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研究成果の概要： 
腰部神経根に髄核を留置することで、プロテインキナーゼの発現の増加と神経損傷が惹起され

疼痛閾値が低下した。貧血の治療としてすでに臨床で使用されているエリスロポエチンと、類

似薬で血球増加作用のないアシアロエリスロポエチンを投与することにより、プロテインキナ

ーゼの発現が１日目に抑制され、疼痛閾値の低下が２１日目より回復することが明らかになっ

た。腰椎疾患に対する症状を軽減することが期待できる。 
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１．研究開始当初の背景 
腰部神経根の障害により下肢痛が惹起され、

この疼痛発現機序には神経根に存在する後

根神経節（dorsal root ganglion: DRG）が関

与していると考えられている。腰部神経根性

疼痛モデルで、疼痛の発現に伴いアポトーシ

ス（細胞死）が誘導されることが知られてい

る（Campane WM, et al. Eur J Neurosci 18, 

2003）。このことから、我々は、アポトーシ

スの発現を抑制することによって、神経根由

来の疼痛を改善させる可能性について以下

について検討した。貧血の治療としてすでに

臨床で使用されているエリスロポエチンに

は、脳内での神経保護作用を有することが報

告 さ れ て い る (Morishita E, et al. 

Neuroscience 76, 1997)。我々は、神経根性

疼痛モデルを用いて、エリスロポエチンの皮

下投与後に、下肢疼痛と神経細胞でのアポト
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ーシスの発現の関与について検討した。その

結果、神経根性疼痛モデルにエリスロポエチ

ンを皮下投与した後に、脊髄後角の神経細胞

のアポトーシスが抑制されることを明らか

にした。さらに、痛覚過敏も抑制することか

ら、腰部脊髄神経に対しても神経保護作用を

有していることを明らかにした（Sekiguchi Y, 

Kikuchi S, et al. Spine 28 (23), 2003）。貧血

の治療としてすでに臨床で使用されている

エリスロポエチンには、貧血のない正常の血

液に対して血球増加作用が多血症の状態を

引き起こすという危険債が指摘さている。そ

こで、血球増強作用を有していないアシアロ

エリスロポエチン  (asialoerythropoietin)

を用いることでその危険性を回避し、神経保

護作用のみを神経障害に対して有効に利用

できることが予想される。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、腰椎椎間板ヘルニアを反映

した髄核留置ラットモデルを用いて投与後

に、神経保護作用を有するか否かについて、

行動学的、組織学的に明らかにすることであ

る。本研究の独創的な点としては、アシアロ

エリスロポエチンを用いることと、臨床にそ

くした病態モデルによる検討を行う点であ

る。 
 
３．研究の方法 
ラット(Spurague-Dawley) 120 匹を用いて、

全身麻酔下に第５腰神経根を展開する。髄核留

置モデル（NP model）として、尾椎より髄核を採

取し、第５腰神経根に移植するモデルを作成し

た。Sham モデル(Sham model : Sham)として、神

経根部を展開するのみで終了した。NP モデル

を４群に分け、sham 群とで５群とした。NP の１群

と sham 群は、薬物を投与しない未治療群とした。

NP 群の 3 群に対して、アシアロエリスロポエ

チン：asialoerythropoietin(AEpo)、エリス

ロポエチン (Epo)、または対照として溶媒

（vehicle）を、皮下より全身へ投与した。すなわち、

NP-non-treatment 群：薬物を投与しない群、

NP-ＡEpo 群：髄核留置モデルに AEpo を投与

する群、NP-Epo 群：髄核留置モデルに Epo を

投与する群、NP-vehicle 群：髄核留置モデル

に溶媒を投与する群、Sham 群：薬物を投与し

ない群とした。上記の５群に対して、モデル

作製前３日、術後３，７，１４，２１，２８

日を観察期間とした。行動学的検討として、

von Frey testを用いて、両下肢足底の疼痛の

閾値を測定した。さらに、各計測時点で灌流

固定を行い、両側第５腰神経の DRG を採取

し、ホルマリン固定後に、パラフィンブロッ

クに包埋し、切片を作成した。免疫化学染色

法で DRG の ATF３（神経細胞傷害のマーカ

ー）、p38（サイトカインの刺激で活性化され

るプロテインキナーゼ）を染色した。顕微鏡

を接続したコンピューターに組織画像を取

り込み、神経細胞の ATF3陽性細胞数データ

ー解析システムを使用する。さらに、ウエス

タンブロットで、DRG 内の活性化 p38 と

TNF-alpha（サイトカイン）の発現の動向を

計測した。 
 
４．研究成果 

（１） 行動学的検討 

未治療の NP 群では、sham 群と比較して疼

痛閾値が低下し、２８日間持続した。A-Epo

と Epo投与群では、疼痛閾値が低下し、２１

日目から疼痛閾値の改善が認められた。一方、

溶媒(vehicle)群では、疼痛閾値の低下が２８

日間持続した(図１)。すなわち、A-Epoと Epo

は、疼痛閾値を改善させる作用を有すること

が示された。 

 



 
 図１ 疼痛閾値(g)（von Frey test） 

 
（２）ATF3の発現と陽性細胞数の比較 

Day1 から DRG 内の神経細胞に ATF３が発

現した(図２)。陽性細胞数の発現割合の比較

を行った（図３）。NP(未治療)群では、sham

群と比較して Day1 から Day14 まで ATF3

の発現が有意に増加した(p<0.05)。A-Epo と

Epo投与群では、溶媒(vehicle)群と比較して、

ATF３の発現が Day7 で有意に減少した

(p<0.05)。 

 
a) NP-vehicle群（Day 28）       

b) NP-A-EPO群（Day 28） 

図２ ATF３の免疫化学蛍光染色 

 

 
図３ ATF３陽性細胞数 （個／DRG） 

 
（３）p-p38の発現 

活性化 p-38(p-p38)は、神経細胞マーカーで

ある NeuNと供染色され、神経細胞に発現し

ていた(図４)。 

DRG 内での p-p38 の発現量をウエスタンブ

ロット法にて比較した(図５)。NP-A-Epo 群

で、NP(未治療)群と NP-vehicle 群と比較し

て有意に p-p38の発現量が減少した(p<0.05)。 

 
図４ p-p38発現 （DRG細胞） 

 
  a    b   c    d    e   f 

a)naïve(非手術)、b)NP（未治療）、 

c)sham群、d)NP-A-EPo群 

e）NP-Epo群、f）NP-Vehicle群 

 

 

 
 図５ p-p38 ウエスタンブロット 

 
（４）結果のまとめと今後の課題 

以上の結果から、NP 留置を神経に留置する

ことにより、疼痛閾値が低下する。A-Epoと

Epoの投与により、溶媒投与に比較して有意

に疼痛閾値と神経損傷マーカーの発現が改



善する。また、疼痛閾値の改善より早期から、

A-Epo 投与により活性化 p-38 の発現が抑制

されることが判明した。TNF-apla の定量結

果が出ていないことから、今後さらにサイト

カインと p-38 の発現の関係と行動学的検討

との比較が必要である。 
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