
日本医科大学・医学部・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６６

基盤研究(B)（一般）

2022～2019

細胞外RNAの特性を活用した神経障害性疼痛に対する次世代治療戦略の探索

Exploring an extracellular RNA-based innovative therapy for neuropathic pain

３０３８６１５６研究者番号：

坂井　敦（Sakai, Atsushi）

研究期間：

１９Ｈ０３５５２

年 月 日現在  ５   ５ １９

円    13,200,000

研究成果の概要（和文）：細胞外RNAは能動的に放出され、近傍の細胞に取り込まれて機能することで細胞間情
報伝達を仲介することが知られている。本研究では、細胞外RNAを包括的に解析することでヒトに有効な次世代
の疼痛治療戦略となりうる末梢神経障害の早期検出と疼痛治療の可能性を模索した。実験動物およびヒトiPS細
胞に由来する一次感覚神経を用いて、神経損傷やオキサリプラチンによる神経障害性疼痛に対するバイオマーカ
ー候補や神経障害性疼痛に関与する分子を同定した。

研究成果の概要（英文）：Extracellular RNA is known to be actively released and taken up by 
neighboring cells to mediate intercellular communication. In this study, we explored an effective 
next-generation pain treatment strategy in humans that enables early detection and treatment of 
peripheral neuropathic pain by comprehensively analyzing extracellular RNA. Using primary sensory 
neurons derived from experimental animals and human iPS cells, we identified candidate biomarkers 
for peripheral neuropathic pain caused by nerve injury and oxaliplatin. We also identified potential
 therapeutic targets for peripheral neuropathic pain.

研究分野： 神経薬理学

キーワード： 神経障害性疼痛　マイクロRNA　細胞外小胞　一次感覚神経　バイオマーカー　lncRNA　オキサリプラチ
ン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通して、一次感覚神経から放出される細胞外RNAは神経障害性疼痛における治療標的となる可能性を有
することが明らかになった。また、一次感覚神経からの細胞外RNA放出は疾患特異的に変化し、血中で検出可能
なことから疾患バイオマーカーとなりうる可能性も明らかになった。一次感覚神経から放出される細胞外RNAの
病態機能的意義を探索していくことで、神経障害性疼痛における新規治療戦略に繋がっていくことが期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
神経障害を伴う慢性疼痛は難治性で苦痛が強いため、積極的に治療することが重要である。しか
しながら、糖尿病や一部抗がん薬は疾患や薬物治療の経過に伴って末梢性神経障害性疼痛が生
じる可能性が明らかにも関わらず、疼痛を誘発する神経障害を予測できないために、現状では発
症後の対症療法が主体となっている。さらに、末梢神経障害は中枢グリア細胞の活性化を伴う神
経炎症や痛覚に関わる神経細胞の興奮性亢進・シナプス伝達増強のような可塑的変化による中
枢感作を脊髄から脳へと誘発していくため、疼痛発症後のコントロールや根治は困難となって
いく。すなわち、神経障害性疼痛が発症し難治化する前に、軽微な段階の末梢神経障害を検出し、
末梢神経障害もしくは中枢感作の進行を予防する先制医療は難治性の神経障害性疼痛に対する
次世代の疼痛治療戦略となる可能性を秘めている。 
細胞内にのみ存在し、機能すると考えられてきた RNA が細胞外にも安定して存在することが

明らかにされてきた。このような細胞外 RNA は受動的に細胞から放出されたゴミとして細胞外
に存在するのではなく、少なくとも一部の RNA は能動的に放出され、近傍の細胞に取り込まれ
て機能することで細胞間情報伝達を仲介している。末梢神経障害の進行や疼痛の難治化におい
ては、障害された神経細胞から末梢の免疫細胞や脊髄後角の神経細胞・グリア細胞への情報伝達
が重要となる。すなわち細胞外 RNA は末梢神経障害の進行や疼痛の難治性化を仲介する細胞間
情報伝達を担っている可能性が考えられる。特に、microRNA は血漿タンパク質と結合して、も
しくはエクソソームのような膜性の小胞に包含されて大量に細胞外へと放出され、近傍の細胞
において遺伝子の翻訳抑制をすることが報告されてきている。実際に神経障害性疼痛において
も、我々は miR-21 の細胞外放出が一次感覚神経の障害や脱分極刺激により上昇し、脊髄髄腔内
（細胞外）へ miR-21 阻害薬を投与することにより神経障害性疼痛が緩和することを見出してい
る（Sakai & Suzuki, BBRC 2013）。一方で、一部の長鎖非コード RNA（lncRNA）なども少量
ではあるが細胞外に放出されるが、その機能的意義はほとんど明らかになっていない。また、
lncRNA はタンパク質や他の RNA に特異的に結合することで、局所におけるタンパク質複合体
形成や細胞内輸送、翻訳調節に関与しうる。以上より、近年報告されてきた microRNA のみで
なく、様々なタイプの非コード RNA をも含めた細胞外 RNA による細胞間情報伝達を解析する
ことは、末梢神経障害の進行や疼痛の難治化の更なる分子機構解明に寄与し、疼痛予防戦略の開
発に繋がることが期待される。 
神経障害性疼痛を予防する上で、末梢神経障害の予測もしくは早期検出が不可欠であるが、細

