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研究成果の概要：脊髄後角における Sema3A 単独での疼痛抑制作用機序を明らかにするため、

プロテオミクス解析および Sema3A の神経因性疼痛軽減効果の長期効果検討した。 
坐骨神経絞扼神経障害モデルラットの脊髄において Sema3A(2000u/week)によって特異的

に変化するタンパク質を 2D-DIGE 法を用いて解析し 3 種を同定、iTRAQ 法によりリン酸化タ

ンパク質の検出も可能であった。 
Sema3A による疼痛軽減効果は L5 腰神経結紮モデルラットにおいても認められ、広く神経

因性疼痛に認められる作用であることが明らかになったが、疼痛完成後の投与は無効で、一旦

軽減した疼痛行動も Sema3A 投与を中止後元に戻ることが明らかになった。 
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１． 研究開始当初の背景 

神経因性疼痛を含むいわゆる慢性痛は現
在に至るまでその治療は困難を極め、疼痛メ
カニズムの解明が治療法の開拓といった観
点からも必須である。私は神経ガイダンス因
子が末梢神経障害による神経因性疼痛モデ
ル動物の脊髄後角神経終末の神経回路リモ
デリングに重要な役割を果たしているとの
仮説の下、坐骨神経絞扼モデルラットのくも
膜下腔に反発性神経ガイダンス因子の一つ
であるセマフォリン 3A (Sema3A) を投与し、

神経因性疼痛形成初期の疼痛行動がほぼ完
全に抑制され、脊髄後角に対する免疫組織学
的検討では無随神経終末の脱落が有意に抑
制 さ れ て い る こ と を 明 ら か に し た
（Anesthesiology 105; A704,2006）。しかし、
Sema3A による神経因性疼痛抑制作用の機序
はほとんどわかっていない上、投与後長期に
わたる効果は検討していない。一方 Sema3A
の細胞内シグナル伝達の全容は明らかにな
っ て い な い が 、 受 容 体 で あ る
Plexin/Neuropilin complex を介して small 



GTPase の一種 Rac1、CRMP、LIM kinase、ERK1/2
といった細胞内リン酸化酵素を活性化させ
ることが示唆されている（J Clin Invest 
109(8); 993-998,2002 、 Eur J Neurosci 
23(9);2247-54,2006） 
 
２．研究の目的 

本研究では脊髄後角および後根神経節
（DRG）における Sema3A の疼痛抑制作用機序
を明らかにする目的で以下の研究を計画し
た。 
(1)：神経因性疼痛モデルラットの脊髄及び
DRG における、プロテオミクス解析の手法を
用いたタンパク発現及びタンパクリン酸化
のプロファイリング解析。 
(2)：Sema3A による神経因性疼痛軽減効果の
長期的な効果を行動学的にフォローした上
でプロテオミクス解析を行い、Sema3A が神経
因性疼痛の治療ターゲットとなりうるかど
うかを検討するとともに神経因性疼痛完成
にかかわる分子を同定する。 
(3)：(1)の結果明らかになった標的分子に対
して遺伝子操作を行うことにより生じる行
動学的、組織学的、電気生理学的変化の解析。 
 
３．研究の方法 
(1)：神経因性疼痛モデルラットの脊髄及び
DRG における、プロテオミクス解析の手法を
用いたタンパク発現及びタンパクリン酸化
のプロファイリング解析。 
 

