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研究成果の概要（和文）：本研究では、外傷性末梢神経障害および絞扼性神経障害に伴う神経障害性疼痛の病態
解明と治療法の開発を目指した。ラットモデルとT細胞サブセット欠失マウスを用いて、アロディニアの発症・
進行に関与するT細胞サブセットを同定した。CD8陽性T細胞が疼痛に関与し、TNF-αがCXCL10を介してCD8 T細胞
の誘導に寄与することを示した。さらに、Peptide Lvの抗炎症作用をノックアウトマウスおよび合成した 
Peptide Lvを用いて明らかにした。しかし、in vivoでの抗炎症作用は限定的であり、Peptide Lvの治療効果に
ついてはをさらなる検証が必要である。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the pathophysiology of traumatic peripheral 
nerve injuries and constriction nerve injuries, and to develop therapeutic methods for neuropathic 
pain. Using rat models and knockout mice lacking specific T cell subsets, we identified the T cell 
subsets involved in the onset and progression of allodynia. CD8-positive T cells were shown to 
contribute to pain, and TNF-α was found to induce CD8 T cells via CXCL10. Furthermore, the 
anti-inflammatory effects of Peptide Lv were confirmed using knockout mice and synthetic Peptide Lv,
 although sustained-release gel formulations might be necessary for effective in vivo treatment. 
Future research will further investigate the therapeutic potential of Peptide Lv.

研究分野：整形外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、絞扼性末梢神経障害におけるCD8陽性T細胞の役割を明らかにし、T細胞サブセットの動態と神経障害
性疼痛の関連性を示した。特に、CD8陽性T細胞が疼痛発生と進行に関与している可能性を示した。また、
Peptide Lvが末梢神経の抗炎症作用を持つ可能性を示した。これにより、新規治療シーズとしてのPeptide Lvの
有効性が検討され、将来的な疼痛治療の開発に貢献する重要な知見が得られた。末梢神経障害に伴う神経障害性
疼痛は、現行の薬物療法では治療が困難であり、社会的に大きな問題となっている。本研究の成果は、疼痛の機
構の解明と新しい治療法の開発に繋がり、患者のQOL向上に寄与する可能性がある。

※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 
外傷性末梢神経障害、絞扼性神経障害に伴う重度末梢神経障害は、薬物療法に抵抗性を示し、効
果を確実に期待できる外科的治療はわずかである。申請者は重度末梢障害に対する治療法を確
立すべく、末梢神経障害の病態解明と新規治療シーズの開発を行ってきた。申請者はこれまでに
T 細胞が神経障害性疼痛に関与する可能性を示してきたが、神経障害性疼痛に関与する T 細胞
に関与するサブセットは不明であった。また、疼痛治療シーズの開発には至っていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究ではラットおよび種々の T 細胞サブセットが欠失したノックアウトマウスを用いて絞扼
性神経障害におけるアロデニア発症・進行に関与する T cell サブセットの同定を行った。また、
Peptide Lvを標的とした治療法の可能性を検討した。 
 
３．研究の方法 
3-1. ラット絞扼性神経傷害モデルにおける T細胞サブセットの動態と除圧効果の検討 
8 週齢雌性ウイスターラットの坐骨神経を結紮し、絞扼性神経傷害モデル（CCI）を作製した。
CCI の 3 日後、ラットをランダムに CCI 群（CCI-G）と CCI+除圧群（CCI+dec-G）に割り付けた。
CCI 前（control、CCI 後 3日（POD3）、7日（POD7）、14 日（POD14）に Von Frey filament によ
る疼痛評価を行った。また、リアルタイム PCR を用いて T 細胞および T 細胞遊走・活性化因子
（Cd3, Cd4, Cd8, Cxcl10, Tnfa）の発現を検討した。また、フローサイトメトリーを用いて CD3
陽性陽性細胞数を検討した。免疫組織化学染色を用いて CD3 および TNF-a 陽性細胞の局在を検
討した。さらに、坐骨神経から細胞を採取し、TNF-αによる Cxcl10の発現制御を検討した。 
 
