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緒言 

 

がん化学療法で用いられる抗がん剤は、様々な副作用が出現するが、なかでもがん

化学療法誘発性末梢神経障害（chemotherapy-induced peripheral neuropathy：CIPN）は、

比較的多くの患者が経験するにもかかわらず、対応が遅れている副作用の１つであ

る。CIPN を生じやすい抗がん剤は、タキサン系、ビンカアルカロイド系などの微小

管阻害薬や白金系抗がん剤などであり、しびれ、感覚障害、痛みなどの感覚異常が生

じるほか、場合によっては運動神経障害や自律神経障害が出現することもある。CIPN

は、患者の日常生活動作（activities of daily living：ADL）や生活の質（quality of life：

QOL）を低下させるだけでなく、重症化すれば、抗がん剤の減量や休薬を余儀なくさ

せ、がん治療成績に影響を与えることもある。しかしながら、その詳細な機序は不明

な点が多く、今なお、有効な予防法や治療法は確立されていない。特に大腸癌、胃癌

などの治療に広く使用される白金系抗がん剤のオキサリプラチン（L-OHP）は、CIPN

を高率に誘発し、治療継続上問題となることが多い。 

CIPNの予防/治療薬の開発が進まない原因の一つに、これまでのCIPN動物モデルが

適切でなかったことが挙げられる。現在、動物実験で利用されているCIPNモデルの

多くは、単回または数回、L-OHPを短期間に連続して投与することにより作製されて

おり、ヒトにおける投与スケジュールと大きく異なっている。また、これらCIPNモ

デルでは、実験手技的に検出しやすい痛み（機械刺激や冷刺激に対する過敏応答）の

みが評価され、ヒトCIPNで見られる感覚障害や神経伝導速度の低下などの症状や所

見が評価できていないことが多い。従って、CIPN動物モデルでの痛みに対しては多

くの鎮痛薬が有効性を示すが、実臨床と異なる結果となってしまうといった、誤った

結論を導いてしまう可能性がある。そのため、CIPN動物モデルの改良や評価系の再

構築が必要であると考えられる。 

一方、末梢血流量が一定時間低下すると、四肢のしびれ、痛みなどの異常感覚が発
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生するとともに、感覚障害などが生じる。糖尿病患者および糖尿病モデル動物では、

末梢血流障害が先行して生じ、糖尿病性神経障害の原因の１つとなっていると考えら

れている。また、L-OHPをマウスに投与しても末梢血流が低下することが報告されて

おり、L-OHP誘発末梢神経障害にも関与している可能性が考えられる。しかし、L-OHP

による末梢血流の低下とCIPNの関連については不明な点も多い。 

そこで本研究では、まず、ヒトで見られるCIPNの症状や所見を呈するCIPN動物モ

デルの作製とその評価方法を検討した。さらに、CIPNに対する予防/治療薬を開発す

ることを目標に、L-OHPによるCIPN動物モデルで認められる末梢血流障害が末梢神

経障害に関わっているとの仮説のもと、血管拡張作用を有する既承認医薬品から

CIPN予防/治療薬候補を探索するドラッグ・リポジショニング研究を実施し、以下の

新知見を得た。 

第一章では、オキサリプラチンによるCIPN動物モデル及び評価系を改良し、痛み

だけでなくCIPNの主症状である感覚障害や神経伝導速度の低下、神経軸索障害など

の組織学的所見も検出できる投与スケジュールと一連の評価系を構築した。 

第二章では、血管拡張薬であるタダラフィルが、過敏応答だけでなく、感覚障害や

神経機能障害にも効果を示すことを見出し、オキサリプラチンの反復投与によって生

じる末梢血流障害が、CIPNの増悪に寄与していることを明らかとした。 

 

これらの研究成果について以下に論述する。 

 

なお、本文中および図中で使用した略語は以下の通りである 

 

ADL: activities of daily living 

ANOVA: analysis of variance 

CD31: cluster designation 31 

CIPN: chemotherapy induced peripheral neuropathy 
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DMSO: dimethyl sulfoxide 

DRG: dorsal root ganglion 

ET: endothelin 

HMGB1: high mobility group box 1 

HED: human equivalent dose 

i.p.: intraperitoneal 

L-OHP: oxaliplatin 

MNCV: motor nerve conduction velocity  

N.S.: not significant 

OIPN: oxaliplatin induced peripheral neuropathy 

PB: phosphate buffer 

PBS: phosphate buffered saline 

PBS-T: 0.1% Triton-X100 phosphate buffered saline 

PFA: paraformaldehyde 

PDE5: phosphodiesterase type 5 

QOL: quality of life 

ROS: reactive oxygen species 

SNCV: sensory nerve conduction velocity 

SEM: standard error of mean 

TRPA1: transient receptor potential ankyrin 1 

TDF: tadalafil 

Veh: vehicle 
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第一章 

オキサリプラチン誘発末梢神経障害モデルマウスの 

作製と評価系の確立 

 

白金系抗がん剤オキサリプラチン（L-OHP）により誘発される末梢神経障害（CIPN）

は、投与直後から数日内に寒冷被曝などによって誘発され、特徴的なしびれ感や痛み

を呈する急性CIPNと、蓄積性CIPNに分類される。この急性CIPNは、L-OHPに特有の

もので、通常、1〜2週間以内に回復することが多く、がん化学療法の減量や中止にま

で至るケースは少ない。一方、蓄積性CIPNは、四肢末端のしびれ、痛み、触覚/温冷

覚や振動覚/位置覚に対する感覚障害や錯感覚などの感覚障害のほか、運動神経障害

や自律神経障害が表れることもあり、重篤化すると減量、休薬や中止の対象となる。 

L-OHPによる急性CIPNについては、分子機構も含めその発症機構が詳細に解析さ

れてきたが（1-2）、蓄積性CIPNの発症機構については未だ解明されていない部分が多

く、有効な予防法、治療法は確立されていない（3）。唯一、米国臨床腫瘍学会のガイ

ドライン（4）で推奨されているデュロキセチンは、CIPNにおける疼痛に対して大規

模臨床試験により効果が示しているが（5）、その効果は限定的であり、また神経障害

そのものに対して治療効果を示すものではない。CIPNの発症機構解明や予防/治療法

の確立が大幅に遅れている原因の一つとして、これまで用いられてきたCIPN動物モ

デルやその評価系が必ずしも適切ではなかったことが挙げられる（6）。 

L-OHPによるCIPN動物モデルはこれまでにも多数報告されているが、L-OHPの単

回または数回の反復投与によりCIPNモデルとしているものが多い（7-10）。ヒトでは

通常、L-OHP投与後少なくとも2週間の休薬期間を設け、これを１サイクルとして繰

り返す。L-OHPによる蓄積性CIPNの発症は累積投与量に依存しており、累積投与量



 

5 

 

 

が800 mg/m2以上になると発生頻度が高くなると報告されている（11）。しかし、幅広

く用いられているCIPN動物モデルでは、L-OHP単回または数回しか投与せず、また、

短期間（1〜数週間）しか評価していないものが多く、蓄積性CIPNを評価できていな

い可能性がある。さらに、既報のモデルではCIPNの症状の評価として機械刺激や冷

刺激に対する過敏応答（疼痛）を指標としており、CIPN患者で認められるような感

覚障害、錯感覚や神経伝導速度の低下は認められない、あるいは評価されていないこ

とが多い（7-10）。CIPN患者における主症状は、外界からの刺激に対する痛覚過敏よ

りも、むしろ、しびれや感覚障害といった異常感覚や自発痛であり、CIPN動物モデ

ルにおいて評価されることの多い機械刺激や冷刺激に対する過敏応答の評価のみで

は、CIPNモデルとして不十分であると考えられる。そのため、CIPNで認められる臨

床症状や所見を評価できる動物モデル/評価系の開発が必要となる。 

第一章では、L-OHPの投与スケジュールや投与量を再検討することによって、より

妥当性の高いCIPN動物モデルを作製した。また、機械刺激や冷刺激だけでなく、電

気刺激や熱刺激に対する感受性変化の評価や、感覚障害を検出できる評価系、さらに

神経伝導速度や神経軸索の形態評価や薬物感受性などCIPNを総合的に評価し、L-

OHPによる蓄積性CIPNモデルとその評価系の構築を目的とした。 
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実験方法 

