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研究成果の概要（和文）：末梢神経傷害による神経障害性疼痛のモデル動物を用いて、脂肪細胞

活性化によるレプチン放出の成因とレプチン刺激による神経炎症応答機構の解明を行った。そ

の結果、レプチンシグナルの上流には、HMGB1 が位置し、脂肪細胞にはたらくことにより、

レプチン産生遊離を亢進することを明らかにした。これにより、HMGB1 がレプチンシグナル

と連携し、神経障害性疼痛形成の初期メディエーターとして機能することが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：We studied the mechanism underlying leptin release from 

adipocytes, which is a mediator for the induction of neuropathic pain underlying of 

neuropathic pain. The present results indicated that HMGB1, high mobility group box 1 

was released from injured peripheral nerve tissue and then, acted on adipocytes to promote 

leptin release. It was elucidated that HMGB1 was an immediate early mediator for 

induction of neuropathic pain. 
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１．研究開始当初の背景 

神経障害性疼痛は神経損傷や機能障害を
原因とする耐え難い痛みである。麻薬性鎮痛
薬などが使用されてきたが、治療抵抗例も存
在し、その長期化は QOL 低下に繋がる。そ
の病態生理学的裏付けとして、脊髄ミクログ
リア細胞の活性化を含む神経炎症反応の関
与が慢性疼痛形成の共通基盤として提唱さ
れてきた。しかし、神経障害性疼痛を合併す
る病態は数多く存在し、疼痛の誘導および維

持機構は多様であり、各病態に応じた予防と
治療を図ることが求められている。例えば、
糖尿病合併症である末梢神経障害の痛みは、
現行の治療概念に基づく薬剤では有効性が
限られており、十分な除痛が行われていない
のが現状である。 

 我々は神経障害性疼痛モデル動物を用い
て、末梢神経傷害に応じて脂肪細胞から分泌
されるレプチンが、傷害部位に集積するマク
ロファージに作用することにより、疼痛を増
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悪することをはじめて明らかにした（図 1）。
レプチン動態がダイナミックな変動を示す
生活習慣病の合併症である末梢神経障害に
おいて、レプチンが疼痛形成分子として働く
可能性を提示するものであり、有望な治療標
的になりうることを示唆するところに、本研
究成果の意義がある。そのため、レプチンシ
グナル全容の解明は、治療標的の同定と薬剤
開発において重要と考えられるが、このよう
な研究は国内外には見当たらない。 

 

２．研究の目的 

（１）ヌクレオカインの神経障害性疼痛にお
ける機能的関与の検討 

 ヌクレオカインは、細胞核に局在するが、
刺激を受けて細胞外に分泌、あるいは細胞壊
死により放出される炎症性タンパクの総称
である。その作用機序として、膜受容体であ
る RAGE あるいは TLR-4 に作用し、炎症性
メディエーター産生を亢進すると考えられ
ている。我々は、末梢神経傷害により傷害細
胞あるいはマクロファージからヌクレオカ
インが放出され、脂肪細胞に作用してレプチ
ンを産生するという仮説を提唱し、その検証
を行った。 

 

（２）レプチン産生を促進するヌクレオカイ
ンシグナルの解析 

 我々は傷害坐骨神経において、転写因子 

C/EBPα の結合活性の増大によるレプチン
遺伝子転写の亢進を明らかにしている。そこ

で、傷害後のヌクレオカインによるレプチン
産生シグナル機構に、C/EBPα活性化が介在
することを仮説として提唱し、その検証を行
った。 

 

３．研究の方法 

（１）ヌクレオカインの神経障害性疼痛誘導
過程への関与の解明 
 ヌクレオカインのうち、HMGB1 について検
討した。末梢神経傷害による神経障害性疼痛
モデルとして、坐骨神経部分結紮を行い、ア
ロディニア（触刺激による疼痛反応）および
熱痛覚過敏（熱刺激による疼痛過敏）を呈す
るマウスを使用した（PSL マウス）。坐骨神経
について、結紮後の HMGB1 タンパクおよび
mRNA 発現量の経時変化を調べた。また、免疫
組織化学的手法により組織分布と細胞内局
在を共焦点顕微鏡にて検索した。HMGB1 遊離
量の変化を検討するために、結紮後の坐骨神
経を培養液中で維持し、培地中の HMGB1 を
ELISA 法により定量した。 
 
