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研究成果の概要（和文）：神経障害性疼痛形成において免疫細胞に由来する液性因子を介した神経炎症の重要性を提唱
してきたが、疼痛慢性化機序は明らかでない。本研究では、慢性疼痛におけるMMP12の役割について検討した。部分結
紮後坐骨神経においてMMP12の発現が増加し、傷害部位周囲のマクロファージに局在していた。LPS活性化マクロファー
ジにおいてMMP12 の発現増加が認められた。マクロファージ枯渇薬またはMMP12阻害薬の神経周囲投与により部分結紮
による触アロディニアおよび熱痛覚過敏が軽減された。以上の結果より、マクロファージに由来するMMP12は慢性疼痛
機構の解明における重要な新規メディエーターとなる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neuroinflammation mediated by activated macrophages is important for pathogenesis 
of neuropathic pain. Here, we investigated the role of MMP12 in neuropathic pain. The gene expression of 
MMP12 was increased in the injured sciatic nerve (SCN), and MMP12 protein was localized on infiltrating 
macrophages in the injured site of SCN. By DiI labeling for peripheral blood vessels, DiI leaked into the 
surrounding tissue after injury, and macrophages accumulated around DiI labeled peripheral vessels. The 
expression of MMP12 was increased in LPS-activated macrophages. Perineural injection of macrophages 
depletion agent attenuated nerve injury-induced both tactile allodynia and thermal hyperalgesia, and 
suppressed the mRNA expressions of MMP12 and inflammatory cytokines. Furthermore, perineural injection of 
MMP12 specific inhibitor also suppressed tactile allodynia and thermal hyperalgesia. Taken together, 
MMP12 derived from macrophages acts as an exacerbating factor of neuropathic pain.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 

 神経系の損傷に起因する神経障害性疼痛
の病態には中枢および末梢神経炎症が付随
する。神経炎症の制御において神経細胞と免
疫細胞のクロストークの重要性が示されて
いる。通常、免疫細胞は生体内の恒常性維持
のために生体防御の役割を担うが、神経傷害
により免疫機構は異常を呈し、本来の役割を
逸脱する。活性化した免疫細胞はサイトカイ
ンやケモカインなどの炎症性メディエータ
ーを産生・放出し、神経を興奮させ、中枢・
末梢感作を導くことが報告されている。最近
では、これら液性因子に加え、Matrix 

metalloprotease (MMP)が神経炎症における
鍵因子として注目を浴びている。 

MMP は細胞外基質を分解する酵素であり、
組織構築の維持とリモデリングに重要な役
割を果たす。しかしながら、MMP が過剰に
活性化することで無秩序な組織破壊を引き
起こし、組織修復の遅延や機能障害に導く。
また、MMP はサイトカインやケモカインの
産生を誘導し、炎症性細胞の炎症組織への遊
走を促すことが報告され、炎症への直接的・
間接的な関与が多数示されている。痛み領域
においても、脊髄グリア細胞により産生され
る MMP-2 および MMP-9 が神経障害性疼痛
に関与することが報告され、疼痛における
MMP の関与に関心が寄せられているが、こ
れまでにMMP12と末梢神経系の炎症や疼痛
との関連性は明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

 神経傷害後の末梢神経炎症における
MMP12 の機能について検討し、神経障害性
疼痛メカニズム解明への新たな知見を提示
することを目標とする。 

 

３．研究の方法 

神経障害性疼痛モデルとして既に確立し

ている坐骨神経部分結紮（Partial Sciatic 

nerve Ligation: PSL）モデルを用いた。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。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。マウス由来マクロファージ細胞株