3-2. CD8 陽性 T細胞欠失マウスを用いた検討 
ラット研究の結果から、絞扼性神経傷害における CD8 陽性 T細胞の関与が示唆されたため、CD8 
T 細胞欠失マウス 7週齢雌性 C57BL/6J マウス（野生型）および CD8 陽性 T細胞欠失マウス（B2M
の坐骨神経を結紮し、絞扼性神経傷害モデル（CCI）を作製した。傷害後 POD3, 7, 14 に坐骨神
経を採取し、フローサイトメトリー解析、網羅的遺伝子解析（RNA-Seq）および PCR 解析を行っ
た。また、M1 および M2 マクロファージマーカーの発現を検討した。 
 
3-3. Peptide Lv を標的とした末梢神経治療シーズの開発 
Peptide Lv を標的とした末梢神経治療の可能性を検討するために、絞扼神経傷害モデルにおけ
る Peptide Lv の発現動態を検討した。7週齢雌性 C57BL/6J マウス（野生型）を用いて CCI モデ
ルを作製後、0, 5, 7, 14 日目に坐骨神経を採取した。リアルタイム PCR を用いて Peptide Lv
の発現を検討した。また、Peptide Lv KO マウスを用いて Peptide Lv 欠損の影響を検討した。
さらに、坐骨神経細胞に合成した Peptide Lv1 1μg/ml を添加し、抗炎症作用を検討した。また、
CCI モデルに Peptide Lv の投与を行った。 
 
４．研究成果 
4-1. ラット絞扼性神経傷害モデルにおける T細胞サブセットの動態と除圧効果 
POD3 では control に比べ有意な疼痛閾値の低下を認めた。POD7,14 において、CCI＋dec-GCCI-G
は CCI-G に比べ有意に疼痛閾値が高かった（図 1）。CCI-G における CD3 陽性細胞の割合、Cd3 の
発現は有意に増加した（図 2,3）。同様に Cd4,CDd8 の発現は POD7, POD14 において control に比
べ有意上昇したが、CD8 の発現は CCI+dec-G において有意に低下した（図 3）。このことから末梢
神経傷害には CD8 T 細胞が関与している可能性が示唆された。また、POD7 において TNF-a、CXCL10
の発現上昇を認め、さらに、in vitro において TNF-αは Cxcl10 の発現および CXCL10 産生を誘
導した（図 4）。このことから、ケモカインリガンド CXCL10 を介して坐骨神経内に CD8 T 細胞が
誘導される可能性が示唆された。 



 

 
図 1. 疼痛閾値の変化 

 
図 2. 坐骨神経における T細胞の割合 

 

 
図 3. T 細胞関連マーカー発現の時系列変化 

   



 
図 4. TNF-a による CXCL10 の発現誘導 

 
4-2. 末梢神経傷害における CD8 陽性細胞欠失の影響 
フローサイトメトリーの結果、野生型マウスでは CCI 後に CD3+CD8+T 細胞の増加を認めた。一
方、B2M KO マウスで CD3+CD8+ T 細胞は検出されなかった。RNA-Seq データのパスウエイ解析の
結果、B2M KO 群では TGF-β pathway に関与する遺伝子群の発現が低下していることが示された
（図 5）。また、M2 マクロファージに関与する遺伝子群の低下が認められた。このことから、CD8
陽性 T細細胞はマクロファージの極性化に関与している可能性が示唆された。 

図 5.  パスウエイ解析（KEGG 解析） 
 
4-3. 末梢神経傷害における Peptide Lv の欠損の影響と Peptide Lv 投与の影響 
Peptide Lv の発現は CCI 後に著しく減少した（図 6）。Peptide Lv の欠失マウスでは NO 合成酵
素 Inos の発現が上昇した(図 7)。さらに、Peptide Lv の添加により、Inos の発現は低下した
(図 8)。このことから、Peptide Lv は末梢神経に対して抗炎症物質として働くことが示された。
しかし、CCI モデルに投与による Inos の減少は認められなった。このことから、徐放ゲル剤な
どの併用が必要かもしれない。 



 
 
図 6. 末梢神経傷害後の Peptide Lv の発現 
 

 
図 7. Inos 発現における Peptide Lv 欠損の影響 

 
図 8 Peptide Lv による Inos 発現抑制効果 
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