 

１）実験動物 

実験には雄性の C57BL/6J 系マウス（生後 6-7週齢; 日本 SLC、静岡）を使用した。

全てのマウスは 24 ± 1℃、湿度 55 ± 10%、12 時間の明暗サイクルの条件下で飼

育し、エサ及び水は自由に摂取させた。実験は全て、京都大学動物実験委員会による

審査・承認を受け、「動物実験に関する日本薬理学会指針」を遵守して行った。 

 

２）使用薬物 

オキサリプラチン（L-OHP）は和光純薬工業（大阪、日本）から購入し、5％グル

コース溶液に用事調製した。デュロキセチン塩酸塩は和光純薬工業から、プレガバ

リンは Toronto research（North York, Canada）から購入し、それぞれ生理食塩水で溶

解した。 

 

３）L-OHP 誘発末梢神経障害モデルの作製 

本章では、投与量や投与スケジュールの異なる２種類の L-OHP 誘発末梢神経障害

モデルを用いた。まず、既報を参考に、これまで多くの報告（7-10）で使用されてき

た L-OHP 誘発末梢神経障害モデルマウスとして、L-OHP（5 mg/kg）あるいは対照と

して 5％グルコース溶液を 5 日間連続で腹腔内に投与し、投与開始 2週後まで評価を

行うモデルを作製した（低用量/短期評価モデル）。 

また、既報と比較すると比較的高用量の L-OHP（10 mg/kg）あるいは対照として

5％グルコース溶液を週 1 回 8 週間にわたって腹腔内投与し、投与開始 8 週後まで評

価を行うモデルを作製した（高用量/長期評価モデル）。 
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４）行動学的評価 

von Frey フィラメントテスト 

非侵害性機械刺激に対する過敏反応は、刺激強度の異なる 7 本（0.008, 0.02, 0.04, 

0.07, 0.16, 0.4, 1.0 g）の von Frey フィラメント（Stoelting, Wood Dale, IL）を用いた up-

down 法に従い測定した（12）。穴のあいた金属板の上にアクリル性の囲い（株式会社

山本製作所）を置き、その中でマウスを 60 分以上馴化させた後、測定を行った。0.16 

g のフィラメントから開始し、フィラメントをわずかに曲がる程度の強さで約１秒間、

マウス後肢足底面に当てる操作を 5 回繰り返し 1 試行とした。フィラメントをあて

た際、反応を示さなければ 0 点、後肢を持ち上げれば 1点、後肢を激しく振る、ある

いは舐めれば 2 点とスコアを付け、各試行でスコアの合計が 5 点以上であれば 1 段

階弱いフィラメントを、4 点以下であれば 1段階強いフィラメントを選択して試行を

繰り返し、最初に半数以上の逃避行動を示す、あるいは 2 回目以降に半数以下の逃避

行動を示したフィラメントから 4回の試行を繰り返して、50%逃避行動閾値を算出し

た（13）。 

 

アセトンテスト 

冷刺激に対する過敏反応の評価はアセトンテストを用いた（14-15）。各マウスは、

試験前に金属板の上にアクリル製の囲い（株式会社山本製作所、京都）を置き、その

中でマウスを 60 分以上馴化させた後、測定を行った。マウス後肢足底に 10 μL のア

セトン（和光純薬、大阪）を後足の足底皮膚に塗布することによって冷刺激を与え、

後肢をなめる、振るなどの逃避行動の回数を、アセトン塗布後 60秒間計数した。 

 

Hargreaves test 

熱性侵害刺激に対する受容閾値の測定は Hargreaves radiant heat apparatus（UGO 

BASILE）を用いて行った。ガラス板の上に設置したアクリル製の囲い（株式会社山

本製作所）にマウスを入れ、１時間以上馴化させた後、測定を行った。正常マウスが
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10 秒前後で逃避行動を示すように赤外線熱刺激の強度を設定した。マウス足底に赤

外線を照射し、逃避行動を示すまでの時間を測定した。この試行を 3 回行い、3回の

測定時間の平均値を赤外線熱刺激に対する反応潜時とした。後肢の火傷による傷害を

防ぐため、cut off time は 30 秒とした。 

 

Adhesive removal test 

マウスを観察用アクリルチャンバー（直径 30 cm; 高さ 50 cm）に１時間前から入

れ、実験環境に馴化させた。マウス後肢にシール（タックタイトルシール; 直径 5 mm）

を貼り付けマウスがシールが貼られていることに気が付き、剥がし始めようとするま

での時間と、マウスがシールを剥がし切るまでに失敗した回数を計数することによ

り、それぞれ感覚機能および運動機能の評価を行った（16）。測定は 3 回行い、3 回

の平均値を算出した。 

 

電流知覚閾値の測定 

電流刺激に対する感受性は、電流知覚計測装置 Neurometer CPT/C（Neurotron Inc. 

Baltimore, MD, USA）を用いて評価した（12）。マウス後足の毛を剃り、ボールマンケ

ージ（直径 3 cm; 長さ 10 cm,夏目製作所, 京都）に入れて保定し、30分馴化させた

後、測定を開始した。刺激電極を足底表面に取り付け、3 種類の正弦波パルス（5、

250、および 2,000 Hz）を含む経皮電流刺激を適用した。各刺激の強度を 0 mA から

徐々に上昇させ、足を振る、引っ込めるなどの逃避行動を起こした電流（mA）を反

応閾値とした。各周波数で 3 回測定し、これらの測定値の平均を電流知覚閾値とし

た。測定はマニュアルモードで行った。 

 

5）神経伝導速度の測定 

マウス尾の神経伝導速度の測定は、ペントバルビタールナトリウム（50 mg / kg, i.p.）

麻酔下で行った。測定はデジタル温度調節器（TC-1000; AS ONE、大阪）によって 37℃
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に維持した加熱パッド上で行った。刺激装置（STG4002; Multi Channel Systems, 

Reutlingen, Germany）に接続したステンレス製の電極をマウスの尾に挿入し、電気刺

激を与えた。感覚神経および運動神経の伝導速度は、それぞれ尾の遠位および近位部

分を刺激し、刺激誘発反応を記録することにより評価を行った。参照電極は尾の付け

根に挿入した。誘発された神経活動電位をアンプ（EX-1; AD Instruments、Milford、

MA、USA）により増幅し、LabChart8 ソフトウェア（AD Instruments）を用いて PowerLab 

4/26（ML-846; AD Instruments）にて記録した。神経活動電位の潜時は、刺激の開始か

ら電位のピークまでの時間とし、2つの記録部位間の距離を近位および遠位記録部位

の潜時の差で割ることにより感覚神経および運動神経の伝導速度を算出した。神経伝

導速度は 15回測定を行い、その平均値とした。 

 

6）電子顕微鏡観察による坐骨神経形態評価 

マウスをペントバルビタールナトリウム（50 mg/kg、i.p.）麻酔下にて開胸し、

phosphate-buffered saline（PBS）10 mL を経心灌流することで脱血した後、4% 

paraformaldehyde（PFA）を含む 0.1 M phosphate buffer（PB; pH 7.4）で経心灌流し、全

身を固定した。その後、坐骨神経を採取し、2% glutaraldehyde および 4% PFA を含む

0.1 M PB 溶液で 4℃で一晩固定し、1％ 四酸化オスミウム溶液中、4℃で 2 時間、後

固定した。次に、これらのサンプルをエタノールで段階的に脱水し、Luveak 812

（Nacalai Tesque）に包埋した。厚さ 70 nm の坐骨神経切片を作製し（京都大学大学院

医学研究科附属総合解剖センター 電子顕微鏡室に依頼）、透過型電子顕微鏡（H7650; 

