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研究成果の概要（和文）：　本研究では、疼痛下のmicroRNA (miRNA) の発現変動に着目し、慢性疼痛形成の分子機構
の解明ならびに臨床での疼痛のバイオマーカーとして診断への応用を目的として研究を行った。神経障害性疼痛モデル
における扁桃体、側坐核、前頭前野などの脳内ならびに脊髄内、血清中のmiRNA発現の網羅的解析により、慢性疼痛に
よるmiRNAのプロファイリングを行うことができた。さらには、ヒト慢性疼痛患者の血清中のmiRNAの変化を特定し、血
中miRNAの痛みのバイオマーカーとしての可能性を示唆した。こうした研究結果は、Trends in Neuroscience 誌 (IF=1
2.902) に掲載された。

研究成果の概要（英文）： In this study, we focused on the expression change of microRNA(miRNA) under 
neuropathic pain. The aim of these studies was to clarify the molecular mechanism of chronic pain and to 
explore the biomarkers of neuropathic pain. Using neuropathic pain model, we were able to profile the 
expression miRNA in amygdala, nucleus accumbens, prefrontal cortex, spinal cord and serum under 
neuropathic pain. Furthermore, we identified the change in the serum miRNA in human chronic pain patient. 
These result suggest that blood miRNA has the potential as a biomarker for neuropathic pain. These 
research results were published in Trends Neurosci, 38, 237-246, 2015 (IF:12.902), Brain, 136, 828-843, 
2013 (IF; 9.457) etc.
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１．研究開始当初の背景 
 慢性疼痛は、持続的な疼痛刺激により疼痛
が慢性化ならびに複雑化した状態である。激
しい痛みは、抑うつや不安障害を引き起こし、
QOL 低下の原因となるが、その発現メカニ
ズムは未だ不明である。また、従来の行動観
察を基軸とした疼痛評価は痛みの主観性、多
様性に対応することが難しいため、疼痛の生
理状態把握のためにも、客観的な痛みの評価
をする必要性があると考えられる。 
 一方、RNA 干渉 (RNAi) が発見されたこ
と に よ り 、 小 さ な  non-cording RNA 
(microRNA; miRNA) に注目が集まってい
る。現在では、すでに  3000 種類近くの 
miRNA がデータベース化されている。一般
的に miRNA の機能は mRNA の翻訳を転
写後レベルで抑制する。また、miRNA は、
標的  mRNA の結合部位の配列と必ずしも
完全に一致せず、配列依存的に阻害効果の強
弱が決定される。さらに、１つの miRNA は
多数の mRNA を標的にしており、逆に１つ
の mRNA は複数の miRNA の調節を受け
る。このことは生体に存在するタンパク質を
コードする遺伝子の大部分が、転写後に 
miRNA によって制御されることを意味して
いる。 
 これまでに生体期の神経新生において 
miRNA-124 が細胞の分化決定に重要な役
割を果たすといった報告や、ドパミン神経の
成 熟 に miRNA-133 が 関 与 し て お り 
Parkinson 病の原因となりうるといった報
告など、miRNA が脳神経系において多様な
機能調節を行っていることなどが示唆され
ている。 
  このように、miRNA が生体の生理状態を
非常に複雑に制御していることから、慢性疼
痛の発現、難治化においても、miRNA 発現
の変化が寄与する可能性は極めて高いと考
えられる。 
 当研究室においても、これまでに坐骨神経
結紮モデル動物の脳内ならびに脊髄内にお
いて神経可塑的な変化が引き起こされてい
ることを確認している。現在までに、神経障
害 性 疼痛下 に て側坐 核 領域に お け る 
miRNA34c 、 miRNA200b お よ び 
miRNA429 の発現が変化することを明らか
にしている。 (Journal of Neuroscience, 31, 
15294 -15299, 2011, IF: 7.271) 
 
２．研究の目的 
 本研究では、疼痛下の脳内ならびに脊髄内 
miRNA の発現変動に着目し、慢性疼痛形成
における miRNA 発現変動の網羅的解析を
目的とする。 
 一方で、細胞は細胞室内で不要になったタ
ンパク質やアミノ酸などを「エクソソーム」
と呼ばれる膜の構造体で包んだうえで、細胞
外へ輸送している。このようなエクソソーム
は、血液、唾液、尿、母乳などの体液中を循
環することが知られているが、最近になって

細胞が自らの miRNA をエクソソームに封
入して分泌していることが明らかとなって
きた。そこで本研究では、血中のエクソソー
ムに封入された miRNA に着目し解析を行
い、これまでに測定法のなかった、疼痛の生
理状態把握のためのバイオマーカーとして
診断への応用を目的とする。 
 
３．研究の方法 
疼痛下の miRNA の変化について基礎および
臨床研究を展開すべく、以下の研究を行った。 
○疼痛モデル動物を用いた慢性疼痛形成機
構の解明 
(平成 24, 25 年度)  
疼痛モデルマウスの脳各部位、脊髄における 
miRNA の網羅的解析を行う。 
(平成 25, 26 年度)  
○疼痛の生理状態把握のためのバイオマー
カーとして診断・治療への応用 
(平成 24, 25 年度)  
疼痛モデルマウスの血中エクソソームから
の miRNA 抽出ならびに網羅的解析 
(平成 25, 26 年度)  
慢性疼痛患者の血液検体からのエクソソー
ムおよび miRNA の抽出  
 