胞外 RNA は治療標的としてだけでなく、末梢神経障害の予測因子としても有用な可能性があ
る。実際に、上述の一次感覚神経から放出される miR-21 は末梢神経障害により血中で上昇する
ことが報告されており、一次感覚神経からの細胞外 RNA 放出は血中含有量にも反映されうると
考えられる。しかしながら、miR-21 はがんなどの様々な疾患でも上昇するため、特異的なバイ
オマーカーとなり得ない。この点において、その他の RNA、特に lncRNA は神経系に多様に存
在し、細胞種に特異的な発現をすることが多いことから、全身循環中における発現解析であって
も末梢神経障害特異的な血中バイオマーカーとして有望である。 
 
２．研究の目的 
末梢神経障害により一次感覚神経から細胞外へと放出される RNA を捉え、疼痛の発症・難治化
に関わる神経炎症や神経可塑的変化への関与を検討する。加えて、実際にヒト患者血液中におけ
る含有量を病態の経過を追って測定することにより、ヒト疾患における当該細胞外 RNA の妥当
性を評価すると共に末梢神経障害の予測因子の同定を試みる。すなわち、細胞外 RNA を包括的
に解析することでヒトに有効な次世代の疼痛治療戦略となりうる末梢神経障害の早期検出と疼
痛難治化の予防法を模索する。 
 
３．研究の方法 
（１）一次感覚神経から放出される細胞外小胞の解析 
ラットから採取した後根神経節由来の一次感覚神経初代培養およびヒト iPS 細胞より
分化誘導した一次感覚神経の培養上清に放出される細胞外小胞を回収し、含有される細
胞外 RNA を抽出した。細胞外に存在する microRNA や lncRNA の発現量は次世代シー
ケンスおよび定量的 PCR を用いて定量解析した。また、細胞外小胞に含有されるタン
パク質をショットガン解析および western blotting により解析した。 

神経障害性疼痛を高頻度に誘発する抗がん薬である白金製剤（オキサリプラチン）に
関して、ラット DRG およびヒト iPS 細胞由来一次感覚神経における遺伝子発現と細胞
外 RNA 放出への影響を検討した。 
 
（２）疼痛モデル動物における血中 microRNA 発現の解析 
ラットを用いて、神経障害性疼痛モデルとして坐骨神経の絞扼性神経損傷chronic constriction 
injury (CCI) モデルおよび、炎症性モデルとして完全フロイントアジュバント(CFA)モデルを



作製した。疼痛閾値の評価は von Frey filament による機械的刺激への逃避閾値を指標に評価
した。CCI モデルおよび CFA モデル作製後に、一次感覚神経の初代培養を作製した。一次感覚神
経の培養上清や血清中に含有される microRNA 量は、ポリマー沈殿法により EVを抽出した上で、
定量的 PCR を行うことで測定した。 
 
（３）神経障害性疼痛における lncRNA 遺伝子の解析 
脊髄神経結紮による神経障害性疼痛モデル動物を用いて、後根神経節において発現変化する
lncRNA を網羅的解析により同定した。顕著な発現上昇を示した新規 lncRNA に関して、経時的発
現変化や発現分布を定量的 PCR および in situ hybridization により検討した。本 lncRNA の遺
伝子欠損マウスを作製し、神経障害性疼痛および後根神経節における遺伝子発現への影響を検
討した。 
 
（４）オキサリプラチン誘発性神経障害性疼痛におけるエンドセリンの解析 
オキサリプラチンを単回腹腔内投与することにより、神経障害性疼痛モデルラットを作製した。
機械的アロディニアは von Frey テストで、冷感アロディニアはアセトンテストで評価した。オ
キサリプラチン誘発性神経障害性疼痛に対するエンドセリン受容体拮抗薬の予防効果を調べる
ために、非選択的 ET受容体拮抗薬であるボセンタンおよび ETA 受容体選択的拮抗薬であるアト
ラセンタン、ETB 受容体選択的拮抗薬である BQ-788 を投与した。 
 
