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研究成果の概要（和文）： 
神経傷害後の脊髄でマイクロ RNA の発現量をマイクロアレイ技術を用いて網羅的に解析した。
また同時に脊髄内遺伝子発現情報を DNA マイクロアレイを用いて網羅的に解析した。解析の結
果、炎症反応に関連する遺伝子群で時間依存的な発現増加を示すデータが得られた。この中で、
転写因子 mafb については病態形成時早期から脊髄のミクログリア細胞に限局してその発現が
みられ疼痛発症過程に関与することを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study found expressional change in some of microRNA and messengerRNA after 
peripheral nerve injury. In the predicted candidates for pain-related molecules, this study 
demonstrated that transcription factor “mafb” is important factor for development of 
neuropathic pain. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
血液中にある白血球は、侵襲から体を守る免
疫系の代表的な細胞である。しかし、脳など
の中枢神経系への白血球の出入りは厳しく
制限されており、病気や怪我などで血管が損
傷したときに限られる。そこで、白血球の代
わりに脳内で免疫防御を担っているのが、グ
リア細胞の一種、ミクログリアである。ミク
ログリアは通常は突起を多数伸ばして周囲
の細胞に接触しては、脳内に異常がないかを
監視しているが、ひとたび神経細胞に異常が
起こると、障害部位に移動し、細胞の形を変
え、増殖し、神経細胞の修復を手助けする成
長因子や、腫瘍細胞や細菌を殺す因子等を放

出する。さらには、死んでしまった脳細胞を
貪食して、脳内を清掃する役目もある。しか
しながら、免疫細胞としてのミクログリアの
働きは諸刃の剣であり、腫瘍細胞や細菌を殺
すために放出されたサイトカインやタンパ
ク質分解酵素、活性酸素類は時として、正常
な神経細胞を傷つけ、さらには神経栄養因子
でさえ、神経細胞を変性させ神経回路に悪影
響を及ぼすこともある。つまり、外部環境の
変化によって引き起こされるミクログリア
の機能変化のメカニズムを解明し、これを制
御することは、様々な中枢神経系疾患の病因
や症状を理解し、その改善につながることが
予想される。 
神経障害性疼痛は、物理的な傷害や腫瘍を原
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因とする神経の障害等によって引き起こさ
れる難治性の疼痛であるが、これまで申請者
の属する研究室では、神経障害性疼痛モデル
動物を用い、この疾病の発症に対するミクロ
グリアの関与を世界に先駆けて証明してき
た。さらに近年、申請者を含めた幾つかのグ
ループから、神経傷害時に脊髄内で引き起こ
される遺伝子発現変化を DNA マイクロアレ
イにより網羅的に解析した結果が報告され
ており、神経障害性疼痛発症に関与すると考
えられる数多くの関連遺伝子が探索されて
きている。このうち、申請者らは既に、DNA
マイクロアレイを用いた網羅的な遺伝子発
現変化解析により、脊髄ミクログリアの
P2Y12 受容体が神経障害性疼痛発症メカニ
ズムに関与し、この阻害薬によってモデル動
物の痛みが軽減されることを明らかにして
きた。 
マイクロ RNA の標的遺伝子は多岐にわたり、
細胞の増殖・発生・分化、アポトーシス・代
謝などの様々な調節機構に深く関与してい
ることが知られ、また近年では、癌、生活習
慣病、感染症などのヒト疾患の原因と密接に
関わっている可能性を示唆する事例が多く
報告されている。またマイクロ RNA の発現
自体も疾患マーカーになり得る可能性が示
唆されている。マイクロ RNA に関する研究
の現状は未だ初期段階であり、まずは様々な
条件におけるマイクロ RNA の発現解析で研
究競争が行われるものと予想されるため、神
経障害性疼痛の分野においても世界に先駆
けた網羅的解析を行うことは、世界における
日本の疼痛研究のプライオリティー向上に
大きく寄与すると考えられる。また網羅的解
析によって見出されるデータは通常多数の
研究対象因子を見出すことになり、本研究に
より、今後さらに派生してゆく研究が多数生
みだされると考えられる。神経障害性疼痛に
限らず、ミクログリアの活性化は様々な神経
疾患において病態との関連性が明らかにな
りつつある。本研究の成果によりミクログリ
アの活性化におけるマイクロ RNA の役割が
明らかになれば、その他多数の神経疾患疾患、
例えばアルツハイマー病、パーキンソン病、
多発性硬化症など、今後我が国が直面する超
高齢化社会の大きな負担となる疾患に対し
ても、医薬品の創製へ貢献できる可能性があ
る。 
 
 
２． 研究の目的 
 
申請者が知識を蓄積してきた神経障害性疼
痛モデルにおいて、これまで行ってきた個々
の遺伝子発現変化に加え、新たにマイクロ
RNA 発現の網羅的解析データを得る。さら
に、申請者の主な解析対象であるミクログリ

アの活性化時における遺伝子発現変化にマ
イクロ RNA という新しいキーワードを導入
することによって、複雑なミクログリアの機
能変化メカニズムの解明を図る。また、これ
ら遺伝子発現制御様式の解明によって神経
障害性疼痛発症のキーポイントを見出し、効
果的な治療戦略を探索する。 
 
