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研究成果の概要：慢性疼痛モデルラットの末梢神経にガンマナイフを照射する方法を確立し、

ガンマナイフ照射が疼痛行動に与える影響を検討した。本研究により、慢性疼痛モデルラット

へのガンマナイフ照射でのみ、照射後２週間ほどで鎮痛効果が現れることが明らかとなった。

また、ガンマナイフ照射により照射部位にマクロファージが集積することから、この集積した

マクロファージが何らかの形で鎮痛効果に関与している可能性があることが予測された。 
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１．研究開始当初の背景 
三叉神経痛とは顔の神経をつかさどる三

叉神経に何らかの異常が生じて、その感覚の
領域に主に発作的に電撃痛や焼け火箸を突
き刺されるような痛みを生じる病気である。
三叉神経痛の原因は明らかではないが、神経
が血管等により圧迫されることによる神経
障害であることが推測され、外科的な減圧治
療が施行される。さらに治療薬として、抗て
んかん薬や GABA 伝達系薬剤が有効であるこ
とからも、これを一種の神経因性疼痛とみな
すことが出来る。 

 近年、三叉神経痛に対してガンマナイフの
治療効果が認められているが、この治療効果
のメカニズムは不明であり、ガンマナイフは
対症療法として利用されているのが現状で
ある。また、ガンマナイフの三叉神経痛に対
する研究は患者を対象とした Follow-up 
study が中心で、基礎医学的な研究は少ない
状況であった。 
一方、神経因性疼痛に関する研究報告は歴
史が長く、多くの動物実験研究モデルが作成
されており、いずれの動物モデルも手術後、
数日以内に温熱性痛覚過過敏と機械刺激性
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アロディニアが誘発されることが知られて
いた。さらに、神経因性疼痛誘発に関与する
因子として、電位依存性 Na+チャネル、CaMK
Ⅱ、NMDA 受容体、MAPK、SAPK、神経栄養因子
など様々な因子が同定されていた。最近では、
神経因性疼痛の発症とミクログリアの関係
も多数報告されていた。    
また、脊髄に作用する疼痛抑制系に関して

は、中枢からのセロトニン、ノルアドレナリ
ンによる下行性疼痛抑制系、GABA などの抑制
性伝達物質による作用、受容体のインターナ
リゼーションによる脱感作などの関与が明
らかとなっていた。ガンマナイフ照射による
鎮痛作用の発現には、上述のような神経因性
疼痛を発症させるシグナルの抑制、又は鎮痛
作用をもたらすシグナルの活性化の関与が
予測された。 
そこで、ガンマナイフ照射による鎮痛効果

発現のメカニズムを解明する手段のひとつ
として、慢性疼痛ラットを用いて、ガンマナ
イフ照射後の疼痛行動の変化及び組織学的
変化を解析することとした。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はガンマナイフの三叉神経

痛に対する治療効果発現メカニズムを明ら
かにすることであった。 
具体的には、（１）慢性疼痛モデルラット

の坐骨神経にガンマナイフを照射し、疼痛行
動への影響を検討する、（２）坐骨神経への
ガンマナイフ照射が脊髄、後根神経節及び、
坐骨神経に与える影響を組織学的・分子生物
学的に解析することであった。これらの結果
を総合的に判断することにより、ガンマナイ
フ照射における鎮痛効果の発現メカニズム
の手がかりを得ることを目的として研究を
行った。 
 
 
３．研究の方法 
（１）慢性疼痛モデルの作成 
Seltzer ら の モ デ ル (Neurosci Lett. 
115:62-7, 1990) を参考に、右後肢の 1/2～
1/3 の坐骨神経を強く結紮することにより慢
性疼痛モデルラットを作成した。また、坐骨
神経を露出するが結紮しないラットを sham
群とした。機械刺激による痛覚を Automated 
Von Frey type system により評価した。 
 
