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研究成果の概要（和文）：本研究では、ほぼ全ての細胞が分泌する膜性小胞であるエクソソームが、標的細胞へ
取り込まれて内包するRNA分子を運搬する性質に着目し、一次感覚神経に選択的にmicroRNA(miRNA)の関連分子を
作用させることによる神経障害性疼痛の新しい治療法の基盤形成を目指した。変形性関節症モデルを用いて疼痛
に伴って関節液に分泌されると予測される複数のmiRNAを同定した。このうちmiR-21が一部の一次感覚神経細胞
に存在するToll-like receptor (TLR) 7に作用し、疼痛を惹起する可能性が明らかとなった。従って、miR-21を
阻害する核酸医薬は疼痛の新規治療薬となりうると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Exosomes are extracellular vesicles containing RNAs and proteins, and play a
 role in cell-to-cell communication. Therefore, they can work as a target-specific drug delivery 
system for RNA medicine. MicroRNA (miRNA) post-transcriptionally regulates the expression of many 
specific genes. In this study, we searched for potential miRNAs present in exosomes as candidates to
 develop novel drugs for the treatment of neuropathic pain. In knee osteoarthritis (OA) model rats 
with neuropathic pain, we found that the miRNA miR-21 was released from the synovial tissue and 
increased in the synovial fluid in OA model rats. A single intra-articular injection of miR-21 
inhibitor (modified RNAs) exerted long-term analgesia in OA rats, while miR-21 injection caused knee
 joint pain through Toll-like receptor 7, which was expressed in the primary afferent neurons in 
naive rats. These results suggest that miR-21-blocking nucleic acids have a clinical potential 
against OA with neuropathic pain.

研究分野：神経薬理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん、糖尿病あるいは外傷など様々な疾患に起因する難治性神経障害性疼痛に対する疼痛管理は、現在の医療に
おいて患者のQOL を改善するために重要な課題の1 つである。現在使用されている抗てんかん薬、抗うつ薬やオ
ピオイド等の鎮痛薬は効果が限定的であり、有害反応も少なくない。さらに、これらの治療薬は本疾患の病態に
基づく合理的かつ特異的な治療手段となり得ていない。本研究の成果は、病態生理に基づき、miRNA関連分子に
よる新たな神経障害性疼痛に対する治療薬の開発基盤を提供する点で、学術的・社会的意義が大きいと考えられ
る。



1. 研究開始当初の背景 

難治性神経障害性疼痛に対する疼痛管理は、患者の QOL を改善するために重要な課題の 1 つである。現

在使用されている抗てんかん薬、抗うつ薬やオピオイド等の鎮痛薬は、効果が限定的であり、有害反応も

少なくない。さらに、これらの治療薬は本疾患の病態に基づく合理的かつ特異的な治療手段となり得てい

ない。一方、疾患病態モデル動物を用いた解析から、様々な新規治療法の可能性が見いだされてきている。

従って、こうした新知見に依拠し神経障害性疼痛の病態に基づいた特異的治療手段の開発が望まれている。  

神経障害性疼痛において、タンパク質をコードしない非翻訳 RNA (ncRNA)の 1 種である microRNA(miRNA)

が病態に関与することが示されている(Sakai & Suzuki, 2014)。我々は神経障害性疼痛モデルにおいて、

一次感覚神経の miR-7a が低下し、標的である Na+チャネルβ サブユニットの発現を上昇させ、一次感覚

神経の興奮性を亢進することを見いだした(Sakai et al., 2013)。さらに、miR-7a をアデノ随伴ウイル

ス(AAV)ベクターを用いて一次感覚神経に遺伝子導入することにより疼痛を緩和することも世界に先駆け

て報告した。すなわち ncRNA は新しい治療薬候補となり得るが、実用化には核酸を運ぶ安全で特異性の高

い薬物輸送システム(DDS)が必要とされる。 

 近年、核酸やタンパクを含有する膜性の小胞であるエクソソームが細胞外へと分泌され、エクソソーム

の細胞内への取り込みや細胞膜への融合により内容物が細胞内へ放出されることが明らかにされてきて

いる。エクソソームは体内において高い安定性を有しており、効率よく取り込まれることから、新たな DDS 

としての可能性が考えられるが、報告はない。 

 

2. 研究の目的 

本研究では、一次感覚神経細胞において神経障害性疼痛で変動する miRNA を同定し、関連分子を一次感覚

神経に選択的に導入可能なエクソソームの作製を試み、核酸医薬の DDS としての実現可能性を検討するこ

とを目的とした。これらの研究を通して、多くの標的分子をまとめて制御可能な miRNA 関連分子を基にし

た、神経障害性疼痛に対する新たな治療薬の開発基盤を提供する。 

 

3. 研究の方法 

1) エクソソームの回収と同定 

エクソソーム産生細胞として HEK 培養細胞あるいは一次感覚神経の初代培養細胞を用いて ExoQuick-TC 

(System Biosciences 社)もしくは Total Exosome Isolation Reagent（Thermo Fisher Scientific 社）

によりエクソソームを回収した。エクソソーム膜に豊富に存在する複数の分子を western blot や ELISA

を用いて確認した。 

 