Hitachi, Tokyo）で撮影を行った。1 つの切片からランダムに 5 視野撮影を行い、解析

に用いた。神経軸索の円形度は、画像解析ソフト MetaMorph を使用して次のように

分析を行った。 

 

軸索円形度 = (4π  area of axon)/(perimeter of axon)2 
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円形度が 1 の場合は円に相当し、0 の場合は直線を表している。軸索は、円形度> 

0.7、円形度 0.5〜0.7、円形度<0.5 の 3群に分類し、全軸索数に対するそれぞれの群が

占める軸索数の割合を算出した。 

 

8）統計解析 

値は全て、平均値 ± 標準誤差（S.E.M.）で表記した。二群間の差は unpaired test ま

たは paired t-test により、三群以上の差は、one-way あるいは two-way analysis of variance

（ANOVA）に続く Tukey post hoc test を用いて解析した。von Frey フィラメント試験

の 50% 反応閾値の統計解析には、Mann-Whitney U 検定または Kruskal-Wallis 検定と

それに続く Dunn’s post hoc test を使用した。P < 0.05 の差を統計的に有意であると判

定した。 
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実験結果 

 

第一節 L-OHP 誘発末梢神経障害の低用量/短期評価モデルでの行動評価 

 

はじめに、これまで多くの報告（7-10）で使用されてきた L-OHP 誘発末梢神経障

害モデルマウスとして、L-OHP（5 mg/kg）を 5日間連続で腹腔内投与し、投与開始 2

週後まで評価を行う低用量/短期評価モデルを用い、機械刺激、冷刺激、熱刺激、電気

刺激に対する行動を観察した。 

von Frey フィラメントによる機械刺激に対する 50％反応閾値は、L-OHP 投与開始

4 日後より低下傾向が見られ、vehicle 投与群と比較して 14 日後において有意な差が

認められた（Fig. 1-1A）。またマウスの足底にアセトンを塗布することで冷刺激を与

えると、後肢をなめる、振るなどの逃避行動が惹起され、その回数は L-OHP 投与開

始 4 日後から増加し、14 日後までその傾向は続いた（Fig. 1-1B）。一方、Hargreaves 

test により熱刺激に対する反応潜時を、L-OHP 投与 14 日後に測定したところ L-OHP

による影響は観察されなかった（Fig. 1-1C）。また、電流知覚計測装置（ニューロメ

ーター）を用い、5、250、および 2,000 Hz の電流刺激により、C線維、Aδ線維、お

よび Aβ線維をそれぞれ選択的に刺激した際の電流知覚閾値を測定した。しかし、こ

れらの周波数での電流知覚閾値は、L-OHP 投与 2 週間後に低下傾向を示したが、有

意な差は認められなかった（Fig. 1-1D–F）。 

 

  



 

12 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1-1. Evaluation of behaviors of low-dose CIPN model mice to mechanical, cold, thermal and electrical 

stimulation. L-OHP (5 mg/kg) or its vehicle (Veh) was injected i.p. repeatedly for 5 days. Mechanical (A, n 

= 4) and cold (B, n = 4) sensitivities were assessed by von Frey filament and acetone tests, respectively, before 

injections and 4, 7 14 days after L-OHP injections. *P < 0.05 compared with the vehicle-treated mice (A, 

Dunn’s post hoc test following Kruskal-Wallis test; B, Tukey’s post hoc test following two-way repeated 

measured ANOVA). (C) Thermal sensitivity was assessed by Hargreaves test after 14 days after L-OHP 

injections (n = 4). (unpaired t test). (D–F) The current perception thresholds (mA) eliciting paw withdrawal 

responses to the sine-wave pulses at 5 Hz (D; C fiber), 250 Hz (E; Aδ fiber), and 2,000 Hz (F; Aβ fiber) were 

measured after 7 days of repeated injections (n = 4–5). (unpaired t test). The results are expressed as means ± 

S.E.M. 
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第二節 L-OHP 誘発末梢神経障害の低用量/短期評価モデルでの神経伝導速度評価 

 

低用量/短期評価モデルでの末梢神経機能の変化を評価するため、マウス尾の感覚

神経および運動神経の神経伝導速度をそれぞれ測定した。しかし、L-OHP 投与開始

15 日後において、感覚神経伝導速度（SNCV）（Fig. 1-2A）および運動神経伝導速度

（MNCV）（Fig. 1-2B）ともに、vehicle 投与群と比較して有意な変化は認められなか

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-2. Low dose L-OHP injections has no effects on nerve conduction velocity. L-OHP (5 mg/kg) or its 

vehicle (Veh) was injected i.p. repeatedly for 5 days. Sensory nerve conduction velocity (SNCV) (A) and 

motor (MNCV) (B) were measured in the mouse tails after 15 days after L-OHP injections (n = 3–4).  

(unpaired t test). The results are expressed as means ± S.E.M. 
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第三節 L-OHP 誘発末梢神経障害の高用量/長期評価モデルでの行動評価 

 

第一節、第二節で示したように、L-OHP（5 mg/kg）を 5 日間連続投与し、投与開

始 2 週間までで評価した場合は、機械過敏応答、冷過敏応答、また電流過敏応答とい

った感覚過敏を示す症状は認められるものの、その発現はやや不安定であり、また、

熱感覚障害や神経伝導速度の低下など、感覚障害を示す症状は認められなかった。そ

こで、より高用量の L-OHP（10 mg/kg）を投与間隔（週 1回）を空けて長期間（8 週

間）反復投与するスケジュールに変更し、蓄積性 L-OHP 誘発末梢神経障害モデルを

作製し、反復投与開始後 2 週間毎に末梢神経障害の評価を行った。その結果、von Frey

フィラメントによる機械刺激に対する 50％反応閾値は、L-OHP 反復投与開始 2 週後

より有意に低下し、その効果は 8 週後まで持続した（Fig. 1-3A）。同様に、アセトン

による冷刺激に対する逃避行動も、反復投与開始 2 週後より有意に増加し、その効果

は 8 週後まで持続した（Fig. 1-3B）。 

一方、Hargreaves test での熱刺激に対する反応潜時は、L-OHP反復投与開始 4 週後

まで変化は認められなかったが、6週後から延長傾向が認められ、8 週後には vehicle

反復投与群と比較して有意に延長した（Fig. 1-3C）。 

また、5 Hz（C 線維）、250 Hz（Aδ線維）、および 2,000 Hz（Aβ線維）の電流刺激

に対する電流知覚閾値は、L-OHP 投与 8 週間後に、vehicle 投与群と比較して、いず

れも有意に低下した（Fig. 1-3D–F）。 
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Fig. 1-3. L-OHP-induced chronic neuropathy caused cold, mechanical, and current hypersensitivities and 

thermal hypoesthesia. L-OHP (10 mg/kg) or its vehicle (Veh) was injected i.p. once a week for 8 weeks. Cold 

(A, n = 6–11), mechanical (B, n = 5–12), and thermal (C, n = 6) sensitivities were assessed by acetone, von 

