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研究成果の概要（和文）：免疫細胞の活性化による神経炎症は神経障害性疼痛の病態形成因子と

なる。本研究では、神経障害性疼痛におけるマクロファージおよび T 細胞間クロストークの重

要性を検討した。傷害神経に共刺激分子(GITRL, GITR)を有するマクロファージおよび T 細胞

が多数集積した。これら免疫細胞間のクロストーク阻害により疼痛が軽減された。したがって、

免疫細胞間クロストークを介した神経炎症の制御が神経障害性疼痛に重要な役割を果たす可能

性が示唆される。 

研究成果の概要（英文）：The activated immune cells-induced peripheral neuroinflammation 

contributes to the pathogenesis of neuropathic pain. We investigated the involvement of 

crosstalk between macrophages and T cells in neuropathic pain. Macrophages and 

T-lymphocytes infiltrated in the injured sciatic nerve, and they expressed GITRL and GITR 

which are co-stimulatory molecules. The inhibition of crosstalk alleviated nerve 

injury-induced neuropathic pain. Threfore, the regulation of neuroinflammtion through a 

crosstalk between macrophages and T-lymphocytes cells plays a crucial role in neuropathic 

pain. 
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１．研究開始当初の背景 

「痛み」は生体内に生じた組織損傷に対し
て警告シグナルを発することで身体の異常
を感知し、異常状態から回復しようとする生
体防衛システムの一つである。一方で、慢性
疼痛下では、生体防御の機能を逸脱した痛み
が組織損傷の消失後も持続し、既存の鎮痛薬
に抵抗性を示すとともに有効な治療法は存
在しない。慢性疼痛治療法の確立を目指し、
数多くの基礎的研究がなされているが、その
発症・維持メカニズムは複雑かつ多岐に渡る
ため決定的な治療ターゲットの確定には至
っていない。 

 当研究室ではこれまでに、神経障害性疼痛
モデルを用いて、神経損傷部位に浸潤するマ
クロファージ由来の炎症性サイトカインお
よびケモカインが神経炎症に関与し、神経障
害性疼痛の形成因子として重要な役割を果
たすことを報告してきた。 (Kiguchi N, 

Kobayashi Y et al., PAIN, 2010., Kiguchi N, 

Kobayashi Y et al., Curr Opin Pharmacol., 
2012.) しかし、神経炎症が一過性に終息せず
に「痛み」の慢性化を導く機構の全体像は掴
めていない。その中心的な役割を担う細胞と
して、T 細胞の機能に着目した。T 細胞は免
疫システムの司令塔として機能する主要な
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リンパ球である。近年、炎症制御に働く新た
なT細胞サブセットの発見など次々に新たな
知見が報告され、T 細胞を中心とした免疫学
的研究は革新的に進歩しているが、痛み領域
においてT細胞の関与を検討した研究は数尐
ない。本研究での予備実験において、損傷坐
骨神経における T 細胞マーカーの mRNA 発
現増加やそれに集積するT細胞が多数観察さ
れており、神経障害性疼痛と T 細胞の関連性
は非常に高いと考えられる。そこで、痛みの
慢性化のプロセスにマクロファージとT細胞
の密接な相互作用が「痛み」慢性化を制御す
るスイッチングハブとして重要な役割を担
うという仮説を立てた。 

 

２．研究の目的 

慢性疼痛の病態基盤のトリガーポイント
となる末梢神経炎症に焦点を当て、それに対
する免疫細胞の関与について追究する。神経
炎症に関与する免疫細胞としてこれまでに
マクロファージの重要性を示してきたが、新
たに T 細胞に着目する。慢性疼痛におけるマ
クロファージ－T 細胞間クロストークの関与
を明らかにし、神経障害性疼痛の治療ターゲ
ットの探索を目指す。 

 

３．研究の方法 

神経障害性疼痛モデルとして当教室で既

に確立している坐骨神経部分結紮（Partial 

Sciatic nerve Ligation: PSL）モデルを用い

た (Fig.1)。疼痛評価は、von Frey テストお

よび Hargreaves テスト用いて機械的アロデ

ィニア、熱痛覚過敏をそれぞれ行動学的に評

価した (Fig.1)。対照群として坐骨神経の露

出のみを行う Sham 群を作製した。RT-PCR

法および免疫染色法による生化学・組織化学

的手法を用いて、マウスの坐骨神経における

遺伝子およびタンパク質発現変化を解析し

た。また、採取した血液や腹腔マクロファー

ジにおける免疫細胞の集団変化をフローサ

イトメトリーにより測定した。  

４．研究成果 

（１）傷害後坐骨神経における免疫細胞の集
積 

傷害後坐骨神経における免疫細胞の集積
を検討した。RT-PCR により、PSL 後坐骨神
経におけるマクロファージマーカー(F4/80, 

CD11b, CD14)および T 細胞マーカー(CD3, 

CD4, CD25)mRNA の発現増加が認められた。
また、免疫染色により、PSL 処置 7 日目の坐
骨神経において F4/80 陽性マクロファージ、
CD3陽性 T細胞の集積が観察された (Fig.2, 

Fig.3)。 

 

