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研究成果の概要（和文）：異なるマウス神経障害性疼痛モデルを3種作製し、Caチャネルα2δサブユニットの発
現を比較した。足底感覚障害の経時的変化と同分子の発現パターンは疼痛モデルで異なっていた。よって各モデ
ルに共通して発現する新規分子の探索が必要となる。一方、spared nerve injuryモデルによるDNAマイクロアレ
イ解析によって、DRGに発現高値を示したバソプレッシン関連分子を同定した。各疼痛モデルでRNA発現増加を認
め、今後の治療標的になると思われた。同分子はDRGグリアに関連し、FACS技術を用いてDRGニューロンとグリア
の単離を確立した。今後、慢性疼痛時での役割を明らかにし、治療開発を進めていく。

研究成果の概要（英文）：We established three different types of mouse neuropathic pain models and 
compared their behavioral changes to expressions of Ca channel α2δ-1 subunit (α2δ-1) among them.
 The higher expressions of α2δ-1 in lumbar DRGs of all models were observed than the non-injury 
model. However, the patterns of hypersensitivities were not correlated to the α2δ-1 expressions at
 chronic phase after injury. We should investigate pain molecules commonly expressing in all pain 
models. Meanwhile, DRGs from mice with spared nerve injury were analyzed with DNA microarray. 
Arginine vasopressin receptor was found to be highly expressed in the DRGs 3 weeks after injury. The
 receptor would be expressing in the DRG glia and a therapeutic target for neuropathic pain. DRGs 
could divide into neurons and glias by using flow cytometry. We will elucidate functions of the 
receptor and develop therapeutics with DNA/RNA heteroduplex oligonucleotide in the near future.

研究分野：整形外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経障害性疼痛治療薬プレガバリンの標的分子Caチャネルα2δサブユニットの発現パターンは、マウス神経障
害性疼痛モデルの感覚障害と相関しないことが明らかとなった。臨床的にプレガバリンに反応しない症例も多
く、新規疼痛分子探索の必要性が示唆された。本研究で同定したバソプレッシン関連分子はグリアや血管内皮に
も作用し、新規標的分子として有望である。ただし、疼痛に関連する具体的な作用機序は明らかではなく、今
後、DRGをニューロン、グリア、血管等に分けて解析する必要がある。本学で開発されたヘテロ2本鎖核酸を利用
した遺伝子発現制御がDRGで可能になれば、難治性疼痛の新たな治療法として期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
交通事故や転落などによる高エネルギー外傷は、脳・脊髄損傷だけでなく腕神経叢損傷、坐
骨神経損傷、骨折に伴った四肢末梢神経損傷を引き起こし運動、知覚機能に大きな障害をもた
らしうる。特に「体性感覚系に対する損傷や疾患の直接的結果として生じている疼痛」を神経
障害性疼痛と定義し、神経障害性疼痛患者の約 2-4 割は、既存の痛み止めが無効であると報告
されている（Dworkin et al. Pain 2007）。このような慢性的な神経障害性疼痛は、患者にとっ
て麻痺と並び機能障害を引き起こすことが知られており、新規治療法の開発が急務である。末
梢性疾患の場合、臨床的には帯状疱疹後神経痛、複合性局所疼痛症候群、外傷後疼痛、絞扼性
神経障害（手根管症候群など）が対象となる。 
本研究グループは、科研費を利用して脊髄損傷後の運動機能の再建に取り組んできた。その中
で胸髄損傷ラットの運動機能検査時に損傷髄節に沿った背側皮膚を触ると、発声と逃避行動を
観察することができた。臨床的にも脊髄損傷患者の 65～85％に疼痛があって、その 30％が激し
い疼痛経験であったことが報告されている（Siddall. Spinal Cord. 2009）。よって疾患対象と
なる動物モデルでの疼痛分子の同定と治療も急務と考えてきた。 
痛み受容体は一次求心性ニューロンに発現し、温度、pH、圧、カプサイシンといった化学刺激
に応答する。応答する受容体は、複数あって TRP family、ASIC1-4、Piezo1/2、さらに Na+、Ca2+
チャネルも関与する。本学神経内科教室との過去の合同研究で、TRPV1 を標的とし、shRNA を導
入した AAV9 を神経障害性疼痛マウスのくも膜下腔に投与を実施した。TRPV1 遺伝子抑制によっ
て温熱刺激過敏を有意に抑制できることが明らかとなったが、機械刺激による過敏性の低下は
得られなかった（Hirai T, Enomoto M, et al. Mol Ther 2014）。AAV-shRNA による腰髄・腰部
DRG での遺伝子発現制御は可能となったが、神経障害性疼痛に対する治療標的として TRPV1 の
みでは不十分な結果であった。神経障害性疼痛に特徴的な機械刺激による知覚過敏を治療する
ためには TRPV1 以外の疼痛関連分子の探索が必要で、治療にはその分子に対する発現制御が必
要と考えた。 
 
２．研究の目的 
外傷による末梢神経損傷や絞扼性神経障害に伴う痛みは、侵害刺激の閾値低下をきたしアロ
ディニアとなる。慢性的な神経障害性疼痛は、患者にとって麻痺と並び機能障害を引き起こす
ことが知られており、新規治療法の開発が急務である。軽微な皮膚刺激で疼痛を生じる状態を
治療するためには、慢性疼痛に応答する分子の同定と治療のための発現制御が必要である。本
研究計画では、神経損傷後に脊髄後角、後根神経節（DRG）から神経終末までの一次ニューロン
に発現するイオンチャネルの経時的なパターンを解析して、慢性期に特異的に関与する分子を
同定することである。さらに同定した疼痛慢性期応答分子に対して遺伝子発現制御技術を用い
て難治性疼痛治療の開発を行うことである。 
 