Frey filament, and Hargreaves test respectively, before injections and biweekly after. *P < 0.05, **P < 0.01, 

and ***P < 0.001 compared with the vehicle-treated mice; (A,C, Tukey’s post hoc test following two-way 

repeated measured ANOVA; B, Dunn’s post hoc test following Kruskal-Wallis test). (C) Thermal sensitivity 

was assessed by Hargreaves test after 8 weeks of repeated injections (n = 5–8). ***P < 0.001 (Tukey’s post 

hoc test following one-way ANOVA). (D–F) The current perception thresholds (mA) eliciting paw 

withdrawal responses to the sine-wave pulses at 5 Hz (D; C fiber), 250 Hz (E; Aδ fiber), and 2,000 Hz (F; Aβ 

fiber) were measured after 8 weeks of repeated injections (n = 8–13). *P < 0.05, ***P < 0.001 (unpaired t 

test). The results are expressed as means ± S.E.M. 
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第四節 L-OHP 誘発末梢神経障害の高用量/長期評価モデルでの感覚機能・運動機能

の評価 

 

次に、L-OHP 長期反復投与によって作製した高用量/長期評価モデルの感覚機能と

運動機能を評価する目的で、L-OHP 投与 8週後に adhesive removal test を行った。本

試験は、足底にシールが貼られてからシールに気付くまでの時間と底に貼られたシー

ルを剥がすことに失敗した回数を計数するもので、それぞれ、足底への粘着性刺激に

対する感覚機能と口や前肢でシールを剥がそうとする運動機能を同時に測定できる

行動試験として知られている（16）。その結果、vehicle 反復投与群と比較して L-OHP

反復投与群では、足底にシールが貼られてからシールに気付くまでの時間が有意に増

加し（Fig. 1-4A）、足底に貼られたシールを剥がすことに失敗した回数も、有意差は

認められなかったものの、増加傾向にあった（Fig. 1-4B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-4. Repeated injections of L-OHP induced sensory and motor deficits. L-OHP (10 mg/kg) or its vehicle 

(Veh) was injected i.p. once a week for 8 weeks. Time to respond to adhesive patch on the hind paw (A, n = 

8) and number of failures to remove the adhesive patch(B, n = 4) was recorded 8 weeks after the repeated 

injections. **P < 0.01 (unpaired t test). The results are expressed as means ± S.E.M.  
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第五節 L-OHP 誘発末梢神経障害の高用量/長期評価モデルでの神経伝導速度評価 

 

L-OHP の高用量/長期評価モデルでの末梢神経機能の変化を評価するため、マウス

尾の感覚神経および運動神経の神経伝導速度をそれぞれ測定した。L-OHP 反復投与

開始 8週後において、感覚神経伝導速度（SNCV）（Fig. 1-5A）は vehicle 反復投与群

と比較して有意に低下し、運動神経伝導速度も低下傾向が認められた（MNCV）（Fig. 

1-5B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-5. Repeated injections of L-OHP induced decreases in nerve conduction. L-OHP (10 mg/kg) or its 

vehicle (Veh) was injected i.p. once a week for 8 weeks. Sensory nerve conduction velocity (SNCV) (A) and 

motor (MNCV) (B) were measured in the mouse tails was recorded 8 weeks after the repeated L-OHP 

injections. (n = 8–13). ***P < 0.001 (unpaired t test). The results are expressed as means ± S.E.M. 
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第六節 L-OHP 誘発末梢神経障害の高用量/長期評価モデルでの神経軸索形態評価 

 

CIPN の原因として、抗がん剤による神経細胞体障害、軸索障害や髄鞘障害が関連

することが知られているが（17-19）、CIPN 動物モデルでそれを評価した報告は必ず

しも多くない。本節では、L-OHP 反復投与 8 週後のマウスの坐骨神経切片を用いて

電子顕微鏡観察を行い、神経軸索の形態を評価した。坐骨神経の冠状切片を電子顕微

鏡で観察すると、髄鞘を形成する径の大きなあるいは中程度の径を持つ軸索（それぞ

れ Aβ線維と Aδ線維）と、髄鞘を形成せずシュワン細胞で覆われた径の小さな軸索

（C 線維）が多数観察された（Fig. 1-6A）。Vehicle 反復投与群の坐骨神経では、正常

な軸索の形態を示す円形度が 0.7 を超える神経軸索の割合が多く、50%近くを占めて

おり、円形度 0.5 以下の歪んだ形態の神経軸索は 10%程度だった。一方、L-OHP 長

期反復投与 8 週後の坐骨神経では、円形度が 0.7 を超える正常な形態の神経軸索の割

合が約 30%まで有意に低下し、一方、円形度が 0.5 未満の重度の軸索変性を示す神経

軸索の割合が約 30%まで有意に増加した（Fig. 1-6B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-6. L-OHP induced axonal degeneration in the sciatic nerve. L-OHP (10 mg/kg) or its vehicle was 

injected i.p. once a week for 8 weeks. (A) Representative electron light micrographs of cross-sections of the 

sciatic nerves from vehicle- and L-OHP-treated mice 8 weeks after the repeated injections. Scale bar = 10 μm. 

(B) Quantitative analysis of the distribution of axon circularity in the sciatic nerves. The percentages of the 

myelinated fibers showing axon circularity > 0.7, between 0.5 and 0.7, and < 0.5 are presented (n = 7–10). *P 

< 0.05 (unpaired t test). The results are expressed as means ± S.E.M.  
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第七節 L-OHP 誘発末梢神経障害の高用量/長期評価モデルにおけるデュロキセチン

およびプレガバリンの薬物感受性 

 

セロトニン・ノルアドレナリン再取り込み阻害薬のデュロキセチンおよび電位依存

性 Ca2+チャネルα2δリガンドのプレガバリンは、いずれも神経障害性疼痛に対する

第一選択薬である（20）。そこで、L-OHP 長期反復投与によって誘発された冷過敏応

答、機械過敏応答や熱痛覚障害に対するデュロキセチンおよびプレガバリンの効果を

検討した（Fig. 1-7)。 

各行動試験の 1時間前に、デュロキセチン（30 mg/kg）を腹腔内に単回投与したと

ころ、アセトンテストで見られる冷過敏応答（Fig. 1-7A）および von Frey フィラメン

トテストで見られる機械過敏応答（Fig. 1-7B）は、いずれも有意に抑制された。同様

に、プレガバリン（10 mg/kg）を腹腔内投与したところ、冷過敏応答は抑制傾向を示

し、機械過敏応答は有意に抑制された。一方、デュロキセチンおよびプレガバリンは、

Hargreaves testで見られる熱痛覚障害に対しては抑制効果を示さなかった（Fig. 1-7B）。 
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Fig. 1-7. Effects of duloxetine and pregabalin on L-OHP-induced peripheral neuropathy. Oxaliplatin (L-OHP; 

10 mg/kg) or its vehicle (Veh) was injected intraperitoneally once a week for 8 weeks. Cold (A, n = 5–6), 

mechanical (B, n = 5–6) and thermal sensitivity (C, n = 4–6) were assessed before (pre) and after (post) 

administration of duloxetine (30 mg/kg, i.p., 1 h before testing), or pregabalin (10 mg/kg, i.p., 1 h before 

testing) 8 weeks after the repeated injections. The results of cold and thermal sensitivity are expressed as 

means ± S.E.M. (n = 5–6). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 00.01 compared with the pre-values of vehicle-

treated mice (unpaired t test); ##P < 0.01 (paired t test); n.s., not significant. The 50% withdrawal thresholds 

to mechanical stimulation with von Frey filaments were measured after 8 weeks of repeated injections of 

vehicle or L-OHP. *P < 0.05, **P < 0.01 compared with the pre values of vehicle-treated mice ; #P < 0.05, 

##P < 0.01 (Mann-Whitney U-test) ; n.s., not significant. 
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考察 

 