詳細; 実験には ICR または C57BL/6 マウス
を使用した。本実験においては、坐骨神経を
結紮して作製する Seltzer モデルを確立し、
検討を行った。熱刺激に対する痛覚過敏反応
の測定は、足底熱刺激法を用いて評価し、機
械刺激に対するアロディニアの測定は、von 
Frey フィラメント法に準じ評価を行った。作
製した慢性疼痛モデルの各脳部位ならびに
脊髄における miRNA の発現量の変化につい
て、miRNA array 法、TaqMan PCR 法を用い
て検討を行った。また、慢性疼痛モデルの脳
内活性化の変化は fMRI 法に従い、検討を行
った。 
 
疼痛の生理状態把握のためのバイオマーカ
ーとして診断・治療への応用 
 これまでの miRNA の発現解析では、細胞内
の miRNA が対象とされてきた。ところが最
近になって、細胞外に分泌されるタイプの 
miRNA (分泌型miRNA) に注目が集まるように
なっている。そのため細胞内の miRNA だけ
でなく、エクソソーム内の分泌型 miRNA に
着目し、血中 miRNA の測定を行った。 
詳細; 実験には ICR または C57BL/6 マウス
を使用する。作製した慢性疼痛モデルの血液
よりエクソソームを抽出し、miRNA の発現量
の変化について、miRNA array 法、TaqMan PCR 
法を用いて検討を行った。また、慢性疼痛患
者の血液検体を収集し、エクソソーム内の 
miRNA を解析することにより、疼痛の生理状
態把握のためのバイオマーカーとしての有
用性について検討した。 
 
 



４．研究成果 
 本研究は、神経障害性疼痛下における疼痛
発現、維持の機構の解明を目的として、坐骨
神経結紮により神経障害性疼痛モデルマウ
スを作製し、神経障害性疼痛下の脊髄、側坐
核、扁桃体における microRNA (miRNA) の発
現プロファイリングおよび発現変化のあっ
た miRNA の機能の解明を試みた。 
 まず、痛みの発現および維持に深く関与す
ると考えられている脊髄領域に着目し、神経
障害性疼痛モデルマウスの脊髄領域におけ
る miRNA の発現変化について網羅的に解析
した。中でも、最も大きな発現低下を示した 
miR-206 に着目し、標的遺伝子の探索を行っ
た。その結果、予測された標的遺伝子は 346 
種類であったが、その中に各種成長因子であ
る BDNF、PDGFa、VEGFa ならびにケモカイン
である CXCL11 といった痛みにおいて重要な
役割を担う遺伝子を見出した。特に BDNF は、
神経障害時における発現誘導により神経ネ
ットワーク形成を修飾することが報告され
ていることから、神経障害時に脊髄内でその
発現が誘導されると、ネットワーク異常をき
たし、疼痛閾値の変化が引き起こされると想
定される。そこで、BDNF の局在ならびにタ
ンパク質量の変化について 免疫組織学的染
色法に従い検討したところ、坐骨神経結紮 1 
週間後において非結紮側と比較して、結紮側
脊髄後角における BDNF 免疫活性の増強が
認められた。さらに、recombinant BDNF の
髄腔内投与 3 日後における右後肢への熱刺
激に対する逃避潜時を測定した。その結果、
BDNF 投与による有意な反応潜時の短縮が認
められた。以上の結果は、末梢神経障害によ
って脊髄内 miR-206 の発現変動を介した 
BDNF の増加が引き起こされることが示され、
こうした変化が神経障害性疼痛の発現に一
部関与する可能性が示唆された。 
 一方、近年 miRNA がエクソソームのような
ナノサイズの小胞顆粒に包埋されることに
よって、多くの消化酵素から分解を免れ、血
漿、血清などの体液中においても安定に存在
することが報告されている。特に、がんをは
じめとする疾患の病態や進行度合いなど、ヒ
トの生理状態によってmiRNAの発現量や種類
が変化するため、血液を利用した非侵襲的な
診断用バイオマーカーとして期待されてい
る。そこで、末梢神経障害時における血清よ
りエクソソームを抽出し、血中エクソソーム
におけるmiRNAの発現変化について検討した。
その結果、末梢神経障害によって脊髄におい
て最大の発現増加を示した miRNA3470b の血
中エクソソーム中における増加が認められ
た。このように、血中エクソソームにおける
末梢神経障害と連動する miRNA を同定した。 
 こうして同定した miRNA が、実際にヒトに
おいても変化が認められるか否か検討した。 
慢性疼痛患者の血清検体を採取し、エクソソ
ームを抽出して解析を行ったところ、神経障
害性疼痛モデルマウスの脊髄や血中におい

て増加したいくつかの miRNA は、ヒト臨床検
体においても健常者と比較して有意に増加
するといった結果が得られた。 
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