発現パターンと発
現細胞の同定。 
 研究開始当初、我々は脊髄後角のミクログ
リアに Mincle が発現するのではないかと予
想していた。その理由は、ミクログリアがこ
の疼痛モデルにおいて増殖・活性化して疼痛
発生に寄与することが知られていたこと、ま
た、Mincleを発現するマクロファージと性質
が近く、脳内のマクロファージと呼ばれてこ
とであった。その予想を基に脊髄後角の
mRNAを抽出し Real time PCR法で測定した
結果、予想に反して脊髄後角では Mincle 
mRNA上昇は検出感度以下であり、神経損傷
後においても、上昇は見られなかった。その
結果を受け、DRGでの発現を検討した。その
結果、神経損傷 3時間後から上昇が確認され、
6-12 時間でピークに達し、3 日後にはかなり
収束することが明らかとなった（図２）。こ
の段階では DRG と脊髄神経を分けていなか
ったため、それらを分けて測定した結果、主
な産生部位は切断された脊髄神経であるこ
とが明らかとなった。 

図１．神経障害
性疼痛モデルに
おける Mincle 
KO マウスの疼
痛行動。 
野生型と比較し
て閾値の低下が
減弱している。 



 切断された脊髄神経で Mincle mRNA がど
のように分布し、そのような細胞に発現して
いるのかを調べるため、In situハイブリダイ
ゼーションを行った。その結果、Mincle mRNA
のシグナルは切断部位付近に集中し、そこへ
浸潤してきた免疫細胞に発現している可能
性が高いことが示唆された。これを確認する
ため、In situハイブリダイゼーションと免疫
組織化学染色を組み合わせた染色を行った。
先行研究により、これらの浸潤細胞は好中球
やマクロファージであることが知られてい
たため、それぞれ抗 Ly6G 抗体と抗 F4/80 抗
体を用いた。その結果、12時間後の損傷脊髄
神経の切片では好中球、3 日後の同切片には
マクロファージの浸潤が確認された。これら
の細胞が Mincle mRNA のシグナルと共存し
ていることが観察され、好中球とマクロファ
ージが Mincle を発現していることが明らか
となった。 
 
(3) フローサイトメトリーによる浸潤細胞の
定量と同定。 
 組織学的検討により好中球とマクロファ
ージが Mincle を発現している浸潤細胞であ
ることが明らかとなったことを受け、これら
の定量を試みた。当初、組織切片で細胞数の
カウントを試みた。ヘマトキシリン染色によ
り分葉化した核を持つ典型的な好中球の像
を観察することが出来た（図３）。しかし非

常に小さいマウスの脊髄神経の均質な切片
を作製することはかなり難易度が高かった。
そのためフローサイトメトリーを用いた浸
潤細胞の定量を行った。神経を切断した脊髄
神経と DRG について浸潤細胞を測定した結
果 、 24 時 間 後 の 脊 髄 神 経 に お い て
CD11b+/Ly6G+の好中球の有意な増加が、また、
3日後の DRGにおいて CD11b+/F4/80+の単球
／マクロファージの有意な増加が検出され
た。 

(4) 疼痛関連分子遺伝子発現の検討。 
 Mincle は好中球やマクロファージの浸潤
には影響しないと考えられたことから、
Mincle下流の遺伝子発現や、その後に続くイ
ベントでの遺伝子発現が変化すると考えら
れた。そのため、これまで報告されている疼
痛関連遺伝子について Real time PCR法によ
り測定を行った。予想に反して、切断部位（脊
髄神経）における IL-1β、IL-6、TNF-α及び
CCL2 の発現上昇には野生型と KO マウス間
に差が見られなかった。一方 DRG では、調
べた多くの遺伝子について発現上昇に差は
見られなかったものの、ある種サイトカイン
についてMincle KOマウスでの発現上昇が有
意に減弱していたことが明らかとなった。さ
らに、脊髄においては、ミクログリアのマー
カーである Iba1の発現は野生型とKOマウス
の間に差は見られなかった。このデータは免
疫組織化学染色でのミクログリアの増殖を
調べた結果と一致していた。また、炎症性サ
イトカイン等の遺伝子にも野生型と KOマウ
ス間における差は検出されなかった。しかし、
ミクログリアの活性化に関わるとされるあ
る種の遺伝子について発現上昇が KOマウス
において有意に減弱していたことが明らか
となった。 
 
(5) 内因性リガンドの検索。 
 上述したように、当初我々は脊髄ミクログ
リアにMincleが発現すると予想していた。そ
の予想に基づいて脊髄の抽出物を用いて
Mincleレポーター細胞を刺激したが、陽性の
応答は検出できなかった。その後Mincleの発
現部位や発現細胞が明らかになったことを
受け、末梢神経の抽出物を用いてレポーター
細胞の刺激を行った。弱いながら GFP陽性細
胞を検出したケースもあったが、未だ結論に
至らず、結果としてリガンドの同定には至ら
なかった。近年Mincleの内因性リガンドとし
てβ-glucosylceramide（以下β-GlcCer）とい
う糖脂質が同定された。β- GlcCerを含む糖
脂質は脳などの神経系に豊富に存在するこ
とが知られており、その代謝異常はゴーシェ
病の原因となる。神経障害性疼痛モデルの切
断脊髄神経における内因性リガンドがβ- 
GlcCerである可能性も高いと考えられる。 
 
(6) まとめ（図４）。 
パターン認識受容体の一つである Mincle は、
その KOマウスにおいて末梢神経損傷による
神経障害性疼痛の表現型が減弱していたこ
とから、この病態発症に関与していると考え
られた。Mincleは損傷した神経に浸潤してく
る好中球やマクロファージに発現しており、
（おそらく損傷部位にある）内因性リガンド
により刺激を受け、これらの浸潤細胞を活性
化する。それがある種の連鎖反応をトリガー
し、浸潤細胞のMincle依存性活性化の結果に
よる因子は、DRGでのある種のサイトカイン
の発現に、脊髄ではある種のミクログリア活

図２．DRG（切断
脊髄神経を含む）
における Mincle 
mRNA の発現誘
導。 
処置前の発現量を
基準として、L4脊
髄神経切断後の発
現量がおよそ 100
倍弱まで増加す
る。 

図３．切断脊
髄神経のヘマ
トキシリン染
色像。分葉化
した核を持つ
好中球の浸潤
（矢頭）。 



性化因子の発現を促進し、疼痛の発現に寄与
していると推察される。この結果は、DRGに
おけるこのサイトカインのブロックにより
神経障害性疼痛が抑制されるという報告と
一致する。また、脊髄神経における Mincle
の発現・活性化は DRG を介して脊髄に影響
を及ぼしている可能性が高いと考えられる。
このサイトカインは DRG ニューロンで発現
しているという報告もあるので、脊髄へ投射
している軸索末端からこのサイトカインが
放出される可能性もある。その場合、このサ
イトカインがミクログリア活性化因子の発
現を調節している可能性もあるが、それを明
らかにするためにはさらなる研究が必要で
ある。また、脊髄神経における Mincle の発
現・活性化が何らかの方法で直接脊髄に影響
を及ぼしている可能性を完全に否定するこ
とは出来ない。さらに、今回調べた遺伝子以
外の関与を否定することは出来ないため、そ
れぞれの部位で、同定することができなかっ
た他の因子も関与する可能性は多分に残っ
ており、その全貌を明らかにするためにはさ
らなる研究が必要である。 
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