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研究成果の概要： 

神経因性疼痛モデルマウスにおいてリゾホスファチンジン酸(LPA)の受容体（LPA1 受容体）依

存的な脊髄近傍領域後根の脱髄を観察した。また、脱髄部位において有髄 A 線維と無髄Ｃ線維

が直接接触する形態学的観察もなされた。一方、非侵害性Ａβ神経刺激による神経伝達を脊髄

後角におけるリン酸化 ERK1/2 で評価したとき、傷害後１週間後において疼痛伝達に関連する表

層領域への入力が確認できた。これはスプラウティングを機能的に示唆する事実であり、脱髄

同様に LPA1 受容体遺伝子欠損マウスにおいて消失した。 
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１．研究開始当初の背景 

痛みは警告信号としての意義を有するが、過

剰あるいは慢性的な痛みは、生活の質を低下

させ、生存の意義さえも喪失させるため、

NSAIDs やモルヒネなどの強力な鎮痛薬を積

極的に使用し、痛みを調節する事（ペインマ

ネージメント）が基本的な考え方となってい

る。しかしながら、NSAIDs やモルヒネの効か

ない慢性難治性の神経因性疼痛については、

未だ適切な治療法が確立されておらず、その

分子メカニズムの解明とそれに基づく創薬

が緊急の課題となっている。 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究は NSAIDs やモルヒネの効かない

慢性難治性の神経因性疼痛に見られる脱髄
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現象に着目し、その分子メカニズムを解明す

るとともにそれに伴って生ずるスプラウテ

ィングの分子機構を解明することにある。 

(2) 本申請者の共同研究者らは、リゾホスフ

ァチジン酸 LPA1 受容体活性化が神経因性疼

痛の初発分子機構であることを見出した

(Nature Medicine 2004)。中でも特徴的な事

実は、脊髄後根に選択的に観察される脱髄現

象である。多くの脱髄性疾患が神経因性疼痛

を併発することや、脱髄による知覚神経間の

混線（エファプス）や異常突起伸展（スプラ

ウティング）がアロディニア（触刺激が痛覚

に変わる）の基礎として考えられることから、

LPA1 受容体を介するその分子機構解明は重

要な課題である。 

(3) 本研究では、研究期間内に神経軸索とミ

エリンとのクロストークについて①脊髄後

根神経のLPA1 受容体以降の脱髄機構の解明、

②髄鞘形成細胞と神経細胞間クロストーク

の分子機構の解明③無髄神経の突起退縮に

働く分子群の同定の観点から研究を遂行し

ていく。 

 

３．研究の方法 

(1) 実験動物には 6 週齢(体重 18-22g)の

C57BL/6J 系雄マウスまたは LPA1 受容体遺伝

子欠損マウス(C57BL/6J 系マウスと多数回交

配したもの)を用いた。 

(2) 神経因性疼痛モデルとして,マウスの右

側後肢部分の皮膚を切開し、露出させた坐骨

神経に部分結紮を施し,傷害１週間後のマウ

スを用いた。 

(3) 坐骨神経、脊髄神経、後根における脱髄

は透過型電子顕微鏡、トルイジンブルー染色

により形態学的に評価した。 

(4) シュワン細胞に発現しミエリン鞘の形

成及び軸索突起伸展抑制に働いているタン

パ ク質  Myelin-Associated Glycoprotein 

(MAG) の発現を免疫染色法および Western 

blot 法により解析を行った。 

(5) 神経突起発芽時に先端に集積が認めら

れるGAP43 タンパク質をスプラウティングの

指標とした。 

(6) C57BL/6J 系雄マウスより脊髄後根神経節 

(Dorsal Root Ganglion : DRG) ならびに脊

髄後根 (Dorsal Root : DR) を摘出し、DMEM

培養液中での組織片培養を行い、LPA 処置に

よる知覚神経線維における脱髄現象につい

て、MAG タンパク質の Western blot により

解析を行った(図１)。  

 

 

 

 

 

 

 

 

  図 1 DR および DRG の組織片培養法 

(7) また、末梢神経系の各種線維応答変調を

機能的に評価するために、ニューロメーター

装 置 (Neurometer®: Neurotron Inc., 

Baltimore, MD, USA)を用いて、5 Hz 刺激 (無

髄 C 線維)、250 Hz 刺激 (有髄 Aδ線維)、2000 

Hz 刺激 (有髄 Aβ線維)による神経伝達を神

経刺激に応じて特異的に見出される ERK1/2

リン酸化で評価した。 

(8)疼痛評価法には機械刺激誘発性疼痛試験

(Digital von Frey)法、熱刺激誘発性疼痛試

験(Thermal withdrawal test)法、電気刺激

誘 発 性 屈 曲 反 応 試 験 (Electrical 

stimulation-induced paw withdrawal：EPW)