４．研究成果 
（１）一次感覚神経の細胞外小胞に含有される RNA とタンパク質の同定 
一次感覚神経培養から放出された細胞外小胞に含有される RNA の、オキサリプラチンによる変
化を明らかにした。加えて、含有される RNA 群が関わる機能を pathway 解析により同定した。ま
た、細胞外小胞に含有される膜タンパク質を同定し、一部の膜タンパク質を標的とした薬物によ
る影響を明らかにした。 
 
（２）神経障害性疼痛モデルラットにおける miR-221 放出の上昇 
一次感覚神経からの放出が変化する microRNA を 6種（let-7d、miR-21、miR-142-3p、miR-146b、
miR-203-3p、miR-221）同定した（図１）。このうち、miR-221 のみが神経障害性疼痛モデルラッ
トの血清中においても含有量の増加が見られた（図２）。血清中 miR-221 は神経損傷後 7日目か
ら 28 日目にかけて、長期的に増加していた。神経障害性疼痛を既に発症していた神経損傷後早
期において増加は認めなかった。一方、炎症性疼痛モデルにおいては、miR-221 の一次感覚神経
からの放出および血清中含有量いずれにおいても変化は見られなかった。 
 
 

（３）神経障害性疼痛に寄与する新規 lncRNA 遺伝子の同定 
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図２ 



神経障害性疼痛において、一次感覚神経で著名かつ持続的な発現上昇を示す新規 lncRNA を同定
した。本 lncRNA 遺伝子を欠損するマウスは物理刺激や熱刺激に対する痛覚閾値は正常であった
が、脊髄神経結紮による神経障害性疼痛は減弱していた。さらに、本 lncRNA 遺伝子欠損および
脊髄神経結紮により、後根神経節で発現変化する遺伝子群を同定した。 
 
（４）エンドセリン受容体拮抗薬によるオキサリプラチン誘発性神経障害性疼痛の抑制 
機械的アロディニアはオキサリプラチン投与後2時間から出現し、少なくとも14日間持続した。
一方、冷感アロディニアはオキサリプラチン投与後 4日目で消失した。ボセンタンにより、機械
的アロディニアと冷感アロディニアが抑制された（図３）。アトラセンタンもオキサリプラチン
による機械的アロディニアと冷感アロディニアの両方を抑制した（図４）。一方で BQ-788 は機械
的アロディニアと冷感アロディニアともに抑制しなかった。アトラセンタンを脊髄髄腔内投与
したところ機械的アロディニアは抑制されたが、冷感アロディニアは抑制されなかった。一方で、
アトラセンタンを足底に皮下投与したところ、機械的アロディニアは一時的にのみ抑制された
のに対し、冷感アロディニアが顕著に抑制された。 
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 ４．巻
坂井敦 37
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Targeting extracellular miR-21-TLR7 signaling provides long-lasting analgesia in osteoarthritis

Molecular Therapy - Nucleic Acids 199～207

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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International Congress on Neuropathic Pain（招待講演）（国際学会）

Long non-coding RNAs in primary sensory neurons as potential biomarkers and pain modulators in neuropathic pain（国際学会）

生理学研究所研究会　痛み研究会
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Atsushi Sakai
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 １．発表者名

 ４．発表年
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Long non-coding RNAs in primary sensory neurons as potential biomarkers and pain modulators in neuropathic pain

Neat1 lncRNA regulates proinflammatory gene expressions in DRG neurons after nerve injury

オキサリプラチン誘発性末梢神経傷害におけるバイオマーカー探索

神経障害性疼痛における一次感覚神経のTSLPサイトカインの解析
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iPS細胞由来一次感覚神経から放出される細胞外小胞におけるRNA解析
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 ４．発表年
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神経障害性疼痛における一次感覚神経に発現するDRGXによるMMP-9発現調節

神経障害性疼痛におけるNeat1長鎖非コードRNAの遺伝子発現調節機構の検討
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Neat1長鎖非コードRNAの発現抑制による神経障害性疼痛モデルラットの疼痛緩和作用
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神経障害性疼痛の治療における非コードRNAの可能性

DRG神経におけるホメオボックス遺伝子DRGXの神経障害性疼痛への関与
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