神経因性疼痛モデルラットは雄性SDラッ
ト (220-270g) を用いた。薬剤投与用くも
膜下カテーテルとして神経障害モデル作成
の2〜3日前にYakshらの方法に従いラット
頚部からポリエチレンチューブ（PE10）を
挿入し、24時間以上の観察時間の後、神経
障害がないものに対して左坐骨神経結紮に
よりCCIモデルを作成した。この際薬剤投与
群として、ラットにおいても効果が確認さ
れているChick-Sema3A精製タンパク、10 un
it/μLに希釈、総量2000unit)及び加熱によ
る不活性化Sema3Aタンパク(10 unit/μLに
希釈、総量2000unit)を浸透圧ミニポンプ(A
lzet社製)に充填し、くも膜下カテーテルに
接続、タンパク投与を行った。７日間の神
経因性疼痛完成期間を経た後、von Frey法
による機械的刺激、Hargreavs法による熱刺
激に対する疼痛閾値を測定し、痛覚過敏状
態を確認した。CCI、偽手術、CCI+Sema3A、
CCI+boiled Sema3A、偽手術+Sema3A、偽手
術+ boiled Sema3Aの各モデルラットを冷
生食にて還流し、L5を中心として8mm程度の
脊髄を摘出後、液体窒素を用いて凍結後直
ちに左右の脊髄後角を分離、PhosphoProtei
n Purification Kit (QIAGEN)を用いてタ
ンパクを抽出した。 

二次元ディファレンシャル電気泳動展開
(2D-DIGE)法：それぞれのモデルの脊髄組織
3匹分の抽出タンパクに対し、ミニマルラベ
リング法で蛍光色素ラベリング（Cydye、ア
マシャム社）を行い、コントロールラット

の脊髄組織から抽出したタンパクは別の色
でラベリングを行った。それぞれのタンパ
クを混合して2D-DIGEを行った（Ettan DIGE
システム、アマシャム社）。タンパクスポ
ットのシグナル強度の定量化を行った後に、
コントロールに比べて大きく発現変動（1.5
倍、P<0.05）していたスポットについてタ
ンパク質量分析（LC-MS/MS）を用いてタン
パク質の同定を行い、疼痛モデルラットの
脊髄組織のタンパク発現プロファイルを作
製した。 

リン酸化タンパク検出法：タンパクの抽
出までは2D-DIGE法と同様に行う。精製タン
パクを還元の後、トリプシンによる消化を
行い、Sigma Phos-selectを用いてリン酸化
ペプチドを精製する。精製ペプチドをiTRAQ
法を用いて分離後Q-TOF-LC-MSを用いて測
定した。 
 
(2)：Sema3A による神経因性疼痛軽減効果の
長期的な効果を行動学的にフォローした上
でプロテオミクス解析を行い、Sema3A が神経
因性疼痛の治療ターゲットとなりうるかど
うかを検討するとともに神経因性疼痛完成
にかかわる分子を同定する。 
 
先行研究と同様に CCIモデルラットに対して
Sema3A を経クモ膜下カテーテル的し、手術後
手術後 7週まで機械的刺激による疼痛閾値を
測定した。また、異なった神経因性疼痛のモ
デルとしてラット第 5腰神経を結紮切離する
Spinal Nerve Ligation (SNL)モデルを用い
て、Sema3A のクモ膜下腔投与の影響を検討し
た。Yaksh らの原法によるクモ膜下カテーテ
ル留置法は神経障害を生じる率が高く、
Brennan らの方法に準じて腰椎からクモ膜下
カテーテルを留置する方法に代え、Sema3A の
投与法も SNL 作成時の 1 回のみ 2000unit/20
〜30μL に変更した。疼痛閾値は手術前、術後
3、5、7、10、12、15、17 日後の各点で測定
した。 
 
(3)：(1)の結果明らかになった標的分子に対
して遺伝子操作を行うことにより生じる行
動学的、組織学的、電気生理学的変化の解析 
 
 脊髄の電気生理学的検討は当研究室では

初めての実験手法であり、本研究では脊髄ス

ライスの作成法を適正化すると同時に、疼痛

知覚の伝達や疼痛における血圧・心拍数の上

昇に深く関与する上、かつて当院薬理学教室

と共同研究を行っていた際に実際に電気生

理学的実験を行っていたこともある脳幹部

の弧束核(Nucleus tractus solitarius: NTS)