（２）ガンマナイフ照射部位のplanning 
ラットはペントバルビタール（50 mg/kg）で
麻酔し、Regis-Valliccioni frame にテープ
で固定した。Heavy-T2 による MRI 画像を取得
した。取得した MRI 画像を元に Leksell 
GammaPlan treatment planning system によ
り、照射部位の中心が坐骨神経にとなるよう

に planning を行った。中心最大線量は90 Gy
とした。 
（３）ガンマナイフ照射後の行動解析 
ガンマナイフ照射後の機械刺激による痛覚
反応を経時的に（5日～8週まで）Automated 
Von Frey type system（Ugo Basile, Milan, 
Italy）により検討した。具体的には、直径
0.5 mmのフィラメントをラットの後肢足底に
毎秒 2.5 g ずつ加圧するように押しつけ、逃
避反応を起こした閾値をグラム重として実
測した。測定は両側それぞれ３回ずつ行い、
平均値を閾値とした。それぞれの測定は３分
以上の間隔を空けて行った。 
 
（４）脊髄における検討 
脊髄（Ｌ４，Ｌ５）において、ミクログリア
のマーカーである Iba1 タンパク質の発現変
化をウエスタンブロット法により解析した。
同様に免疫染色法により脊髄におけるミク
ログリアの局在部位および形態を検討した。
また、解析は ImageJを用いて行った。 
 
（５）後根神経節における検討 
坐骨神経を結紮しただけでは、後根神経節の
ニューロンが脱落することはないことが知
られているが、ガンマナイフ照射によりニュ
ーロンの脱落が起こらないという証明はさ
れていない。そこで、後根神経節の凍結切片
を作成にフルオロジェードで染色すること
により変性したニューロンがあるか検討し
た。 
 
（６）坐骨神経における検討 
Iba1 タンパク質はミクログリアのマーカー
として利用されるが、同様にマクロファージ
のマーカーとしても利用されている。坐骨神
経において、Iba1 タンパク質の発現量の変化
をウエスタンブロット法により解析した。同
様に免疫染色法により坐骨神経におけるマ
クロファージの発現を検討した。また、変性
したミエリンおよびマクロファージに貪食
されたミエリン deberis のみ染色される Oil 
Red O 染色を行った。Oil Red O 陽性の濾胞
の解析は ImageJ を用いて行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）今回作製した慢性疼痛モデルラットは
４日目から結紮側でのみ allodynia が現れ、
約 6週間は allodyniaが継続することを確認
した。６週以降で徐々に閾値の上昇がみられ、
９週後では sham 群と有意な差が見られなく
なることが明らかとなった。また、sham 群で
は allodynia が起こらないことを確認した。 
 
（２）MRI 画像を元に Leksell GammaPlan 
treatment planning system を用いて坐骨神



 

 

経に照射した。また、（１）の結果より、結
紮後７日目（allodynia 発生時）にガンマナ
イフを照射することとした。ガンマナイフの
中心最大線量は 90Gyとした。 
   
 
 
 
 

図１ planning の１例 
ピンク；坐骨神経。青；大腿骨。緑；80% isodose 

area。 黄色；50% isodose area。 

 
（３）ガンマナイフ照射後の機械刺激による
痛覚反応を Automated Von Frey type system
により検討した。慢性疼痛モデルラットにお
いて、ガンマナイフ照射２週間後に非照射群
と比較して有意な逃避反応の閾値の上昇が
みられた。照射群（結紮＋ガンマナイフ）；
18.8 ± 3.6 sec, 非照射群（結紮のみ）；11.2 
±1.8 sec, p<0.05）。また、慢性疼痛モデル
ラットのガンマナイフ照射群は照射3週間後
には sham 群と同程度まで逃避反応の閾値が
回復することが明らかとなった。この効果は
本研究で測定した最長期間（9 週間後）まで
は継続していた。一方、sham 群にガンマナイ
フを照射しても逃避反応の閾値には変化が
見られなかった。つまり、allodynia 発症時
（神経損傷時）にガンマナイフを照射した場
合にのみ鎮痛効果（疼痛からの回復効果）が
現れ、逆に正常時にガンマナイフを照射して
場合には影響を与えないことが明らかとな
った。 
以上より、損傷を受けていない神経にガン

