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研究成果の概要（和文）：本研究では，坐骨神経結紮(PSNL)マウスおよびストレプトゾトシン誘

発性糖尿病(STZ)マウスを用いて,中枢に生じる変化を比較し疼痛発症メカニズムの解明を試み

た。脊髄では，PSNLマウス（2週モデル）ではミクログリアの顕著な増加が認められたが，STZ

マウス（2週モデル）ではミクログリア明らかな増加は検出できなかった。PSNLマウスの結紮

側脊髄後角では、アストロサイトの増加傾向も観察された。PSNLマウスに生じる脊髄でのミク

ログリアの増加およびアロディニアは，ミノサクリンを結紮前から 7日間反復投与することに

より抑制された．しかしながら，ミノサイクリンを結紮後から反復投与した場合は，ミクログ

リアの増加およびアロディニアの抑制は見られなかった．このことから，ミクログリアの増殖

を結紮後に抑制できれば神経障害性疼痛を治癒できる可能性が示唆された．一方，PSNLマウス

および STZマウスの大脳皮質帯状回 II-III層および V層錐体型細胞において，自発性抑制性シ

ナプス後電流および微小抑制性シナプス後電流の特性に大きな差は見られなかった。以上の結

果から，疼痛発症時における帯状回の抑制系はほとんど変化していないことが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：We investigated the change of glial cells and neurons in spinal cord (SC) using 

two neuropathic pain models, partial sciatic nerve ligation (PSNL) mice and streptozotocin 

(STZ)-induced diabetic mice. In PSNL mice, microglia increased on the ligation side of the SC, but not 

neurons. Astrocytes also tended to increase on the ligation side of the SC. In diabetic mice, microglia, 

astrocytes and neurons were not changed in the SC. Next, Minocycline, a microglial inhibitor, was 

administrated daily before and after PSNL, or only after PSNL in PSNL mice. The administration of 

Minocycline before and after PSNL prevented not only the increase of microglia and astrocytes, also 

allodynia induced by nerve ligation at 7 days. The results suggest that spinal microglia and astrocytes 

contribute to the development in neuropathic pain in PSNL model, but not diabetic model. It is highly 

possible the cure of PSNL-induced allodynia if we are able to inhibited microglial proliferation in SC 

after PSNL. In PSNL model, there was no significant difference the amplitude and the frequency of 

miniature inhibitory postsynaptic currents (mIPSC) between the ipsilateral and the contralateral side of 

II/III and V layer of the anterior cingulated cortex (ACC). In diabetic mice, the frequency of mIPSC 

tended to decrease in II/III layer of ACC compared with vehicle group, but not significantly change. 

These results show that it may have a little influence on inhibitory responses in ACC in PSNL model 

and STZ model. 
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１．研究開始当初の背景 

 糖尿病やガンが原因で生じる神経因性疼
痛は，慢性かつ難治性であり，現在使用され
ている非ステロイド性抗炎症薬や麻薬性鎮
痛薬などの鎮痛薬の効果が低く，早急に治療
効果の高い新薬の開発が必要とされている。
神経因性疼痛の主症状であるアロデニア（異
痛症）の発現には，痛覚伝達の中継点である
脊髄後根神経節と脊髄レベルでの機能異常
が示唆されている。痛覚伝達には，刺激を受
けた皮膚から脊髄後根神経節あるいは脊髄
後根神経節から脊髄神経への伝達に，プリン
受容体の一つであるアデノシン三リン酸
（ATP）受容体の関与が報告されている。
ATP 受容体は，イオンチャネル型受容体の
P2X タイプと G タンパク質共役型受容体の
P2Yタイプに分類され，それぞれ 7種類と 9

種類のサブタイプが薬理学的および分子生
物学的に同定されている。 

 申請者は，糖尿病が原因で生じる神経因性
疼痛に対する脊髄内 ATP について検討を試
みた。その結果，糖尿病モデル動物の脊髄で
は，細胞膜でのカルシウムに依存したプロテ
インキナーゼ C 活性が増強することを報告
した。また，脊髄後根神経細胞の P2X2 およ
びP2X3受容体mRNAの発現量の増加を見出
し，それらの受容体拮抗薬を髄腔内に投与す
ることにより，糖尿病により生じるアロデニ
アが消失することを見出した。最近国内では，
第５腰髄脊髄神経結紮による神経因性疼痛
モデル動物において，アロデニアの発症程度
に比例して脊髄後角のミクログリアが活性
化し，そのミクログリアに発現しているP2X4

受容体刺激が，神経因性疼痛の発症と維持に
関与しているという発見がなされた。しかし
ながら，神経障害時に生じる脊髄でのミクロ
グリアの増加を抑制する方法や，疼痛の慢性
化に伴う上位中枢への影響については明ら
かにされていない。 

２．研究の目的 

 神経障害性疼痛や糖尿病性疼痛による脊
髄での機能的変化を抑制する方法や，痛覚伝
達に関係が深い大脳皮質前帯状回における
神経活動を検討し，脊髄および上位中枢にお
ける神経障害性疼痛および糖尿病性神経因
性疼痛の発症機序あるいは症状の進行過程
を解明する。 

