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研究成果の概要（和文）：運動療法の有効性は臨床的に明らかであり広く実施されているが、そのメカニズムは
未解明である。我々は神経障害性疼痛モデルマウスを用いて、運動により末梢神経や脊髄後角におけるサイトカ
イン産生がエピジェネティックな制御を受けて抗炎症性に変化すること、脊髄後角のGABA産生が維持されること
などを明らかにした。さらに慢性痛患者の病態の根幹には、脳報酬系の不活化があることから、運動が脳報酬系
を活性化することにより鎮痛に働くことを見出した。運動により背外側被蓋核(LDT)や視床下部のOrexinニュー
ロンなどが活性化され、腹側被蓋野(VTA)に投射してドーパミン産生を増加させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Exercise therapy is now being applied to chronic pain patients and strongly 
recommended as the first-choice non-pharmacological therapy for chronic pain, although the precise 
mechanisms how exercise elicit hypoalgesic effect are still obscure. We have previously shown that 
epigenetic regulation of cytokine synthesis in the spinal dorsal horn and maintained GABA systhesis 
play critical roles in exercise-induced hypoalgesia (EIH) by using treadmil-running in neuropathic 
pain model mice. We further demonstrated that voluntary exercise, a strong reward for animals, also 
induced EIH, which may be due in part to the activation of dopamine neurons in the ventral tegmental
 area (VTA). We showed that exercise activates neurons in the laterodorsal tegmental nucleus (LDT) 
and Orexin neurons in the lateral hypothalamus. These neurons were shown to project to the VTA and 
activate dopamine neurons. These findings corresponds to the decreased activity of brain reward 
system in chronic pain patients.

研究分野： 神経解剖学、疼痛学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性痛は急性痛とは異なり、中枢神経系のネットワークの変化が基盤にあることから、薬物治療には抵抗性であ
る。運動療法の有効性についてはevidenceが高く、慢性痛のガイドラインでも強く推奨され、薬物に頼らない患
者主動型医療が注目されている。この方向性をさらに推進するためには、運動療法による鎮痛の科学的根拠を明
らかにすることが重要である。我々は様々な角度からそのメカニズムの解明を行い、慢性痛の治療に革新をもた
らした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

痛みの慢性化に脳の扁桃体や側坐核(NAc)を含む情動回路mesolimbic systemの機能不全が関

与することはよく知られている。慢性痛の治療として、初期から運動療法、認知行動療法などを

行い、患者のライフスタイルを変える取り組みが有効とされている。しかし、なぜそれが有効な

のかという科学的根拠が明らかにされていない。 

最近、痛みが慢性化するメカニズムにDNA のメチル化やヒストンのアセチル化などによる遺伝

子発現の後生的修飾（エピジェネティクス）が重要な役割を演じていることが注目されている。

我々はマウスで神経障害性疼痛(NPP)モデルを作製し、脊髄後角のミクログリアにおいてヒスト

ン脱アセチル化酵素（HDAC１）が増加し、逆にヒストンアセチル化酵素（HAT）の1 種であるCBP 

は減少することを見出し、さらに興味深いことに、手術後2 日目から5 日間軽度～中等度のトレ

ッドミル走を負荷すると疼痛行動が軽減する(exercise-induced hypoalgesia: EIH)と同時に、

ミクログリアnoHDAC1 が減少し逆にCBP は増加し、さらにミクログリアでヒストンH3K9 のアセ

チル化が促進していることを明らかにした。 

分担研究者の成田らは、脳報酬系における変化について検討しており、NAcにおいて疼痛の慢

性化とともに、miR-200b/429 が減少し、その標的であるドーパミン(DA)の遊離が減少するとと

もに、DNA メチル化酵素の一つ、DNMT3a のmRNAが増加することで様々な遺伝子のエピジェネテ

ィクス修飾が引き起こされて、NAcの活動性が持続的に低下することを明らかにしている(Imai 

et al., JN 31:15294, 2011)。NAcは慢性痛時その機能が低下するが、その活性化により鎮痛が

起きるのではないかと考え、成田らは、NAcに投射する腹側被蓋野(VTA)のDAニューロンをDREADD

法により抑制するとEIHが起こらないことを明らかにし、我々はNPPにより抑制されているVTAの

DAニューロンが自発運動により活性化されることを見出した。EIHの効果には、脊髄後角および

側坐核を含む脳報酬系におけるエピジェネティクス修飾が関与することは明らかであり、その詳

細を検討することは、EIH を生み出すメカニズムの解明に貢献する重要な取り組みとなる。 

 