マナイフを照射した場合と、損傷神経にガン
マナイフを照射した場合とでは、その後の反
応に何らかの違いがあることが予測された。 
 
（４）慢性疼痛においては、末梢感覚神経等
の損傷により，損傷神経のみならず，その線
維が投射する脊髄後角，さらには上位中枢で，
神経化学的変化が起こり，その変化による痛
み伝達ネットワークの再構築が神経因性疼
痛の成因であろうと想定されている。最近，
脊髄後角のグリア細胞，特にミクログリアの
重要性を示唆する知見が報告されている。そ
こで、本研究では、ガンマナイフ照射２週間
後の脊髄（Ｌ４－５）におけるIba1 タンパ
ク質（ミクログリアのマーカー）の発現量を
ウエスタンブロット法により検討した。坐骨
神経を結紮することにより、脊髄（Ｌ４～５）
において、Iba1タンパク質の発現量の増加が
みられた。しかし、Sham 群および結紮群にガ

ンマナイフを照射しても、Iba1 タンパク質の
発現量に変化はみられなかった（sham 群＋ガ
ンマナイフ; 0.99±0.1 倍（sham 群と比較）
p=0.7 , 結紮群＋ガンマナイフ；1.0±0.2 倍
（結紮群と比較）p=0.9 ）。 

 図２ 脊髄におけるウエスタンブロット 
 
また、抗Iba1抗体による免疫染色を行い、
ミクログリアの形態及び局在を検討した。坐
骨神経結紮１週間後の脊髄後角のミクログ
リアは，その細胞体の肥大化，突起の退縮お
よび細胞増殖など、典型的な活性化型の形態
を示していた。３週間後も同様に活性化型ミ
クログリアが存在していた。また、ガンマナ
イフ照射後においても活性化型ミクログリ
アの存在が認められ、非照射群との間に有意
な差は認められなかった。 
 
（５）ガンマナイフ照射２週間後の後根神経
節（Ｌ４，Ｌ５）の凍結切片を作成し、フル
オロジェードで染色し、変性したニューロン
があるか検討した。ガンマナイフ照射２週間
後の後根神経節において、フルオロジェード
で染色される細胞は認められなかった。同様
に非照射群においてもフルオロジェードで
染色される細胞は見られなかった。このこと
から、坐骨神経にガンマナイフを照射するこ
とにより後根神経節のニューロンにネクロ
ーシスもしくはアポトーシスが生じること
はないと考えられた。 
 
（６）坐骨神経におけるマクロファージの発
現量をウエスタンブロット法により検討し
た。結紮後、坐骨神経の１週間～３週間で
Iba1 タンパク質の発現量は約３倍に増加し、
徐々に減少することが明らかとなった。 
ガンマナイフ照射２週間後の坐骨神経に
おける Iba1 タンパク質の発現量を検討した
ところ、結紮群において Iba1 タンパク質の
発現量がさらに増加することが明らかとな
った（1.8 ±0.1倍；結紮群と比較, p<0.01）。
しかし、sham 群にガンマナイフを照射した場
合においては、Iba1 タンパク質の発現量の増
加はみられなかった（1.2±0.2 倍 ;sham 群
と比較, p= 0.55）。このことから、損傷した
神経にガンマナイフを照射した場合にのみ、
マクロファージのさらなる集積が引き起こ
されることが明らかとなった。 
 さらに、凍結切片を作成し、抗 Iba1 抗体
を用いて免疫染色を行い、マクロファージの
局在を検討した。結紮１週間後、および３週
間後においては、坐骨神経の結紮部周辺にマ