（２）HMGB1 によるレプチン産生亢進の機序
解明 
 HMGB1 の細胞内シグナル分子と C/EBPαの
クロストークを解明するために、クロマチン
免疫沈降（ChIP）を行い、タンパク相互作用
を解析した。標本として、マウス前駆脂肪細
胞株である 3T3-L1 細胞を常法に従って分化
させた成熟型脂肪細胞を使用した。 
 
（３）神経障害性疼痛形成における HMGB1 の
機能的役割 
HMGB1 の疼痛形成への機能的関与を明らかに
するために、siRNA および中和抗体を投与し
て、結紮による疼痛行動への影響を検討した。
さらに、HMGB1 が疼痛のイニシエーターであ
ることを調べるために、HMGB1 組換え体を投
与して、疼痛行動を評価した。HMGB1 誘発疼
痛行動におけるレプチンの関与を明らかに
するために、レプチン遺伝子欠損動物である
ob/ob マウスに対する HMGB1 投与の影響を行
動科学的に評価した。 
 
４．研究成果 
（１）PSL によるレプチン遊離機構 
マウス坐骨神経部分結紮による末梢神経

障害（PSL）により、傷害側坐骨神経組織の
レプチン mRNA発現量を増加させた。これは、
PSL3 時間後から 24 時間後にわたり、sham 処
置群と比べて、統計的に有意な増加であった
（図 1）。この結果は、坐骨神経阻域における
レプチン産生が PSL により亢進することを示
す。 
免疫組織化学的方法により、坐骨神経組織

における HMGB1 の発現分布を調べた。Sham 処
置の坐骨神経組織については、抗 HMGB1 抗体



免疫陽性反応は Hoechst 染色（核染色）部位
との共局在を示した。すなわち、HMGB1 の分
布は核に限られていた。さらに、シュワン細
胞のマーカー分子である S100βに対する抗
体の免疫陽性反応を示す細胞に多く分布し
ていた。PSL 坐骨神経組織については、HMGB1
抗体反応は核以外の部位でも分布がみられ
た。これらの結果は、坐骨神経組織シュワン
細胞の核に分布する HMGB1 が、PSL により核
以外の部位に移行する可能性を示唆する。 
坐骨神経組織からの HMGB1 遊離に及ぼす

PSL の影響について検討した。PSL 坐骨神経
組織をインキュベーションした培養液中の
レプチンタンパク量は、sham 処置坐骨神経組
織をインキュベーションした培養液に比べ
て、有意に増加していた。同様に、HMGB1 タ
ンパク量も PSL坐骨神経組織培養液中で有意
に増加していた。いずれも PSL3 時間後から
24 時間にかけて有意な増加がみとめられた。
レプチンタンパク量増加における HMGB1 の関
与を明らかにする目的で、HMGB1 中和抗体を
含む培養液中で、坐骨神経組織をインキュベ
ーションした。中和抗体に対する対照である
IgY を添加した培養液では、PSL により培養
液中のレプチンタンパク量が増加した。一方、
中和抗体を添加した培養液中でインキュベ
ーションした坐骨神経組織培養液のレプチ
ンタンパク量は、IgY 添加培養液に比べて、
有意に低下していた。これらの結果は、坐骨
神経組織は PSLにより組織外にレプチンを遊
離もしくは漏出するが、その過程に HMGB1 が
関与することを示唆する。 
 
（２）HMGB1 の脂肪細胞に対する作用 
脂肪細胞の細胞株である 3T3-L1 を使用し

て、HMGB1 のレプチン産生および遊離に対す
る影響を細胞レベルで検討した。3T3-L1 細胞
の培養液中のレプチンタンパク量を ELISA法
にて測定した。培養液に組換え体 HMGB1 を添
加すると、レプチンタンパク量は溶媒添加群
に比べて、有意に増加した。HMGB1 添加後の

