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研究成果の概要（和文）：慢性疼痛の分子基盤解明を目的とし、核タンパク質であるヒストンの役割に着目した。末梢
神経傷害後にはマクロファージなどの免疫細胞が浸潤し、ケモカインに代表される種々の疼痛増悪因子を産生する。こ
れらの発現はヒストンのアセチル化やメチル化修飾に基づいて生じることを明らかにした。またヒストン修飾を受けた
マクロファージは疼痛増悪に関与する性質に変化しており、薬物処置によりそのマクロファージを沈静化させると慢性
疼痛が改善することを見出した。結論として、マクロファージにおけるヒストン修飾変化が慢性疼痛病態の鍵であり、
新たな治療標的として期待される。

研究成果の概要（英文）：We focused on the roles of histone, a nuclear protein, in molecular mechanisms of 
chronic pain. Immune cells including macrophages were accumulated in the injured nerves, and they 
produced pain-facilitating molecules such as chemokines. We found that these expressions were mediated by 
modification (acetylation and methylation) of histones. Moreover, macrophages were polarized into 
pain-facilitating phenotype by histone modification. We demonstrated that inhibition of these types of 
macrophages by pharmacological treatment was able to improve chronic pain. Taken together, histone 
modification in macrophages might be key machinery of chronic pain, and it will be candidate of novel 
therapeutic target.

研究分野：薬理学、神経科学
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１．研究開始当初の背景 

（１）慢性疼痛は神経系の傷害や機能異常に
基づいて発症し、通常の鎮痛薬に抵抗性を示
すために治療が難航する。疼痛伝達経路にお
ける慢性神経炎症が病態の分子基盤を担う
という概念が確立しつつあるものの、その詳
細は依然として不明である。有効な治療戦略
の確立を見据えた慢性神経炎症の分子基盤
解明が、現状での最重要課題である。 

 

（２）傷害末梢神経には好中球、マクロファ
ージおよびリンパ球などの免疫細胞が浸潤
し、炎症性メディエーターを介して慢性疼痛
に密接に関与する（図１）。申請者らはこれ
までに傷害末梢神経における慢性神経炎症
を担うサイトカイン・ケモカイン（マクロフ
ァージ炎症性タンパク質）を同定しており、
それらが慢性疼痛に重要な役割を果たすこ
とを世界に先駆けて報告してきた（PAIN 

2010；Curr Opin Pharmacol, 2012）。また
これらの発現変動はプロモーター領域にお
けるヒストンのアセチル化（エピゲノム修
飾）により調節されることも明らかにしてい
る（JPET 2012）。末梢感作を担うサイトカ
イン・ケモカインネットワークの調節機構な
らびに種々の標的細胞応答を含めた総合的
理解を深めることにより、慢性疼痛研究の飛
躍的な発展が期待できる。 

 

２．研究の目的 

（１）本研究では、慢性疼痛の新規責任分子
としてのヒストンの役割に着目した。エピゲ
ノム修飾に基づくサイトカインの発現調節
に加え、細胞外に遊離したヒストンの標的細
胞への直接作用を評価し、ヒストンが担う末
梢感作の総合的理解を目的とした。 

 

（２）5 種類に大別されるコアヒストン（H2A, 

H2B, H3, H4）およびリンカーヒストン（H1）
はヌクレオソームの構成因子であり、クロマ
チン構造のダイナミクスを直接的に制御す
る。近年、悪性腫瘍や自己免疫疾患を含む慢
性炎症性疾患の分子基盤としてエピゲノム
修飾の注目度が高まっている。さらに申請者
らの研究成果に基づくと、慢性疼痛を担うサ
イトカイン・ケモカインの発現変動にもヒス

トン修飾の密接な関与が示唆される。さらに
ヒストンは炎症時に細胞外へと遊離され、細
胞傷害効果や炎症の増悪を示すといった新
たな役割も最近明らかにされている。 

 

（３）上記のように、炎症反応を担うヒスト
ンの役割は多彩であり、末梢感作における関
与もこれまでの知見から十分に伺える。ヒス
トンの直接的および間接的作用に基づく慢
性神経炎症の制御機構を解明し、慢性疼痛の
新規治療戦略を確立する。 

 

３．研究の方法 

（１）坐骨神経部分結紮：ICR 系雄性マウス
（20-25 g）を用い、ペントバルビタール麻酔
下にて後肢坐骨神経の約 1/3 を縫合糸できつ
く結紮した。使用薬物は PBS または DMSO