(RAW264.7)を用い、ELISA にて細胞ライセ

ート中のMMP12の発現量の変化を測定した。

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

およびマクロファージ細胞における遺伝子

およびタンパク質発現変化を解析した。 

 
４．研究成果 
（１）．傷害後坐骨神経における MMP12 の
発現とその局在 

PSL または Sham 後の SCN における
MMP12 の発現変化について検討した。
RT-PCR により、PSL7 日および 14 日後にお

いて MMP12 mRNA は Sham と比較して有
意に発現増加していた（Fig.1A）。免疫染色
の結果、PSL7 日後の SCN において MMP12

のタンパクは発現増加し、F4/80 陽性マクロ
ファージに局在していた（Fig.1B）。 

 

（２）．EGFP 陽性骨髄移植マウスにおける
骨髄由来MMP12産生マクロファージの発現 

MMP12 産生マクロファージの由来を明ら
かにするため、EGFP 陽性骨髄細胞を移植し
た骨髄キメラマウスに PSL および Sham 処
置をした。PSL 後 7 日目、骨髄キメラマウス
の SCN において EGFP 陽性細胞が発現して
いた。しかしながら、骨髄キメラマウスの
Sham 処置後 SCN および野生型マウスの
PSL後 SCN において EGFP陽性細胞は認め
られなかった（Fig.2A）。さらに、これら
EGFP陽性細胞はMMP12産生細胞と共局在
していた（Fig.2B）。 

 

（３）．PSL 後坐骨神経における血管動態と
免疫細胞の集積 

PSL または Sham 処置後 14 日目の SCN

を用いて、DiI で標識される血管と F4/80 陽
性マクロファージの動態について免疫染色
にて評価した。Sham 処置後 SCN では DiI

で標識される血管は直線的で輪郭が明瞭で
あったが、PSL 後 SCN では DiI の血管外へ
の漏出が認められ、血管透過性が亢進してい
た。また、その血管周囲には F4/80 陽性マク
ロファージの集積が観察された（Fig.3A）。
全載標本の撮影した 3D 画像の x, y および z

軸を回転させることで傷害神経における血
管の周囲を多数のマクロファージが取り巻
いている様子が認められた（Fig.3B）。 



 

 

 
（４）．活性化マクロファージにおける
MMP12 産生 
 傷害坐骨神経で発現増加するMMP12の主
要な産生源は傷害部位に動員されるマクロ
ファージである可能性が示されたので、実際
に活性化マクロファージにおいてMMP12の
産生が増加するかを in vitro で検討した。
LPS(50 ng/ml)処置後 RAW264.7 において
MMP12 mRNA 発現増加が認められた
（Fig.4A）。また、細胞ライセート中の
MMP12 も LPS により有意に増加した
（Fig.4B）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

（５）．PSL 誘発性触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の影
響 
 マ ク ロ フ ァ ー ジ 枯 渇 薬 で あ る
Clophosome-A™を傷害坐骨神経周囲に複
数回投与し、疼痛評価を行った。PSL 後 7

日目において、触アロディニアおよび熱痛
覚過敏は有意に抑制された（Fig.5）。 

 

（６）．傷害坐骨神経における MMP12 およ
び炎症性サイトカインの発現増加に対する
マクロファージ枯渇の影響 
 PSL後7日目の坐骨神経において発現増加
した MMP12、典型的な炎症性サイトカイン

(IL-1β, TNF-α)およびマクロファージマーカ
ー(F4/80)の mRNA は Clophosome-A™の傷
害神経周囲投与により有意に減弱された
（Fig.6）。 

 
（７）．PSL 誘発性熱痛覚過敏および触アロ
ディニアに対する選択的MMP12阻害薬の有
効性 

MMP12 の神経障害性疼痛への機能を検討
するため、選択的 MMP12 阻害薬である
MMP408 を傷害 SCN 周囲に局所投与し、疼
痛評価を行った。PSL7 日後に観察される熱
痛覚過敏は MMP408 により有意に抑制され
た。同様に、PSL 誘発性触アロディニアも有
意に軽減された（Fig.7）。 

本研究成果より、慢性疼痛制御においてマ
クロファージは重要な役割を果たし、マクロ
ファージに由来するMMP12は慢性疼痛機構
の解明における重要な新規メディエーター
となる可能性が示唆された。 
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