3T3-L1 細胞からゲノム DNA を回収し、レプチ
ン遺伝子プロモーター領域への C/EBP-α結
合活性を ChIP 法により調べた。その結果、
HMGB1 添加 3 時間後に C/EBPα結合活性の有
意な上昇がみとめられた。また、HMGB1 の添
加は 3T3-L1 細胞のレプチン mRNA 発現量の有
意な増加を生じた。以上の結果は、HMGB1 が
脂肪細胞のレプチンの遊離および産生を亢
進することを示唆する。 
 
（３）PSL 誘発疼痛形成における HMGB1 の機
能的関与 
PSL マウスにおける神経障害性疼痛様行動

である触アロディニアおよび熱痛覚過敏の
発現における HMGB1 の機能的関与を調べた。
HMGB1遺伝子に対するsiRNAと negative配列
（全遺伝子と相同性がみとめられない対照
配列）を PSL 前後の 4日間にわたり、坐骨神
経周囲に投与した。negative 配列を投与した
群では、PSL による触アロディニアおよび熱
痛覚過敏の発現がみとめられた。これに対し、
siRNA 投与群の PSL による触アロディニアお
よび熱痛覚過敏の程度は、negative 配列に比
べて、有意に低下していた。次に、HMGB1 中
和抗体の神経障害性疼痛様行動に及ぼす影
響を検討した。結紮直後および 24時間後に、
HMGB1 中和抗体に対するコントロールである
IgY を坐骨神経周囲に投与したところ、sham
処置群に比べて、触アロディニアおよび熱痛
覚過敏の発現がみとめられた。HMGB1 中和抗
体を投与した群では、PSL による触アロディ
ニアおよび熱痛覚過敏の発現の程度は、IgY
投与群に比べて有意に低下していた。これら
の結果は、PSL 誘発神経障害性疼痛様行動の
誘導に HMGB1 が関与することを示唆する。 
HMGB1 が疼痛行動を惹起するかどうかを検

討した。組換え体 HMGB1 を坐骨神経周囲に投
与すると、触アロディニアおよび熱痛覚過敏
がみとめられた。HMGB1 誘発神経障害性疼痛
様行動発現におけるレプチンの機能的関与
を明らかにする目的で、レプチン遺伝子欠損
マウスである ob/ob マウスを用いて、HMGB1
投与の影響を検討した。野生型マウス
（C57Bl/6J）では、HMGB1 投与により触アロ
ディニアおよび熱痛覚過敏がみとめられた。
一方、ob/ob マウスでは溶媒投与群と HMGB1
投与群の行動発現について、有意な差は認め
られなかった。これらの結果は、HMGB1 誘発
神経障害性疼痛様行動の発現に、レプチンが
関与することを示唆する。 
以上の結果は、神経障害性疼痛行動の発現

には HMGB1 が機能的関与を示し、その下流に
疼痛増悪因子であるレプチンが位置するこ
とを示唆する。 
 
（５）まとめ 
本研究成果は、神経障害性疼痛形成におけ



る疼痛増悪因子レプチンの産生遊離を亢進
する上流因子を初めて明らかにしたことで
ある。疼痛誘導期の炎症メディエーターの一
つとしての可能性を示したことは、今後の慢
性疼痛の基礎研究の進展に寄与する成果で
あると考える。さらに、鎮痛薬の新たな標的
分子として、創薬領域に基礎的資料の提示に
つながることが期待される。本研究で用いた
神経障害性疼痛モデルは末梢神経損傷に基
づくものであるが、レプチンが生活習慣病に
深く関与することを考慮すると、糖尿病性末
梢神経障害などの生活習慣病に付随する慢
性疼痛の誘導にも、本成果である HMGB1-レプ
チンシグナル系が関与する可能性が考えら
れる。多様な病因を背景とする慢性疼痛では
あるが、HMGB1-レプチンシグナルが多彩な疼
痛の形成に普遍的にはたらいている可能性
もあり、臨床現場への貢献を期し、今後のさ
らなら基礎研究の展開が必要である。 
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