 

３．研究の方法 

(1) ストレプトゾトシン（STZ）誘発性糖尿

病マウスおよび坐骨神経部分結紮（PSNL）
マウスの作製 

 体重約 30g の ddY 系雄性マウスに，
200mg/kgの STZを腹空内投与し糖尿病を発
症させる。糖尿病発症の確認は，体重および
血中グルコース濃度測定により行う。 

 PSNL マウスは，体重約 30g の ddY 系お
よび C57雄性マウスを用いて，大腿部の坐骨
神経約 1/3を 8-0絹糸で強く結紮し作製する。 
 

(2) 各モデル動物の疼痛評価 

 アロディニアの評価は， von Freyテスト
を後肢足底部に適応し検討する。また，ATP

受容体拮抗薬を髄腔内に投与し，疼痛への効
果を検討する。さらに，ミノサイクリンによ
る影響も検討する。 

 

(3) 免疫染色法を用いた脊髄内グリア細胞変
化の検討 

 上記に従い作製したモデル動物を 4%パラ
ホルムアルデヒドで心臓灌流し全身を固定
する。その後，脳を取り出し，厚さ 20〜50 m

の脊髄スライスを作製する。GFAP抗体（ア
ストロサイトのマーカー），Iba-1抗体（ミク
ログリアのマーカー），NeuN 抗体（神経細
胞のマーカー）を用いて，アストロサイト，
ミクログリアおよび神経細胞の発現数およ
び分布の変化について比較検討を行う。また，
ミノサイクリンによる影響についても９検
討する。 

 
(4) スライスパッチクランプ法を用いたモデ
ル動物の脳内神経伝達の解析 

 モデル動物の大脳皮質膳帯状回を含むス
ライスを作製し，ホールセルパッチクランプ
法により興奮性および抑制性シナプス電流
を記録する。 

 
４．研究成果 
(1) PSNLマウスに対する疼痛評価 
 坐骨神経結紮後 3日目からアロディニアが
現れ，14日目でも持続していた（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 1. PSNLマウスにおけるアロディニア 
 
(2) STZマウスの血糖値および疼痛反応 

 血糖値は，STZ 投与後 3 日目から有為な上
昇が認められ，投与後 14 日目でも高血糖状
態が確認された（図 2）。また，図 3に示すよ
うに，アロディニアは STZ投与後 5日目から
14日目まで持続して発現していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. STZ投与後の血糖値変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. STZによるアロディニア 
 
(3) PSNLおよび STZマウス脊髄での形態変化 

 坐骨神経結紮後 14 日目の脊髄後角では，

明らかなミクログリアの増加が見られ，アス
トロサイトは増加傾向が見られた。神経細胞
については変化が見られなかった。しかしな
がら，STZ 投与後 14 日目の脊髄ではミクロ
グリア，アストロサイト，神経細胞の明らか
な変化は認められなかった（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. PSNLおよび STZマウスの脊髄に生じ
る形態変化 

 
(4) PSNLマウスに生じるアロディニアおよび
ミクログリアの増加に対するミノサイクリ
ンの効果 

 坐骨神経結紮前からミノサイクリンを投
与したグループでは，アロディニアおよびミ
クログリアの増加が有意に抑制されていた
（図 5，6）。 
しかしながら，結紮後からミノサイクリンを
投与した群ではアロディニアおよびミクロ
グリアの増加の抑制は認められなかった（図
5，6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. PSNLにより生じるアロディニアに対す
るミノサイクリンの効果 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. PSNLによる脊髄内ミクログリアの増加
に対するミノサイクリンの効果 
 
(5) PSNLおよび STZマウス大脳皮質前帯状回
錐体細胞の神経活動 

 PSNLマウスの前帯状回 V層錐体細胞におけ
る自発性 IPSC は，結紮側と非結紮側で電流
の大きさ，頻度，各電流の立ち上がりおよび
時定数に明らかな違いは見られなかった（図
7）。また，II-III層錐体細胞においても変化
は見られなかった。一方，STZ マウスの前帯
状回 V 層錐体細胞の自発性 IPSC は，対照群
と比較してピーク電流が増強していたが，
II-III 層錐体細胞では明らかな違いは見ら
れなかった（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7. PSNL マウス前帯状回における自発性
IPSC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8. STZ マウス前帯状回における自発性
IPSC 
 
 以上のように，神経障害性疼痛および糖尿

病性疼痛では脊髄内で生じる形態変化が明
らかに異なっており，発症メカニズムの違い
が示唆された。特に，PSNLモデルに対して結
紮前からミノサイクリンを投与することで
ミクログリアの増加およびアロディニアが
抑制されることから，神経障害性疼痛を治療
するには脊髄内ミクログリアの増加を抑制
しなければならないことが明らかとなった。
また，神経障害性疼痛に対する前帯状回の自
発性抑制性シナプス伝達は障害されていな
いことから，前帯状回での可塑的変化は抑制
性シナプス伝達の異常によるものではない
ことが示唆された。 
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