に溶解し、坐骨神経周囲に投与液量を 10 l

として局所投与した。 

 

（２）RT-リアルタイム PCR：坐骨神経より
総 RNA を抽出し、cDNA を作製した。SYBR 

Green の蛍光強度を指標とした定量的リア
ルタイム PCR を行い、各々の mRNA 発現を
定量化した。 

 

（３）組織化学解析：深麻酔下にて 4%パラ
ホルムアルデヒドによる灌流固定後、摘出し
た坐骨神経の凍結組織切片を作成した。各々
の特異的抗体を用いて免疫染色を行い、共焦
点レーザー顕微鏡にて目的タンパク質の発
現を評価した。 

 

（４）クロマチン免疫沈降：坐骨神経よりヒ
ストン-DNA 複合体を調整した。アセチル化
およびメチル化ヒストン H3 特異的抗体を用
いて免疫沈降を行い、DNA を抽出した。プ
ロモーター領域に特異的なプライマーを用
いたPCRにより、ヒストン修飾を評価した。 

 

（５）疼痛行動評価：金網上で馴化させたマ
ウスの後肢足底中央を屈曲圧 0.07 g または
0.16 g の von Frey フィラメントで刺激し、
逃避反応を示した回数の増加により触アロ
ディニアを評価した。強化ガラス板上で馴化
させたマウスの後肢足底中央に放射熱を照
射し、逃避反応を示すまでの潜時の短縮によ
り熱痛覚過敏を評価した。 

 
４．研究成果 
（１）傷害末梢神経における種々の炎症性因
子発現増加：部分結紮後の坐骨神経において、
サイトカイン・ケモカインの発現をマイクロ
アレイにより網羅的に評価した。特に
CC-chemokine ligand 3 (CCL3) お よ び
CCL8 の発現増加が突出しており（図２）、慢
性疼痛に重要だとされているCCL2の発現増
加も観察された。またこれらの受容体である
CC-chemokine receptor 1 (CCR1)、CCR2、
CCR5 の増加も同時に認められた。 



 

（２）ケモカインの発現増加におけるヒスト
ン修飾の関与：CCL2、CCL3 および CCL8

のプロモーター領域におけるヒストン修飾
を評価すると、いずれも遺伝子転写を促進性
に制御するヒストン H3 のアセチル化（K9）
やトリメチル化（K4）が認められた。ヒスト
ンアセチル化阻害薬を用いると、CCL やその
受容体の発現増加が抑制された。 

 

（３）マクロファージにおけるヒストン依存
的ケモカイン発現増加：傷害坐骨神経におけ
る組織化学的解析により、CCL は骨髄由来マ
クロファージに高発現することが示された。
これらの CCL 発現マクロファージの核内に
おいて、アセチル化ならびにトリメチル化ヒ
ストンの増加が観察されたことより、ヒスト
ン修飾とケモカイン発現の直接的関与が裏
付けられた（図３）。 

 

 

（４）ヒストン修飾とマクロファージフェノ
タイプ変化：ヒストン修飾依存的に CCL や
サイトカインを高発現するマクロファージ
は、CD86 を発現するなど炎症性（M1）マク
ロファージの特性を有していた。M1 マクロ
ファージに interleukin-4 (IL-4)を処置する
と、CCL の発現低下と共に、Arginase や
CD206 を高発現する抑制性 (M2)マクロフ
ァージへのフェノタイプシフトが観察され
た。 

 

（５）炎症性マクロファージが担う慢性疼痛
の病態基盤：傷害末梢神経において炎症の増

悪に関与する M1 マクロファージを IL-4 や
ニコチン性アセチルコリン受容体作動薬に
より抑制すると、神経傷害後に生じる触アロ
ディニアおよび熱痛覚過敏が抑制された。マ
クロファージ欠損モデルを用いた実験にお
いても同様の結果が得られており、ヒストン
修飾変化を伴った M1 マクロファージの重要
性が示唆された。 

 

（６）結論：末梢神経傷害時に骨髄より浸潤
するマクロファージではヒストン修飾変化
が生じており、CCL を含む種々の炎症性因子
を高発現する。ヒストン修飾に依存した炎症
性マクロファージへの転化、ならびにそれら
が産生するケモカイン・サイトカインが慢性
疼痛の末梢性分子基盤であることを本研究
において明らかにした（図６）。さらにこれ
らを標的とした薬理学的アプローチによる
治療戦略の可能性も同時に示唆している。 
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