を用いて、多点皿電極を用いたシナプス伝達

測定の予備実験を行った。具体的には生後 3

〜4週のSDラットを用いてイソフルランによ

る麻酔後断頭し、NTS を含む 250〜300μm の厚

さの脳幹部スライスを作成し、MED64system



を用いて NTS への入力線維である tractus 

solitarius 近傍を刺激することによって生

じるシナプス後電位 (field excitatory 

postsynaptic potential: fEPSP)を記録し、

その特性を解析した。 

 
４．研究成果 
(1)：神経因性疼痛モデルラットの脊髄及び
DRG における、プロテオミクス解析の手法を
用いたタンパク発現及びタンパクリン酸化
のプロファイリング解析。 
 
 タンパク 2次元電気泳動法を用いて CCI 単
独群と CCI+不活性化 Sema3A 投与群で同様な
発現挙動を示し、CCI+Sema3A 群で逆の発現挙
動を示すタンパクスポットを同定、質量分析
を行った。このような挙動を示す 2次元泳動
上のスポットは 35 個同定された。これらの
うち質量分析により既知のものとしては 3種
の タ ン パ ク (Gamma-enolase, Superoxide 
dismutase [Cu-Zn], Cytochrome b)が同定さ
れた。このうち、Gamma-enolase、 Superoxide 
dismutase [Cu-Zn]は Sema3A 投与により脊髄
での発現はそれぞれ 65.3%、65.8%に減少し、
Cytochrome b は Sema3A 投与により 7.28 倍に
増加した。いずれのタンパクも脊髄及び後根
神経節での発現が報告されており、細胞死と
の関連が指摘されている。これ以外のスポッ
トについては候補分子は挙げられるものの、
タンパク質の同定までには至らなかった。 

図 1.CCI+Sema3A で変化があったスポットを
示した 2次元電気泳動ゲル。 
CCI ラットの脊髄組織におけるリン酸化タン
パクのプロテオミクス解析については、
2D-DIGE に使用したものと同じサンプルを用
いてトリプシン消化後リン酸化タンパクを
精製し、iTRAQ 法を用いて分析後質量解析を
行った。リン酸化ペプチドは質量解析に耐え
る程度に精製可能で、iTRAQ の結果、リン酸
化タンパクの分布パターンは明らかに
CCI+Sema3A 群が CCI 単独群、CCI+boiled(不
活性化)Sema3A 群とは異なるパターンを示し、
脊髄組織に及ぼす Sema3A の特異的影響を示
唆する結果となった。今後は CCI+Sema3A 群
に特異的に変化しているリン酸化タンパク

を量的に同定するべく実験を継続している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Naive

CCI only
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図２.iTRAQ 法により検出された各サンプル
からのリン酸化ペプチドの MS/MS 展開図。
CCI+Sema の展開図の円で囲んだピークが
Sema3A 投与により特異的に生じているピー
ク。 
 
(2)：Sema3A による神経因性疼痛軽減効果の
長期的な効果の行動学的検討 
 
 本研究に先行して行われた研究の結果で
は 、 CCI ラ ッ ト に 対 し て Sema3A 
2000unit/week の持続投与により、触刺激に
よる知覚過敏行動は CCI単独のものが健側の
65.3±7.6%だったのに対し 85.6±6.6%と
有意に逃避潜時の比が増加していたが、
Sema3A 投与後 7 週まで観察すると、投与
後2週間目以降はCCIのみの群と患側の逃
避潜時の比は同様になった。また、CCI 施
行後 2 週間経ってから Sema3A を
2000unit/week で投与した場合、CCI のみ
の群と逃避潜時の比は全く同様となった。 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1 2 3 4 5 6 7

Sema3A投与後の週数

sema2w

sema sd

cont
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control 64.3 74.4 76.1 65.2 85.4 99.2 83.1
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図３.7 週後までの触刺激逃避潜時の比の推

移。 

 