新しい医療技術や新規医薬品を開発するためには動物実験が欠かせない。動物実験

は、ヒトを対象とする臨床研究では実現不可能な、制御された環境や条件下で実験を

行うことができ、生命現象の理解、疾患の原因や病態の解明、創薬研究などに計り知

れない貢献をしてきた。一方、動物実験で優れた結果が出てもヒト臨床試験で効果が

乏しいなど、両者の結果が必ずしも一致しない場合があり、動物実験のヒトへの外挿

性が問題となっている（21-22）。特に疼痛研究領域でこの問題がクローズアップされ、

疼痛動物モデルやその評価系の再開発が重要な課題となっている（23）。 

これまで多くの研究で使用されてきた CIPN 動物モデルは、ヒトで見られる CIPN

を十分に反映した病態モデルとは言えず、実験から得た結果をヒトに外挿することは

難しい。実際、CIPN 動物モデルで優れた有効性を発揮しても、臨床試験で効果が認

められず、開発中止となったものや（24-25）、臨床で有効性が否定されている薬物で

も CIPN 動物モデルでは効果を示してしまうことが多い（26-27）。ヒト蓄積性 CIPN

は痛み（神経障害性疼痛）のみならず、しびれ、感覚障害、錯感覚などの感覚異常が

同時に出現するなど複雑な症状を示す。しかし、これまで多くの報告（7−10）で使用

されてきたL-OHPをマウスやラットに単回または複数回連続投与する低用量/短期評

価モデルでは、機械刺激、冷刺激や電流刺激に対する過敏反応は投与初期から観察さ

れるものの、感覚障害や神経伝導速度の低下といった現象は、少なくとも本研究では

観察されなかった。そこで、痛みだけでなく、感覚障害や神経伝導速度の低下、神経

軸索障害などが検出できる L-OHP 誘発末梢神経障害モデルの構築を目指し、既存の

モデルと比較すると高用量ではあるが、10 mg/kg の L-OHP を週 1 回の投与間隔で 8

週間反復投与するスケジュールを選択した。なお、動物への投与量をヒトに外挿する

場合に一般的に用いられるヒト等価用量（human equivalent dose：HED）の計算式 HED 

= animal dose × (animal weight / human weight)0.33を用いた場合（28-29）、体重 30 g の
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マウスへの 10 mg/kg の投与は、体重 60 kg、体表面積 1.62 m2のヒトで換算すると約

30 mg/m2となる。L-OHP のヒトへの用法・用量は、85 mg/m2あるいは 130 mg/m2を 1

日 1 回静脈内に 2 時間で点滴投与し、少なくとも 13 日間あるいは 20 日間休薬する

とされており（L-OHP 添付文書より）、決して高用量ではなく、むしろ少ないくらい

である。この高用量/長期評価モデルで、投与スケジュールも休薬期間を設けること

により臨床に近づけることができ、また、投与開始 8 週間後において、Hargreaves test

での熱痛覚障害、removal test での触覚障害や運動機能障害、神経伝導速度の低下、神

経軸索障害が見られるなど、L-OHP の累積蓄積量に依存したヒト蓄積性末梢神経障

害に類似する症状や所見を観察することが可能となった。これまで、冷刺激による過

敏応答は L-OHP の急性末梢神経障害に特徴的な冷温知覚異常を、機械刺激に対する

過敏応答は蓄積性末梢神経障害でみられる疼痛やしびれ，感覚異常をそれぞれ反映し

ていると想定して検討されてきた。しかし、機械過敏応答が L-OHP 投与数日後より

発生することや、ヒトで現れるしびれや感覚異常に効果を示さないデュロキセチンや

プレガバリンにより抑制されたことから、L-OHP による蓄積性末梢神経障害を機械

過敏応答だけで評価することは難しいと考えられる。一方、デュロキセチンやプレガ

バリンは、熱痛覚障害に対しては抑制効果を示さず、臨床と一致する結果となった（3-

5）。 

第一章で得られた結果を Table 1-1 にまとめた。これらの結果から、今回の L-OHP

の用量・投与スケジュールであれば、CIPN患者と同様、疼痛だけでなく感覚障害も

誘導され、感覚神経の機能障害や神経軸索障害などの組織学的所見も観察できる

CIPN を評価するのに適した動物モデルおよび評価系になると考えられる。ただし、

本モデルや評価系においても、未だ自発的な痛みやしびれ、あるいは錯感覚といった

CIPN の症状が検出できておらず、更なる評価系の検討が必要と考えられる。 
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Table 1-1. 第一章の結果のまとめ 
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第二章 

オキサリプラチン誘発末梢神経障害モデルにおける 

血管拡張薬の有効性の評価 

 

これまで、CIPNの予防/治療薬開発を目指し、グルコン酸カルシウム/硫酸マグネシ

ウム製剤、牛車腎気丸、グルタチオン、活性酸素種（ROS）スカベンジャー、各種イ

オンチャネル阻害薬などが基礎および臨床研究双方から探索されてきた（24-27）。し

かし、未だ効果的な予防/治療薬の開発には至っていない。ガイドライン等で推奨さ

れるデュロキセチンも、CIPNの痛みには有効性が示されているものの、しびれや感

覚障害に対する有効性が示されているわけではく、また神経障害そのものに対して予

防あるいは治療効果を示すものではない（3）。これらの問題を解決するため、著者は

第一章において、L-OHPによる末梢神経障害動物モデル及び評価系を改良し、痛みだ

けでなくCIPNの主症状である感覚障害を検出できるL-OHP誘発末梢神経障害モデル

と一連の新規評価系を構築した。本章では作製したL-OHP誘発末梢神経障害モデルと

その評価系を用いて、疼痛だけでなく、感覚障害や神経機能障害、神経軸索障害など

に対しても有効性を示す予防/治療薬の候補となる薬剤を探索することを目的とした。 

一方、末梢血流量が一定時間低下すると、四肢のしびれ、痛みなどの異常感覚が発

生するとともに、感覚障害などが生じる（30-31）。このような症状は、末梢閉塞性動

脈疾患（閉塞性動脈硬化症、閉塞性血栓血管炎、レイノー病など）、糖尿病などの疾

患でも認められ、その治療には主に末梢血管拡張薬や漢方薬などによる薬物治療、理

学療法、ときに血行再建など手術療法などが行われる（32-34）。また、末梢神経の伝

導速度は末梢温の低下により遅延し、末梢温の上昇により回復することが知られてい

る（35）。このように、末梢血流障害と異常感覚は密に連関すると考えられ、実際、
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糖尿病患者および糖尿病モデル動物の末梢神経障害は、血管の機能低下が先行して生

じ、糖尿病性の末梢神経障害の重症度の早期診断マーカーおよび予測因子となる（36-

37）。また、糖尿病性神経障害モデル動物では、末梢神経幹内の微小血管障害が観察

されること（36-39）、ホスホジエステラーゼ（PDE）阻害薬、プロスタグランジン類

似体、エンドセリン（ET）受容体拮抗薬などの血管拡張薬が末梢血流障害を改善する

だけでなく、疼痛や神経機能障害、神経変性などを軽減することが報告されている

（33）。これらの知見は、血管拡張薬によって末梢血流障害を改善することにより、

末梢神経障害を予防または治療できる可能性を示唆している。 

一方、CIPNと末梢血流障害の関連を示唆する報告は少ないが、CIPNの症状緩和に、

末梢循環改善薬や血流を改善するする漢方薬、温熱療法などが用いられることがある

（39）。また、L-OHPをマウスに投与すると末梢血流が低下することも報告されてお

り（7,40）、CIPNにおいても末梢血流障害が末梢神経障害に寄与している可能性があ

る。しかし、L-OHP誘発蓄積性末梢神経障害モデルで認められる痛みや感覚障害、神

経機能障害、神経軸索障害に対する血管拡張薬の効果に関する詳細な検討は未だ報告

されていない。そこで本章では、L-OHPによる蓄積性末梢神経障害モデルで、末梢血

流障害が末梢神経障害に関わっているとの仮説のもと、血管拡張作用を有する医薬品

からCIPN予防/治療薬候補を探索するドラッグ・リポジショニング研究を実施した。 

  



 

26 

 

 

実験方法 

 