（２）傷害後坐骨神経における共刺激分子
(GITRL, GITR)の発現増加 

グルココルチコイド誘発性 TNF 受容体
(glucocorticoid-induced tumor necrosis 

factor:GITR)およびそのリガンドである
GITRL は免疫細胞に局在し、これら 2 つの
分子間相互作用が免疫細胞の活性や炎症を
制御していると報告されている(Nocantini G 

et al., Eur J Immunol., 2005, Ronchetti S et 

al., Blood., 2002)。そこで、神経傷害による
神経炎症に対するこれらの分子の関与につ
いて検討した。坐骨神経における GITR, 

GITRL の mRNA は PSL により有意に発現
増加していた (Fig.4)。また、抗 GITR 抗体、
抗 GITRL 抗体と免疫細胞マーカーとの二重
免疫染色の結果より、GITR は CD3陽性 T

細胞、GITRL は F4/80 陽性マクロファージ
にそれぞれ局在することが明らかとなった 

(Fig.5)。  

 



 

 

（３）傷害坐骨神経周囲の血管に由来する免
疫細胞の浸潤 

EGFP-tg マウスの大腿骨から骨髄を採取
し、EGFP 陽性骨髄細胞の懸濁液を調整した。
放射線 (12 Gy)照射した野生型マウスに
EGFP 陽性骨髄細胞(1 x 106 cells/ml, 0.2 ml)

を尾静脈内投与することで EGFP キメラマ
ウスを作製した (Fig.6)。 

PSL を施した EGFP キメラマウスの坐骨
神経を用いて免疫染色を行った。PSL7 日目
の坐骨神経の傷害部位において EGFP 陽性
細胞が多数認められた (Fig.7)。一方、Sham

群ではほとんど観察されなかった。したがっ
て、PSL により集積する免疫細胞の一部は傷
害神経に集積した血管由来の細胞であるこ
とが示唆された。さらに、抗 GITRL 抗体を
用いた免疫染色の結果、集積する EGFP 陽性
細胞に GITRL が局在することも明らかとな
った (Fig.8)。 

 

（４）PSL 誘発性機械的アロディニアおよび
熱痛覚過敏に対するマクロファージ枯渇薬
の影響 

 リポソーム化クロドロネート (clo)はクロ
ドロン酸が内包されたリポソームであり、clo

を取り込ませたマクロファージは高効率に
除去されることが報告されている (Barclay 

J et al., PAIN, 2007., Feng B et al. PloS 
One, 2011. )。PSL 前日および PSL4 日目に
clo (1 mg, i.v.)を投与し、PSL7 日目に疼痛評

価を行った。PSL により誘発される機械的ア
ロディニアおよび熱痛覚過敏は clo により有
意に減弱された (Fig.9)。 

また、clo および溶媒投与後の腹腔内マクロ
ファージを回収し、マクロファージマーカー 

(F4/80, CD14)を用い、フローサイトメトリー
解析を行ったところ、clo により腹腔マクロ
ファージの顕著な減尐を認めた (Fig.10)。 

 

（５）PSL 誘発性熱痛覚過敏および機械的ア
ロディニアに対する T 細胞枯渇の影響 

 活性化 T 細胞の細胞膜抗原である CD25 

(IL-2 receptor)に対する中和抗体 (0.1 

mg/0.1 ml, i.p.)をPSL前日およびPSL6日目
に投与し、PSL7 日目に疼痛評価を行った。
PSL 誘発性機械的アロディニアおよび熱痛
覚過敏は抗CD25抗体により有意に減弱され
た (Fig.11)。 



 

 

多発性硬化症治療薬であるフィンゴリモド
塩酸塩(FTY720)はリンパ節からの T 細胞の
放出を抑制し、血中 T リンパ球を減尐させる
ことが知られている (千葉健治ら, 日薬理誌, 

2012.)。FTY720 (0.1 mg/kg, i.p.)を PSL 直後
から 1 日 1 回、7 日間反復投与し、PSL7 日
目に疼痛評価を行った。PSL 誘発性機械的ア
ロディニアおよび熱痛覚過敏は FTY720 に
より有意に減弱された (Fig.12)。また、
FTY720 の最終投与後の血液を回収し、T 細
胞マーカー(CD4, CD25)を用いて血中 T 細胞
のフローサイトメトリー解析を行った結果、
血中T細胞数はFTY720により減尐していた 

(Fig.13)。 

 

（６）PSL 誘発性熱痛覚過敏および機械的ア
ロディニアに対する GITRL-GITR 経路阻害
の影響 

 傷害坐骨神経に集積する免疫細胞におけ
るGITR-GITRL経路の機能を検討するため、
GITRL に対する中和抗体を用いて疼痛評価
を行った。抗 GITRL 抗体 (100 ng)は PSL

直後および PSL3, 6, 9, 12日目に傷害坐骨神
経周囲に局所投与した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PSL 誘発性機械的アロディニアおよび熱痛
覚過敏は GITRL の中和抗体により有意に減
弱され、その効果は中和抗体の用量に依存的
した (Fig.14)。 

 

本研究結果より、傷害坐骨神経に多数のマ
クロファージおよび T 細胞が集積し、これら
の免疫細胞には共刺激分子である GITR, 

GITRL が存在することを見出した。またこ
れらの共刺激分子間の相互作用が神経炎症
を介して神経障害性疼痛を誘導することが
明らかとなった。本研究では、神経障害性疼
痛に対する治療薬創薬ターゲットとしてマ
クロファージ‐Ｔ細胞間クロストーク制御
分子の可能性を提唱する（下図）。 
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