法を用い、それぞれ圧閾値、反応潜時、反応

閾値により評価した。 

 

４．研究成果 

(1) 坐骨神経部分結紮傷害１週間後に坐骨

神経、脊髄神経、後根における脱髄を透過型

電子顕微鏡、トルイジンブルー染色により解

析したとき、坐骨神経と後根のみに脱髄が観

察されたが、脊髄神経には観察されなかった。

しかしながら、LPA1 受容体遺伝子欠損マウス

では後根のみの脱髄が消失した。 

(2) ミエリン関連タンパク質であるMAG は神

経軸索のランビエ絞輪傍部に集積している。

傷害１週間後のマウスではこのMAGの特異的



 

 

発現分布も脱髄同様に坐骨神経と後根神経

で免疫染色法により発現低下を示し、LPA1 受

容体遺伝子欠損マウスでは後根のみのMAGの

発現低下が消失した。さらに、後根神経での

MAG の発現低下は末梢側よりも中枢側、とり

わけ脊髄入力部位で顕著に観察されること

を見出した。この、脊髄近傍領域後根特異的

な MAG の発現低下は Western blot 法におい

ても定量的に証明した。 

(3) マウスの脊髄神経および後根神経の部

位での MAG の発現変化について、経時変化を

Western blot 法により解析したところ、神経

傷害後、後根神経では３日目から顕著に減少

が認められた。しかしながら、脊髄神経の MAG

は変化しなかった(図 2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 SPN および DR における MAG の発現変化 

 

(4) 一方、MAG はシュワン細胞に発現してお

り、軸索突起伸展抑制に働いているが、MAG

の発現低下部位である後根神経脱髄部位に

神経突起伸展マーカーであるGAP43 タンパク

質が発現上昇していることを Western blot

法により明らかにした。 

(5) 後根神経脱髄部位における電子顕微鏡

解析においては無髄侵害性知覚神経Ｃ線維

が認められる Ramak 束において傷害後有髄 A

線維と無髄Ｃ線維が直接接触する形態学的

観察もなされた。 

(6) C57BL/6J 系雄マウスに LPA を脊髄クモ膜

下腔内投与すると、後根部位において用量依

存的な MAG 発現低下が認められた。 

(7) LPA によって誘発される MAG 発現低下に

ついて、LPA のシュワン細胞に対する直接作

用を検討するために、組織片培養法を用いて

培養液中にLPAを処置するとその１日後に顕

著な MAG 発現低下が観察された。 

(8) この組織片培養法を用いた LPA による

MAG 発現低下について各種プロテアーゼの関

与を検討したところ、関与する蛋白質分解酵

素の同定に成功した。 

(9)さらにはその蛋白質分解酵素特異的な阻

害剤が神経因性疼痛を遮断することを機械

刺激誘発性疼痛試験法と熱刺激誘発性疼痛

試験法により明らかにした。 

(10) C57BL/6J 系雄マウス傷害１週間後、EPW 

test による知覚神経選択的な機能評価した

ところ、有髄 Aδ線維および有髄 Aβ線維に

おける有意な閾値低下（過敏応答）が観察さ

れた。一方、LPA1 受容体遺伝子欠損マウスで

は、坐骨神経部分結紮による有髄 A線維の閾

値低下は認められなかった。 

(11) 一方、C57BL/6J 系雄マウス傷害１週間

後における各種線維応答変調を脊髄後角に

おける ERK1/2 リン酸化を指標として解析し

たところ、①5 Hz 刺激による C 線維刺激後、

脊髄後角にリン酸化 ERK1/2 陽性細胞が観察

されたが、陽性細胞数は神経傷害モデルでは

有意に減少していた。②250 Hz 刺激による A

δ線維刺激後、脊髄後角にリン酸化 ERK1/2

陽性細胞が観察されたが、陽性細胞数は神経

傷害モデルでは有意に上昇していた。③2000 

Hz 刺激による Aβ線維刺激後、Sham マウスで

はその脊髄後角にリン酸化 ERK1/2 陽性細胞

は認められないのに対して、傷害後１週間後

のマウスではその疼痛伝達に関連する脊髄

後角第 I, II 層に陽性細胞が観察された。通

常 Aβ線維は脊髄後角深層領域にシナプス入

力していることから、非侵害性Ａβ神経のス

プラウティングを機能的に示唆する事実で

ある。この異所性の神経活性化は LPA1 受容

体遺伝子欠損マウスでは有意に抑制された。 

 



 

 

 
図 3 LPA 依存的な脊髄近傍領域後根の脱髄 
   とスプラウティング 
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