２．研究の目的 

運動療法は薬物に拠らない疼痛緩和の方法として確立されつつあるが、そのメカニズムは不明

である。我々はNPPマウスを用いて脊髄後角や脳報酬系で、エピジェネティクス修飾が疼痛の慢

性化に働き、さらに走運動により痛覚過敏が軽減するとともに、上記のエピジェネティクス修飾

が抑制されることを見出した。本研究では、疼痛下ならびに運動療法によるこれらの領域での遺

伝子発現変化と、その発現調節に関わるエピジェネティクス修飾機構を解明するとともに、走運

動が脳報酬系を活性化して鎮痛を起こす神経メカニズムの解明にも取り組む。本研究の推進によ

り、疼痛の難治化に至る前に、早期より運動療法を行うことの科学的根拠を明らかにできれば、

患者のQOL の低下を防ぎ、医療費の削減とともに患者の社会復帰による経済的効果も期待される。 

 

３．研究の方法 

本研究は「実験１:トレッドミル走による脊髄後角でのエピジェネティクス修飾の変化」と「実

験 2：自発運動（voluntary wheel running: VWR）による脳報酬系の変化」について検討した。 

(1)神経障害性疼痛モデルマウスの作製：実験動物には 10 週齢雄 C57BL/6J マウスを用い、NPP モデ

ルマウスは、Seltzer らの方法に従い坐骨神経部分損傷(PSL)により作製した。本研究は和歌山県立医

科大学動物実験委員会の承認（No.642、No.910）を得て行われた。 

(2)実験 1 と実験 2 における実験群と運動方法：実験１の実験群には、1) Naive 群、

2)Sham-Sedentary 群、3)Sham-Runner 群、4)PSL-Sedentary 群、5)PSL-Runner 群を設けた。Naive



以外の 4 群のマウスは、手術の 2 週間前からトレッドミルによる順化走を行わせた。1 週目は

7m/min の走速度で 10 分間の走運動を 5 日間実施し、2 週目は１日目 20 分間から 1 日毎に 10

分ずつ時間を増やし、最大 60 分間の走運動を行わせた。PSL/Sham 手術後 2日目から Runner 群

は、7m/min の走速度で 60分間の走運動を 5日間行った。 

実験 2の実験群には、1)Naive-Sedentary、2)Naive-Runner、3)Sham-Sedentary、4)Sham-Runner、

5)PSL-Sedentary、6)PSL-Runner を設けた。Runner マウスは無線式回転盤を設置したケージで、

Sedentary マウスは不動化した回転盤を設置したケージで PSL/Sham 手術の前後 15 日間飼育し

た。Runner マウスの走行距離（m/day）は無線で PC に収集した回転盤の回転数から算出した。 

(3)疼痛行動の評価：機械的アロディニアはマウス右足底に von Frey filament 刺激を与えて

逃避反応が出現する最小圧力を up-down 法にて測定した。熱痛覚過敏は、足底熱刺激測定装置

(Ugo-Basile 社製#37370)により熱刺激を与えて逃避反応が出現するまでの時間を測定した。 

(4)免疫染色と免疫陽性細胞の定量化：実験 1で使用した１次抗体は、HDAC1、CBP、H3K9、NeuN、

CD11b、GFAP に対する抗体である。実験 2に用いた１次抗体は、NeuN 抗体、リン酸化 cyclic AMP 

response element-binding protein (pCREB)抗体、Tyrosine Hydroxylase (TH) 抗体である。 

実験 1 と実験 2 ともに下記の手順に従って免疫組織染色を行った。マウスは 4% 

paraformaldehyde-0.1M PBS を用いて灌流固定した後、脊髄(L4～L5)あるいは腹側被蓋野外側

部(latVTA)を含む脳領域を摘出して凍結。脊髄および脳切片はブロッキング処理の後、1 次抗

体に 4℃で 48時間反応させた。洗浄した後、2次抗体溶液にて 4℃で一晩反応させた。 

(5)免疫陽性細胞の定量方法：脊髄後角表層部の HDAC1 陽性 CD11b 陽性および H3K9 陽性 CD11b

陽性ミクログリア数ならびにlatVTAにおけるpCREB陽性細胞数とpCREB陽性/TH陽性細胞数の

測定は、Clark らの方法を改良して行ない、免疫蛍光強度の定量には Image J 1.48v を用いた。 

(6)逆行性蛍光トレーサー法：実験２において、VTA に投射するニューロンの同定には、VTA に

RetroBeads Red を微量注入し、LDT と視床下部で逆行性に標識されるニューロンを同定した。 

(7)統計：各データは平均値±標準誤差で示した。逃避反応閾値および潜時の実験群間におけ

る比較は、繰り返しのある二元配置分散分析による検定後、Bonferroni 法により行い、免疫陽

性細胞数および免疫蛍光強度の実験群間における比較は、一元配置分散分析による検定後、

Bonferroni 法により実施した。統計学的有意水準は p<0.05 とした。 

 