１）実験動物 

 第一章実験方法に同じ 

 

２）使用薬物 

L-OHP は第一章と同じものを用いた。PDE5 阻害薬タダラフィルは Combi-Blocks

（San Diego, CA, USA）から購入し、10％ジメチルスルホキシド（DMSO）および 20％

ポリエチレングリコール 400（ナカライテスク、京都、日本）溶液に溶解した。プロ

スタグランジン E1 製剤リマプロストアルファデックス（小野薬品株式会社、大阪、

日本）および ET受容体拮抗薬ボセンタン（Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada）

は生理食塩水に溶解した。タダラフィル（i.p.）、リマプロストアルファデックス（p.o.）、

およびボセンタン（i.p.）は、それぞれ行動試験の 1 時間前、30 分前、および 4 時間

前に投与した。また、0.1%（w/w）タダラフィルを含有する MF固形飼料はオリエン

タル酵母工業株式会社（東京、日本）にて製造し、L-OHP 投与前日より 8 週間、通常

の MF固形飼料の代わりにマウスに与えた。 

 

３）L-OHP 誘発末梢神経障害モデル 

第一章で用いた高用量/長期評価モデルと同じく、L-OHP（10 mg/kg）あるいは対照

として 5％グルコース溶液を週 1回 8 週間にわたって腹腔内投与し、投与開始 8 週後

まで評価を行うモデルを作製した。 

 

４）後肢血流の測定 

小型レーザードップラー血流センサー（RBF-101; Pioneer、Tokyo）を使用して、後

肢の足底表面の皮膚を通る血流を、非麻酔下で測定した。各マウスを固定シリンダー
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（Medical Agent、京都）で拘束し、測定用プローブを足底表面に取り付け測定した。

少なくとも 30 秒間、3 回連続して測定し、これらの測定値を平均し、末梢血流量と

して算出した。 

 

５）マウス皮膚温および直腸温の測定 

マウス後肢の足底表面の皮膚温と直腸温を、皮膚表面プローブと直腸温プローブを

接続した温度計（BAT-10 多目的温度計; Physitemp Instruments、Clifton NJ、USA）を用

いて、非麻酔下で測定した。皮膚表面プローブはマウス後肢足底に密着させた上で固

定し、直腸温プローブはマウス肛門から約 1 cm 刺入し、少なくとも 30秒以上測定し

た。これらの測定値を平均し、皮膚温と直腸温の平均温度として算出した。 

 

6）行動学的評価 

第一章実験方法に同じ 

 

7）マウス尾の神経伝導速度の測定 

第一章実験方法に同じ 

 

8）電子顕微鏡観察による坐骨神経形態評価 

第一章実験方法に同じ 

 

9）免疫組織化学 

マウスをペントバルビタールナトリウム（50 mg/kg、i.p.）麻酔下にて開胸し、PBS

を 10 mL 経心灌流することで脱血した後、4% PFA を含む 0.1 M PB で経心灌流し、

全身を固定した。その後、坐骨神経を採取し、4% PFA で 4℃にて 4 時間、後固定し

た。次に 15% sucrose を含む PBS中で 4℃にて一晩静置し、ティシュー・テック O.C.T

コンパウンド（Sakura Fintek USA、Torrance、CA、USA）に包埋後、-80℃にて凍結さ
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せた。凍結ミクロトーム（Leica CM 1850; Leica Microsystems、Wetzlar、Germany）を

用いて厚さ 6 μm の凍結切片を作製し、MAS コート付きスライドガラス（松浪硝子工

場株式会社、大阪）に接着させ、凍結切片を風乾後、-80℃で凍結保存した。切片をブ

ロッキングバッファー（5% ヤギ血清を含む 0.1% Tween 20 in PBS（PBS-T）; Vector 

Laboratories、Burlingame、CA）で室温で 1 時間ブロッキングを行った後、一次抗体液

中で 4℃で一晩反応させた。一次抗体として、rat monoclonal anti-mouse CD31 antibody 

（1:100, BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA）を PBS-T で希釈して用いた。PBS に

よる洗浄後、遮光し、二次抗体液中で室温にて 1.5時間反応させた。二次抗体として、

goat anti-rat IgG antibody conjugated to Alexa Fluor 488（1:500; Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA）を PBS-T に希釈して用いた。PBS で洗浄後、VECTASHIELD を

用いて封入した。乾燥後、共焦点顕微鏡（Fluoview FV10i confocal microscope, オリン

パス株式会社）により坐骨神経断面の画像を撮影した。坐骨神経切片は 60 μm 以上間

隔をあけて作製し、その中から 3 つ切片を選択し、コンピューター支援システム

（Image J）によって画像分析を行った。CD31 免疫反応性血管の総数をカウントし、

坐骨神経断面積で割って密度（血管本数/ mm2）を算出した。 

 

10）細胞生存率評価 

ヒト癌細胞株である HCT116（ヒト結腸癌細胞株）および AGS（ヒト胃腺癌細胞株）

は、American Type Culture Collection（ATCC、Manassas、VA、USA）から購入した。

細胞は、10％熱非動化ウシ胎児血清および 1％ペニシリン-ストレプトマイシンを添

加した培地を用いて、5% CO2、37℃の条件下で培養した。70%のコンフルエンスに達

した後、タダラフィル（1、3、および 10 μM）の存在下または非存在下で、L-OHP（10 

μM）を処置した。24 時間のインキュベーション後、培地を、37℃で 45 分間、0.05 

mg/mL 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide（MTT）溶液を含む培

地と交換し、150 μL の dimethyl sulfoxide（DMSO）に溶解した。次に、波長 560/630 

nm の光に対する吸光度をマイクロプレートリーダー（MAXline、Molecular Devices、
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Sunnyvale, CA, USA)）で測定した。細胞生存率は、対照群に対する相対値で表した。 

 

11）白金濃度測定 

マウスをペントバルビタールナトリウム（50 mg/kg、i.p.）にて麻酔し、眼窩静脈叢

から血液を採取した後、後根神経節（DRG）と坐骨神経を顕微鏡下で速やかに採取し

た。採取した血液サンプルの一部を 1.5 mL の遠心管に移し、4℃、15 分間、3,000 rpm

で遠心分離した。組織サンプルは蒸留水で洗浄後、水分を吸い取り乾燥させ、重量を

測定した。次に、各血清サンプル（10 μL）と組織サンプルを 60％硝酸 1 mL に入れ、

室温で一晩放置した。翌日、組織をドラフト内の密閉容器で 90℃で 2 時間加熱する

ことで灰化させ、その後、蒸留水を使用して、メスフラスコでサンプル量を 10 mL に

調整し、Agilent 7700x ICP-MS システム（Agilent Technologies、日本）にて測定を行っ

た。分析は m/z 195Pt を対象とし、白金の定量の下限と上限は、それぞれ 500 pMと 5 

µM であった。 

 

12）統計解析 

値は全て、平均値 ± 標準誤差（S.E.M.）で表記した。二群間の差は Student’s t-test

により、三群以上の差は、one-way あるいは two-way ANOVA に続く Tukey post hoc test

を用いて解析した。von Frey フィラメント試験の 50％反応閾値の統計解析には Mann-

Whitney U 検定または Kruskal-Wallis 検定とそれに続く Dunn’s post hoc test を使用し

た。P < 0.05 の差を統計的に有意であると判定した。 
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実験結果 

 

第一節  L-OHP誘発末梢血管障害および冷過敏応答に対する血管拡張薬の急性効果 

 