 
３． 研究の方法 
 
(1)疼痛モデルとして、既に申請者の属する
研究室で確立されている、マウスの後肢を主
に支配する L4-6 脊髄神経の内 L4 脊髄神経
(ラットを用いる場合は L5)のみを切断する
神経障害性疼痛モデル動物を用いる。疼痛閾
値の低下が確認された動物の脊髄組織をサ
ンプルとして、脊髄神経傷害側と非傷害側に
分けてマイクロ RNAを抽出、精製する。神経
傷害側と非傷害側の発現パターンをマイク
ロアレイ技術を用いて網羅的に解析し、両者
間で特徴的な発現変化を示したマイクロ RNA
種を見出す。解析によって抽出されたマイク
ロ RNA 種については Taqman プローブを用い
たリアルタイム RTPCR法を用いてより詳細な
発現変化パターンを定量的に解析する。 
 
(2)で得られたマイクロ RNA の配列情報から
標的となりうる遺伝子をホモロジー検索に
よって選択する。標的候補遺伝子発現をリア
ルタイム RTPCR 法によって解析する。 
 
(3)(2)で得られた結果を踏まえ、疼痛関連候
補遺伝子に注目し、病態モデル動物における
遺伝子発現を免疫組織学的解析によって行
った。さらに、脊髄腔内へカテーテルを留置
し、脊髄組織に対する siRNA 投与を行った。 
 
組換えＤＮＡ実験ついては，「遺伝子組換え
生物等の使用等の規制による生物の多様性
の確保に関する法律」及び「研究開発等に係
る遺伝子組換え生物等の第二種使用等に当
たって執るべき拡散防止措置等を定める省
令」等の法令，並びに「九州大学遺伝子組換
え実験指針」，「九州大学遺伝子組換え実験安
全管理規則」及び「九州大学遺伝子組換え実
験安全管理細則」を遵守し、事前に機関実験
計画書への承認を受けた。 
動物実験については，「動物の愛護及び管理
に関する法律」，「実験動物の飼養及び保管並
びに苦痛の軽減に関する基準」，「研究機関等
における動物実験等の実施に関する基本指
針」，「九州大学動物実験規則」及び「九州大
学動物実験規則実施細則」を遵守し実験計画
書の承認を受けてから実施した。 
 
 



 

 

４． 研究成果 
 
マウスを用いて神経障害性疼痛モデル動物
を作成し、動物の脊髄組織をサンプルとして
神経傷害側と非傷害側に分けて RNAを抽出し
た。術後 0, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14, 21, 
28 日のそれぞれの時間において損傷側、非損
傷側のマイクロ RNA発現パターンをマイクロ
アレイ技術を用いて網羅的に解析した。また
同時に同じ RNAサンプルを用いて脊髄内遺伝
子発現情報を DNAマイクロアレイを用いて網
羅的に解析した。解析の結果、ケモカインシ
グナリングに関連する遺伝子群２５個で一
過性または時間依存的な発現増加を示すデ
ータが得られた。サイトカインシグナルを含
めると５３個、転写因子を含む核内タンパク
質をコードする遺伝子は３９個で発現上昇
が見られた。この中には未だ公に研究報告の
ない遺伝子も含まれており、新規疼痛関連遺
伝子候補として重要な情報を得ることがで
きた。miR1224 のターゲット遺伝子と予測さ
れる転写因子 mafb については病態形成時早
期からミクログリアに限局してその発現が
みられた(図１)。 

図１ 転写因子 Mafb mRNA発現量の変化 
 
脊髄マイクロ RNAの発現は全体的に発現量や
変化率の低いものであったが、20%以上の発
現増加を示すものが 10種、20%以上の発現低
下を示すものが 4種挙げることができた。 
先の実験結果で mafb に注目し病態モデル

での解析を行った結果、神経障害性疼痛モデ
ルマウスの脊髄組織中では一部のミクログ
リアの核内で、核内転写因子の一つである
MafBが、脊髄ミクログリアの活性化と相関し
て発現増加することを見出した(図２)。 

図２ Mafb 陽性細胞とミクログリアマー
カータンパク質 0X42の発現割合 

 

末梢神経切断後、一部の脊髄ミクログリア
の核内で MafB 発現は顕著に増加しており、 
MafB陽性ミクログリアは、末梢神経損傷後 1
日目から観察され、増殖マーカーおよび活性
化表現型マーカーCD68 の局在と一致してい
た。培養ミクログリアにおいて siRNAによっ
て Mafb 遺伝子をノックダウンすると、痛み
に関連した遺伝子の発現レベルが低下し、疼
痛症状が軽減されることを見出した（図３）。 

 

図３ 転写因子 Mafb の発現量を抑制した時
に見られる疼痛寛解作用 
 
傷害を受けた後根神経より産生放出され

るケモカインの一つである CCL21 は、in 
vitro および in vivo 両方の試験においてミ
クログリアの MafB 発現を増強した。本研究
結果は、MafB は末梢神経傷害後の活性化ミク
ログリアに誘導され、疼痛発症に関与する重
要な転写因子であることを示唆している。 
 
マイクロアレイ解析結果より明らかにし

たケモカイン受容体 CCR5 について詳細に疼
痛発症への関与を追究した結果、CCR5のリガ
ンドである CCL3 の髄腔内投与によって疼痛
行動が惹起されることを見出した。この作用
は 2 相性であり、5 時間程度持続する急性の
痛みの後に、翌日から数日続く疼痛がみられ
る。急性の痛みは CCR1 阻害薬によって抑制
されるが、翌日からの痛みは抑制しない。逆
に CCR5阻害薬は急性の痛みは抑制しないが、
翌日からの痛みを抑制することを見出した。
CCR5の RNA発現は in situ hybridization法
を用いた解析により脊髄ミクログリアに発
現し、CCR1は神経細胞に発現していることが
示唆された。さらに、CCR5阻害薬は神経障害
後の疼痛モデルにおいて疼痛寛解作用を示
すこと見出した。 
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