 

 

クロファージが集積することが明らかとな
った。ガンマナイフ照射２週間後では、非照
射群と比較して、結紮部より遠位側にさらな
るマクロファージの集積が認められた。さら
に、ガンマナイフ照射後のマクロファージは
貪食後の泡沫化したマクロファージが多く
存在していることが明らかとなった。 
以上より、ガンマナイフ照射によりマクロ

ファージの貪食が増加している可能性が予
想された。そこで、ミエリンのdebris 及び
マクロファージが貪食したミエリンのみ染
色される、Oil Red O 染色を行った。慢性疼
痛モデルラットの坐骨神経において結紮１
週間後には結紮部より遠位側にOil Red O 陽
性の濾胞が多数出現することが確かめられ
た。また、結紮８週間後の坐骨神経では、Oil 
Red O 陽性の濾胞がほとんど確認されないこ
とから、ミエリン debris はマクロファージ
により貪食され、だんだんと除去されていく
ことが考えられた。一方、慢性疼痛モデルラ
ットにガンマナイフ照射すると、２週間後に
は結紮部から遠位側の Oil Red O 陽性の濾胞
が非照射群と比較して有意に減少すること
が明らかとなった。上述のように、ガンマナ
イフ照射により坐骨神経の結紮より遠位部
のマクロファージの増加が見られることか
ら、マクロファージの貪食が増加することに
より、ミエリン debris の除去が促進したと
考えられた。 
 
以上の実験結果から、ラット慢性疼痛モデ

ルラットにガンマナイフを照射することに
よっても、臨床結果と同様に鎮痛効果が得ら
れることが明らかになった。しかし、正常な
神経にガンマナイフを照射した場合におい
ては疼痛行動に変化が見られないことから、
損傷した神経にガンマナイフを照射した場
合にのみこのような鎮痛効果が得られると
考えられた。また、臨床結果では鎮痛効果が
得られるまで、約１ヶ月程度かかると考えら
れているが、今回は２週間で鎮痛効果がみら
れた。ラットはヒトなどの高等哺乳類と比較
して再生能力が高いと考えられている。種差
により、ラットの方が早くガンマナイフによ
る効果が現れた可能性が考えられる。 
また、ウエスタンブロット法及び免疫染色

法により、ガンマナイフ照射後の慢性疼痛モ
デルラットの坐骨神経にマクロファージの
集積が認められた。ガンマナイフ照射後に脳
内でマクロファージが集積することが報告
されている。ガンマナイフ照射によりどのよ
うにマクロファージが集積するのかは不明
であるが末梢神経でも中枢神経と同様の機
序でマクロファージの集積が起こる可能性
が考えられる。さらに、慢性疼痛ラットの疼
痛からの回復時期にミエリン debris の除去
の大半が終了すること、ガンマナイフ照射後

の鎮痛効果と同時期にマクロファージのさ
らなる増加が起こり、ミエリンdebris の除
去が促進されることを考えると、ミエリン
debris の除去と慢性疼痛からの回復が関係
している可能性も考えられる。また、末梢神
経損傷時の軸索再生において、マクロファー
ジの活性化が重要な役割を担っているとい
う報告もある。ガンマナイフ照射によってマ
クロファージが活性化されることで回復効
果が早期に現れ、軸索再生が促進された可能
性も期待される。今後は、実際にマクロファ
ージの増加が鎮痛効果に直接関与している
のか、阻害剤などを用いて明らかにしたい。 
また、現段階では下行性抑制系の関与に関
する解析、及び脊髄レベルにおけるミクログ
リア以外の解析は行っていない。今後上述の
ような点からも解析を進め、ガンマナイフに
よる鎮痛メカニズムの本質へ迫りたい。 
 
この成果は第３１回日本神経科学大会で
ポスター発表した。現在、国際雑誌に投稿す
るため論文を作成中である。 
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