３．研究の方法 
(１) 神経障害性疼痛モデルの作製と行動学的評価：損傷後に後肢の慢性的な疼痛を生じる。慢
性疼痛にはさまざまなパターンがあり、複数の動物モデルを作製する必要があることから 3モ
デルを作製した。 
・Spared nerve injury (SNI)モデル：坐骨神経を露出して腓骨神経、脛骨神経を切断して腓腹
神経を残すモデルで 1～2週経過すると機械刺激に過敏になる。 
・坐骨神経結紮（Partial sciatic nerve ligation：PSNL）モデル：坐骨神経を 8-0 絹糸で周
径の約 1/2 を部分結紮した。chronic constriction injury モデルとして広く使用されている。 
・坐骨神経 Cuff モデル：2mm 長のポリエチレンチューブに縦割を入れて坐骨神経を圧迫する。 
行動学的評価：神経損傷前後で経時的に von Frey テスト（機械刺激）、アセトンテスト（冷感）、
熱刺激テスト（熱感）を施行し、足底の知覚を評価した。 
(２) 一次求心性ニューロンでの疼痛関連分子の経時的な発現 
損傷急性期（3日）、慢性期（3週・6週）にわけて疼痛マウスから腰部 DRG を単離した。 
・RNA 発現解析：神経障害性疼痛の治療薬のプレガバリンの標的分子であるカルシウムチャネ
ルα2δ-1サブユニット（α2δ-1）を標的に RT-PCR 法を用いた RNA 発現解析を行った。 
(３) SNIモデル特異的疼痛分子の探索：SNIモデルは腓腹神経のみを残存させるモデルである。
SNI、腓腹神経切断、坐骨神経切断、対照（皮切のみ）の 4群を作製して 3週後に腰部 DRG を単
離し、SNI 特異的に腰部 DRG に発現する分子を DNA マイクロアレイによって解析した。 
関連分子に関して損傷 3週目に腰部 DRG を単離して固定標本を作製し、免疫染色を実施した。
(４) Thy1-YFP トランスジェニックマウスを用いた疼痛慢性化機序の解明 
・Thy1-YFP Tg マウス：運動・知覚神経の可視化が可能なマウスである（Feng et al. Neuron. 
2000）。DRG neuron も YFP 陽性となるため定量評価に有用である。同マウスの SNI モデルを作
製し、3週目に腰部 DRG を単離し、Liu らの方法（J Neurosci Methods 2017）に従ってパパイ
ン処理を行った。細胞塊形成が顕著だったため Collagenase P で酵素処理し、FACS を実施した。 
 
４．研究成果 
(１) 神経損傷後の足底の知覚変化 



行動学的には、損傷3日でSNI群が最も痛覚過敏となった。
Cuff 群、PSNL 群は損傷後、徐々に痛覚過敏を示し、Cuff
群では3週目以降SNI群と同様の痛覚過敏を示した。一方、
PSNL 群は 3 週目以降痛覚過敏の悪化はなかった(機械刺
激：右グラフ)。 
(２) 神経損傷後のα2δ-1の発現変化 
α2δ-1の mRNA発現は損傷 3日目ではSNIが Sham群の 1.6
倍と最も高値を示し、徐々に発現低下を示した。PSNL 群は
6週目でも発現増加を示し、Cuff 群では 3週目で Sham 群の
1.9 倍、6週目で 1.3 倍と減少した（右棒グラフ）。 
SNI モデルでは機械刺激に対する反応閾値の低下とともに、
α2δ-1/mRNA の発現が有意に増加し、持続していた。PSNL
モデルでも同様のパターンを示していたが、Cuff モデルで
は損傷 6週でα2δ-1/mRNA の発現が減少した。同分子が各
モデルの疼痛パターンと相関しているわけでなく、他の分子が疼痛慢性化に寄与している可能
性を示唆するものであった。 
(３) SNI モデル特異的疼痛分子 
疼痛に関連する分子について網羅的に RNA 発現を解析し、グループ間で比較した。その中で坐
骨神経切断モデルよりも SNI モデルで 2倍以上の発現高値を示した神経に関連する 4分子を同
定した。その中でバソプレッシン関連分子 AVPR1a に注目した。新規に SNI モデルと左坐骨神経
を絹糸で部分結紮する PSNL モデルを作製して経時的に腰部 DRG での同分子での mRNA 発現を解
析した。SNI では損傷 3週目で対照群と比較して 1.8 倍、6週で 1.3 倍の発現高値を認めた。PSNL
では、3 週目で 2.5 倍、6 週目で 1.6 倍の発現高値を認めた。
同分子は、損傷慢性期で 2つの疼痛モデルに共通して腰部 DRG
で高値を示していた。また、SNI モデルの腰髄部分での発現解
析では、腰部DRGと同様に損傷3週、6週で高値を示していた。 
蛍光免疫染色では、SNI モデルの 3週目腰部 DRG で AVPR1a 陽
性領域の発現増加を認め、ニューロン周囲のグリアでの発現
が目立つ（右写真）。本結果から同分子が腰部 DRG から脊髄ま
での経路で疼痛慢性期に応答していることが明らかとなった。 
(４) FACS を利用した DRG ニューロンとグリアの単離 
細胞生存率は約 90％であった。YFP 陽性神経細胞は検出可能で細胞サイズに関して 2峰性を示
し、グリアの選択的単離解析が可能であった。グリア細胞数は、健側よりも SNI 側で約 11％増
加していた。今後、AVPR1a 抗体を用いて発現パターンを解析し、慢性疼痛時の役割を明らかに
していく予定である。  
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