2) エクソソームに搭載する候補核酸分子の対象としての神経障害性疼痛時に変動する miRNA の同定 

第 5腰椎脊髄神経結紮により神経障害性疼痛を発症したラットを用いて、一次感覚神経の細胞体が存在す

る後根神経節において miRNA マイクロアレイおよび RNA sequence を行い、変動する miRNA のスクリーニ

ングを行った。スクリーニングで得られた個々の miRNA について、定量的 PCR で変動を確認した後、miRNA

に対するアンチセンス RNA あるいは miRNA をウイルスベクターにより個体の後根神経節細胞に導入して、

実際にこれらの miRNA が神経障害性疼痛に関与するかを検討した。 

 

3) 一次感覚神経指向性を有した改変エクソソームの構築に向けた miRNA の同定 

細胞外へ分泌されて一次感覚神経細胞に作用する miRNA の同定を試みた。核酸医薬の臨床応用を想定した

場合、関節腔は限られた空間であり、適当な投与部位となり得る。膝関節における前十字靭帯の断裂は、

ヒトにおいて難治性の疼痛を伴う変形性膝関節症を誘引する一因であり、ラットにおいても前十字靭帯の



切断は疼痛や関節軟骨の菲薄化を惹起し、変形性膝関節症モデルとして知られている。そこで、本モデル

動物の膝関節滑膜において miRNA マイクロアレイを行い、偽手術群に比べ上昇する miRNA をスクリーニン

グした。これらの miRNA が実際に細胞外に放出されるかを関節液中の含有量を測定することで確認した。

候補 miRNA およびその阻害核酸を用いて、疼痛発症・維持に関与するかを変形性膝関節症モデルにおいて

検討した。 

 

4) ヒト化エクソソームによるヒト一次感覚神経への作用の検討 

ヒトへの応用を検討するにあたり、ヒト iPS 細胞から一次感覚神経細胞への分化を検討し、分化誘導法を

確立した。分化したヒト一次感覚神経細胞において、ラット後根神経節培養細胞から放出されたエクソソ

ームで検出された miRNA と比較検討した。 

 

4. 研究成果 

1) エクソソームに搭載する候補核酸分子の対象としての神経障害性疼痛時に変動する miRNA の同定 

第 5腰椎脊髄神経結紮により神経障害性疼痛を発症したラットを用いて、一次感覚神経の細胞体が存在す

る後根神経節において miRNA および RNA sequence を行い、変動する miRNA のスクリーニングを行った。

その中で、6種の miRNAからなる miR-17-92 クラスターが長期的に発現上昇することを見出した。特に miR-

18a、miR-19a、miR-19b、miR-92a の 4種の miRNA によりそれぞれ疼痛が惹起された。個々の miRNA に対す

るアンチセンス RNA をウイルスベクターにより導入して機能阻害を行ったところ、神経障害性疼痛が長期

的に緩和されることが明らかになった。さらにこれらのmiRNAは協働してカリウムチャネル発現を調節し、

細胞の興奮性を高めていることが明らかとなった。 

 

2) 一次感覚神経指向性を有した改変エクソソームの構築に向けた miRNA の同定 

変形性関節症において滑膜炎が疼痛と良く相関することから、前十字靭帯切断（ACLT）による変形性膝関

節症モデルラットを用いて滑膜組織における microRNA の発現変化をマイクロアレイにより網羅的に解析

し、miR-21 が最も大きく発現上昇することを見出した。また、miR-21 は実際に関節液中でも増加し、滑膜

細胞からエクソソームに含有されて細胞外へ放出されることが確認された。健常ラットの膝関節腔内に

miR-21 を投与することにより、疼痛閾値の低下が認められ、モデル動物で miR-21 inhibitor を投与する

と長期的な疼痛の改善が認められた。細胞外の miR-21 は Toll-like receptor (TLR) 7 を活性化すること

が報告されているため、健常ラットの膝関節腔内に TLR7-9 阻害薬を投与したところ miR-21 による痛覚過

敏を緩和することができた。TLR7 は関節を神経支配する一次感覚神経細胞の一部に発現していることが明

らかになった。以上の結果から、細胞外の miR-21 関連分子が一次感覚神経指向性を有したエクソソーム

に搭載される分子候補となり得ることが示唆された。 

 

3) ヒト化エクソソームによるヒト一次感覚神経への作用の検討 

ヒト iPS 細胞から一次感覚神経細胞への分化を検討し、分化誘導法を確立した。分化したヒト一次感覚神

経細胞において、ラット後根神経節培養細胞から放出されたエクソソームで検出された miRNA の一部が、

エクソソームから検出できた。以上より、本実験系は、動物モデル実験で得られた、神経障害性疼痛の miRNA

関連分子を標的としたエクソソーム系のヒトへの外挿に関して、適切であろうと考えられる。 

 

4) エクソソームの回収と同定 

HEK 培養細胞あるいは一次感覚神経細胞を用いて ExoQuick-TC (System Biosciences 社)及び Total 

Exosome Isolation Reagent（Thermo Fisher Scientific 社）によりエクソソームを回収したが、主要な



膜タンパク分子は western blot で確認できなかった。ELISA 法を用いてエクソソームは回収できているこ

とが確認できた。従って、細胞特異的エクソソームタンパク質を同定する方法を変更し、現在質量分析法

による同定と絞り込みを検討中である。 
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