L-OHPまたは vehicleを週１回 4週間反復投与したマウス後肢の皮膚血流を測定し

た。その結果、マウス皮膚血流量は、L-OHP（10 mg/kg, i.p.）を繰り返し投与するこ

とにより、vehicle 投与群と比較して有意に減少した。そこで、L-OHP により低下し

た皮膚血流に対する各種血管拡張薬の単回投与による効果を検討した（Fig. 2-1A）。

PDE5 阻害薬タダラフィル（10 mg/kg）、プロスタグランジン E1製剤リマプロストア

ルファデクス（0.3 mg/kg）、あるいは ET 受容体拮抗薬ボセンタン（30 mg/kg）を単回

投与することにより、L-OHP により低下した皮膚血流は、血管拡張薬投与前と比較

していずれも有意に増加した。また、PDE5 阻害薬タダラフィルは、vehicle を反復投

与した対照群においても、皮膚血流量を有意に増加させた。 

L-OHP 投与 5 週後のマウスでは、第一章と同様、アセトン塗布により冷刺激を与

えることによって冷過敏応答が惹起した。この L-OHP による冷過敏応答は、タダラ

フィル（10 mg/kg）、リマプロストアルファデックス（0.3 mg/kg）、あるいはボセンタ

ン（30 mg/kg）の単回投与によって、いずれも有意に抑制された（Fig. 2-1B）。一方、

von Frey フィラメントによる機械刺激に対する 50％反応閾値は、L-OHP 投与 6 週後

のマウスにおいて有意に低下したが、この機械過敏応答はタダラフィル（10 mg/ kg）

を単回投しても有意な変化は見られなかった（Fig.2-1 C）。 
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Fig. 2-1. Acute effects of vasodilators on L-OHP-induced peripheral vascular impairment and peripheral 

neuropathy. Oxaliplatin (L-OHP; 10 mg/kg) or its vehicle (Veh) was injected intraperitoneally once a week 

for 4–6 weeks. Skin blood flow in the hind paw (A) and cold sensitivity (B) were assessed before (pre) and 

after (post) administration of tadalafil (TDF; 10 mg/kg, i.p., 1 h before testing), limaprost alfadex (LMP ; 0.3 

mg/kg, per os, 0.5 h before testing), or bosentan (BST ; 30 mg/kg, i.p., 4 h before testing) 4 and 5 weeks after 

the repeated injections, respectively. Skin blood flow (mL/min) in the hind paw was measured by using a 

small laser Doppler blood flow sensor. The frequency of cold-escape behaviors (licking and shaking) were 

measured for 60 s in response to an application of acetone. The results are expressed as means ± S.E.M. (n = 

4–6). **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with the pre-values of vehicle-treated mice (unpaired t test); #P < 

0.05, ##P < 0.01 (paired t test); n.s., not significant. (C) The 50% withdrawal thresholds to mechanical 

stimulation with von Frey filaments were measured before (pre) and 1 h after (post) an administration of 

tadalafil (TDF; 10 mg/kg, i.p.) after 6 weeks of repeated injections of vehicle or L-OHP (n = 5–6). **P < 0.01 

compared with the pre values of vehicle-treated mice (Mann-Whitney U-test).  
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第二節 L-OHP 誘発末梢血流障害に対するタダラフィル長期投与の効果 

 

第一節で用いた 3 種類の血管拡張薬のうち、最も血中半減期が長く、血管拡張作用

が長時間持続する PDE5 阻害薬タダラフィルを以降の検討に用いた。タダラフィル長

期投与による L-OHP 誘発末梢神経障害への影響を検討するため、0.1% タダラフィ

ルを含有する飼料を作製し、L-OHP を投与する 1 日前から継続して与えた。本節で

は、まず、このタダラフィルの長期投与が L-OHP の血中濃度や組織蓄積に影響を与

えないことを確認するため、L-OHP（10 mg/kg, i.p.）投与開始 8 週後のマウスの血液、

および、坐骨神経、DRG の白金濃度あるいは含有量を測定した。その結果、通常飼

料を与えた対照群と比較して、白金の血漿中濃度、また、坐骨神経および DRG での

白金蓄積量に有意な差は見られなかった（Table 2-1）。 

次に、L-OHP 反復投与によるマウスの体重減少に対するタダラフィル長期投与の

効果を検討した。Vehicle を反復投与した対照群においては、マウスの体重は 8 週間

後まで経時的に増加したが、L-OHP（10 mg/kg, i.p.）を反復投与した群では体重の増

加は認められず、対照群と比較して有意に減少した。しかし、タダラフィルの長期投

与は、対照群およびL-OHP反復投与群の体重変化に影響を与えなかった（Fig. 2-2A）。 

次に、L-OHP 反復投与によって誘発される末梢血流障害に対するタダラフィル長

期投与の効果を検討した。Vehicle を反復投与した対照群においては、マウス後肢の

皮膚血流量に変化は認められなかったが、L-OHP（10 mg/kg, i.p.）を反復投与した群

では、徐々に皮膚血流量が減少し、L-OHP 投与 4 週から 8 週後において有意な減少

が認められた。この L-OHP による皮膚血流量の減少は、タダラフィル長期投与によ

り、通常飼料を与えた群と比較して有意に抑制された（Fig. 2-2B）。同様に、L-OHP

反復投与群では、投与 8週後に後肢の皮膚温度の有意な低下が認められたが、この皮

膚温度の低下は、タダラフィル長期投与によって有意に抑制された（Fig. 2-2C）。 
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Table 2-1. Effect of tadalafil on platinum concentration or accumulation in blood, sciatic nerves and dorsal 

root ganglia in oxaliplatin-treated mice. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-2. Effects of tadalafil and L-OHP on body weight and peripheral vascular impairment. L-OHP (10 

mg/kg) or its vehicle (Veh) was injected i.p. once a week for 8 weeks, during which mice were fed normal 

chow or a chow diet containing 0.1% tadalafil (TDF). Body weight (A) and skin blood flow through the 

hindpaw (B) were measured before and weekly or biweekly (n = 4–6). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 

compared with the vehicle-treated mice without tadalafil; ##P < 0.01, ###P < 0.001 compared with the L-

OHP-treated mice without tadalafil (Tukey’s post hoc test following two-way repeated measured ANOVA). 

(C) Skin temperature in the hind paw was measured after 8 weeks of repeated injections (n = 8). ***P < 0.001 

(Tukey’s post hoc test following one-way ANOVA). The results are expressed as means ± S.E.M. 

  

 Platinum concentration (nmol/g or nmol/mL) 
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第三節 L-OHP 反復投与による冷過敏応答、機械過敏応答、電流過敏応答および熱

痛覚障害に対するタダラフィル長期投与の効果 

 

第一章で認められた L-OHP 誘発末梢神経障害の症状である冷過敏応答、機械過敏

応答、電流過敏応答、また、熱痛覚障害に対するタダラフィル長期投与の効果を検討

した。L-OHP（10 mg/kg, i.p.）の反復投与により、von Frey フィラメント刺激に対す

る 50% 反応閾値の低下（機械過敏応答）、アセトン塗布に対する逃避行動の増加（冷

過敏応答）は、0.1% タダラフィル含有飼料をオキサリプラチン投与開始の１日前か

ら与えることにより、いずれも有意に抑制された（Fig. 2-3A,B）。 

同様に、5、250、および 2,000 Hz の電流刺激により、C 線維、Aδ線維、および A

β線維をそれぞれ選択的に刺激した際の電流知覚閾値は、8 週間の L-OHP 反復投与

により有意に減少したが、タダラフィルの長期投与によりいずれも有意に抑制された

（Fig. 2-3D–F）。 

また、8 週間の L-OHP 反復投与により惹起される熱痛覚障害も、タダラフィルの

長期投与により有意に抑制された（Fig. 2-3C）。 

なお、Fig. 2-3 で示した結果のうち、vehicle 反復投与群と L-OHP反復投与群のデー

タは、第一章で示したものと同じデータを使用している。 
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Fig. 2-3. Effects of tadalafil on L-OHP-induced cold, mechanical, and current hypersensitivities and thermal 

hypoesthesia. L-OHP (10 mg/kg) or its vehicle (Veh) was injected i.p. once a week for 8 weeks, during which 

mice were fed normal chow or a chow diet containing 0.1% tadalafil (TDF). Cold (A, n = 6–11) and 

mechanical (B, n = 5–12) sensitivities were assessed by acetone and von Frey filament tests, respectively, 

before injections and biweekly after. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 compared with the vehicle-

treated mice without tadalafil; #P < 0.05 compared with the L-OHP-treated mice without tadalafil (A, Tukey’s 

post hoc test following two-way repeated measured ANOVA; B, Dunn’s post hoc test following Kruskal-