４．研究成果 

(1)実験 1 

①走運動による疼痛行動の変化：PSL 手術は、von Frey テストと Plantar テストの逃避反応閾

値および潜時を有意に低下させ、PSL-Sedentary における逃避反応閾値および潜時は実験期間

を通して低値を維持した。一方、PSL-Runner における von Frey テストの逃避反応閾値は

PSL-Sedentary と比較して、PSL 後 5、6 日目で有意に上昇した。一方、Plantar テストの逃避

反応潜時には有意差は認められなかったが、PSL-Sedentary と比較して延長する傾向を示した。 

②走運動による脊髄後角ミクログリアでのエピジェネティクス修飾の変化：PSL 手術は脊髄後

角表層において HDAC1 陽性/CD11b 陽性ミクログリア数を増加させたが、その数はトレッドミル

走により有意に減少すること、さらに脊髄後角表層においてアセチル化ヒストン H3K9 を発現す

るミクログリア数はトレッドミル走により顕著に増加することを示した 5)。ヒストン・アセチ

ル化は標的遺伝子の転写を促進するので、これらの結果はトレッドミル走が脊髄後角ミクログ

リアでのヒストン・アセチル化を高め、これはおそらく抗炎症性サイトカイン（例えば IL-10）

の転写活性化を促すことで EIH に関与する可能性を示唆している。 



(2)実験 2 

①VWR による疼痛行動の変化：VWR が疼痛行動に及ぼす影響について検討した。PSL 手術後 1日

目には、逃避反応閾値と逃避反応潜時が劇的に低下し、さらに PSL-Sedentary における逃避反

応閾値と潜時は実験期間を通して低値を維持した。一方、PSL-Runner における逃避反応閾値と

潜時は PSL-Sedentary と比較して、PSL 後 5日目から 15 日目まで有意に上昇した。PSL 手術後

の VWR の走行距離が疼痛行動に及ぼす影響について検討したところ、PSL-Runner の PSL 手術後

15 日間の総走行距離と逃避反応閾値（R=0.988, p<0.01）および逃避反応潜時（R=0.978, p<0.01）

との間には、それぞれ有意な正の相関関係が認められた。 

②VWR が TH 産生に及ぼす影響：Naive、Sham、PSL-Runner の latVTA における TH 免疫染色強度

は、両側ともにそれぞれの Sedentary 群と比較して有意に増加した。一方、PSL-Sedentary の

contra における TH 免疫染色強度は、他と比較して有意に減少した（p<0.01）。これらの結果は、

PSL 手術は contra の latVTA における TH産生を低下させるが、その減少は VWR により抑制され

ることを示している。 

③VWR が pCREB 陽性/TH 陽性ニューロンに及ぼす影響：Sham-Sedentary および PSL-Sedentary

の latVTA の TH 陽性ニューロンにおける弱い pCREB 免疫反応は、VWR により劇的に増強した。

PSL-Runner における PSL 手術後 15 日目の疼

痛行動と pCREB 陽性/TH 陽性ニューロン数と

の関係をみたところ、PSL-Runner の contra

におけるpCREB陽性/TH陽性ニューロン数と、

逃避反応閾値（R=0.885, p<0.05）および逃

避反応潜時（R=0.932, p<0.05）の間には、

それぞれ有意な正の相関関係が認められた。

これらの結果は、運動療法あるいは日常生活

での活動量の増加が、VTA での DA産生を増や

し、NAc が活性化して鎮痛に働くことを示し

ており、慢性痛治療における運動療法の有効

性を示している。さらに VWR は、VTA に投射

する背外側被蓋核(laterodorsal tegmental nucleus: LDT)のコリン作動性と非コリン作動性ニ

ューロンや視床下部外側部の Orexin ニューロンを活性化した。これらの結果から、NPP 時には

VTA 外側部の DA ニューロンが抑制され、続いて NAc shell 外側部の GABA ニューロンも抑制さ

れることにより痛みの増悪と慢性化が起こるが、NPP 下でも VWR を行うことで、LDT のコリン作

動性ニューロンや視床下部外側部の Orexin ニューロンが活性化され、これらが VTA 外側部の

DA ニューロンを活性化し、続いて NAc shell 外側部の GABA ニューロンが活性化されることに

より、EIH 効果が出現すると考えられる 20)。本研究により明らかとなった EIH のメカニズムを

上図に示す。 
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