また、異なった神経因性疼痛のモデルとして

ラット第 5 腰神経を結紮切離する Spinal 



Nerve Ligation (SNL)モデルを用いて、

Sema3A のクモ膜下腔投与の影響を検討した。

この際、クモ膜下カテーテルの留置経路とし

て腰椎から上方に約 2cm、腰神経の馬尾に相

当する部分に達するよう PE10 カテーテルを

留置した。頸部からのカテーテル留置では留

置後の行動学的脊髄損傷の割合が大きく(自

験例で約 20〜40%)、研究遂行に重大な影響を

及ぼしていたからである。腰部からのカテー

テル留置法により脊損率は 10%以下に低下し、

以後本法をカテーテル留置法の標準とした。

また、実験手技の容易さから Sema3A の投与

法を 2000unit(20〜30μl)の単回投与とした。

疼痛閾値は手術前、術後 3、5、7、10、12、

15、17 日後の各点で測定した。その結果、SNL

ラットの Sema3A 単回投与においても術後５

日目までは疼痛行動の減弱が認められたが、

7 日目以降は SNL のみのラットと同様の疼痛

行動を示した。以上により、Sema3A のクモ膜

下腔投与は神経因性疼痛に一般的に疼痛緩

和作用を示す可能性が示されたが、その効果

は神経障害が完成した後では認められず、ま

た Sema3A の投与中止後比較的速やかに消失

してしまうことが明らかになった。 
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図 4. SNL ラットでの Sema3A 単回投与の触刺

激逃避潜時の変化。投与後 5日後まではコン

トロール群と比較して傷害側の逃避潜時が

延長している傾向があることが判る。 

(3)：電気生理学的変化の解析 

 

 予備実験的にラット延髄 NTS における

fEPSP の解析を幼弱ラットスライス標本を用

いて行った。Tractus solitarius 近傍の電気

刺激により、MED64system を用いて 2 次元的

な広がりを持つ fEPSPを記録することが可能

であった。この fEPSP は AMPA 受容体拮抗薬

である CNQX(10μM)によってそのほとんどが

消失したことから、AMPA 成分を主とする興奮

性のシナプス後電位であることが明らかに

なった。同時にナトリウムチャネル阻害薬で

ある TTX(1 μM)によりシナプス前電位を示す

fiber volley共々消失したことから確かにシ

ナプス後電位であることが確認できた。同時

に脊髄を用いたスライスの作成を試みたが、

作成方法が良くなかったためかシナプス電

位は記録できなかった 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5.ラット延髄スライス標本を用いて記録

された NTS における fEPSP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6.NTS における fEPSP は TTX 及び CNQX に

よって消失する。 

 

 以上により MED6４system を用いて生理学

的なシナプス後電位を記録することが可能

であることが証明できたが、脊髄スライスを

用いた電気生理学的実験への適応は試料の

調製から再検討する必要があると結論でき

た。 

 また、研究計画では盛り込まれていた組織

学的検討であるが、組織の調製法の基本的事

項が守られていなかったため染色性が安定

せず、その評価は困難なものとなってしまっ

た。このため現在追試を兼ねて試料の調製を

再度行い、今まで行って来た IB4、CGRP の免

疫染色に加え、その他のニューロペプチドや

グリア細胞のマーカー、リン酸化 MAP-kinase

に対する免疫染色などを行っている。また、

今回プロテオミクス解析によって明らかに

なった候補分子に対しても免疫染色を行っ

ているところである。 

 

 以上の結果に関して一部をまとめて学会

発表及び英文学術誌への投稿準備を進めて

いるところである。本研究に関する付帯事項

Stim 
Stim 

Stim 

0.05 mV

2 msec 

fEPSP 

presynaptic fiber volley 



として、本研究計画を提案した時点で私は本

学医学部生理学教室に異動が内定しており、

かなり野心的で盛りだくさんな研究計画を

意図的に立案したが、実際は講座再編の都合

により異動は実現せず、麻酔科学講座にとど

まりつつ本研究を遂行することになった。本

研究計画の中で私自身初めて行う実験も多

くあり、学内の研究協力者の力添えである程

度進捗を得ることができたが結果的には満

足いく結果とは言えないことを正直に認識

せねばならない。本来であれば 3年から 4年

かけて遂行すべき大きな事案であったと思

われる。幸い本研究を通じて、学内に多くの

共同研究者を得ることができ、部分的にでは

あるが本研究を継続できる環境を形成する

ことができたことがもっとも大きな成果と

も言えよう。 
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