Wallis test). (C) Thermal sensitivity was assessed by Hargreaves test after 8 weeks of repeated injections (n 

= 5–8). ***P < 0.001 (Tukey’s post hoc test following one-way ANOVA). (D–F) The current perception 

thresholds (mA) eliciting paw withdrawal responses to the sine-wave pulses at 5 Hz (A; C fiber), 250 Hz (B; 

Aδ fiber), and 2,000 Hz (C; Aβ fiber) were measured after 8 weeks of repeated injections (n = 8–13). *P < 

0.05, ***P < 0.001 (Tukey’s post hoc test following one-way ANOVA). The results are expressed as means 

± S.E.M. 
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第四節 L-OHP 反復投与による神経伝導速度の低下に対するタダラフィル長期投与

の効果 

 

第一章で認められた L-OHP 反復投与による神経伝導速度の低下に対するタダラフ

ィル長期投与の効果を検討した。その結果、L-OHP 反復投与 8 週後のマウスの尾で

の感覚神経伝導速度（SNCV）の減少は、タダラフィルの長期投与により、有意に抑

制された（Fig. 2-4A）。同様に、運動神経伝導速度（MNCV）も L-OHP 反復投与によ

り低下し、タダラフィル長期投与によって抑制される傾向にあったが、有意な差は認

められなかった（Fig. 2-4B）。 

なお、Fig. 2-4 で示した結果のうち、vehicle 反復投与群と L-OHP反復投与群のデー

タは、第一章で示したものと同じデータを使用している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-4. Effect of tadalafil on L-OHP-induced decreases in nerve conduction. L-OHP (10 mg/kg) or its 

vehicle (Veh) was injected i.p. once a week for 8 weeks, during which mice were fed normal chow or a chow 

diet containing 0.1% tadalafil (TDF). Sensory (A) and motor (B) NCVs were measured in the mouse tails (n 

= 8–13). ***P < 0.001 (Tukey’s post hoc test following one-way ANOVA). The results are expressed as 

means ± S.E.M. 
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第五節 L-OHP 反復投与による坐骨神経内微小血管の減少に対する長期タダラフィ

ル投与の効果 

神経幹内には多数の微小血管が走行しており、末梢神経を栄養する役割を果たして

いるが、各種末梢神経障害モデルにおいて坐骨神経内微小血管の減少や形態変化が報

告されている（36,41-43）。そこで、L-OHP（10 mg/kg, i.p.）8 週間投与後のマウスの

坐骨神経を摘出し、血管内皮マーカーである血小板内皮細胞接着分子 CD31 の免疫染

色を行い、共焦点画像の定量分析を行った（Fig. 2-5A）。その結果、CD31 免疫陽性微

小血管の密度が L-OHP 反復投与によって有意に減少し、その減少はタダラフィル長

期投与によって有意に抑制された（Fig. 2-5B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-5. Effect of tadalafil on L-OHP-induced decrease in the density of endoneurial microvessels in the 

sciatic nerve. L-OHP (10 mg/kg) or its vehicle (Veh) was injected i.p. once a week for 8 weeks, during which 

mice were fed normal chow or a chow diet containing 0.1% tadalafil (TDF). (A) Representative confocal 

fluorescence photographs of CD31-immunoreactive staining of endoneurial microvessels in cross-sections of 

sciatic nerves. Scale bar = 100 µm. (B) Quantitative analysis of the density of CD31-immunoreactive vessels 

(number/mm2) (n = 5–11). *P < 0.05, **P < 0.01 (Tukey’s post hoc test following one-way ANOVA). The 

results are expressed as means ± S.E.M. 
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第六節 L-OHP 反復投与による神経軸索変性に対する長期タダラフィル投与の効果 

 

第一章で認められた L-OHP 反復投与による神経軸索変性に対するタダラフィル長

期投与の効果を検討した。その結果、L-OHP 反復投与 8 週後の円形度 0.5 以下の歪

んだ形態の神経軸索の増加、および、円形度 0.7 を超える正常な形態の神経軸索の減

少は、タダラフィル長期投与によって抑制する傾向が認められた（Fig. 2-6）。 

なお、Fig. 2-6 で示した結果のうち、vehicle 反復投与群と L-OHP反復投与群のデー

タは、第一章で示したものと同じデータを使用している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-6. Effect of tadalafil on L-OHP-induced axonal degeneration in the sciatic nerve. L-OHP (10 mg/kg) 

or its vehicle was injected i.p. once a week for 8 weeks, during which mice were fed normal chow or a chow 

diet containing 0.1% tadalafil (TDF). (A) Representative electron light micrographs of cross-sections of the 

sciatic nerves from vehicle- and L-OHP-treated mice with or without tadalafil. Scale bar = 10 μm. (B) 

Quantitative analysis of the distribution of axon circularity in the sciatic nerves. The percentages of the 

myelinated fibers showing axon circularity >0.7, between 0.5 and 0.7, and <0.5 are presented (n = 7–10). *P 

< 0.05 (Tukey’s post hoc test following one-way ANOVA). The results are expressed as means ± S.E.M. 
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第七節 L-OHP の細胞毒性に対するタダラフィルの直接的な影響 

 

癌細胞に対する L-OHP の細胞毒性に対してタダラフィルが直接影響を与えないこ

とを確認するため、MTT アッセイを実施した。ヒト結腸癌細胞株 HCT116（Fig.2-7A）

およびヒト胃腺癌細胞株 AGS（Fig.2-7B）の細胞生存率は、10 μM L-OHP を 24 時間

曝露することによりいずれも有意に低下した。一方、タダラフィル（1, 3, 10 μM）を

24 時間処置しても、L-OHP を処置していないコントロール細胞の細胞生存率、およ

び L-OHP 曝露によって低下した細胞生存率、いずれにも影響を与えなかった（した

がって、タダラフィルは、L-OHP の細胞毒性に対して直接的に影響を与えないもの

と考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-7. Effect of tadalafil on L-OHP-induced cytotoxicity in cultured human cancer cell lines. HCT116 (A) 

and AGS (B) human cancer cell lines were incubated with vehicle (0.1% DMSO; control) or L-OHP (10 μM) 

for 24 h in the presence or absence of tadalafil (TDF; 1–10 μM). Then, the cell viability was measured by an 

MTT assay. The results are expressed as percentages relative to control cells (n = 4–5). **P < 0.01, ***P < 

0.001 compared with the control cells (Tukey’s post hoc test following two-way ANOVA). The results are 

expressed as means ± S.E.M. 
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考察 

 

本章では、第一章で構築した L-OHP 誘発蓄積性末梢神経障害モデルと一連の評価

系を用いて、末梢血流障害を改善する血管拡張薬の単回投与により、本モデルで認め

られる症状のうち一部の症状（冷過敏応答）は抑制できること、また、血管拡張薬の

うち PDE5 阻害薬タダラフィルの予防的な長期投与により、冷過敏応答だけでなく、

機械/電流過敏応答、感覚障害や神経機能障害、軸索障害などに対して抑制作用を示

し、CIPN の発症や進展そのものに対して予防効果を示すことを示した。 

本研究で用いた動物モデルにおいて、L-OHP の累積投与量の増加とともに末梢血

流が徐々に減少し、皮膚温度の低下が観察された。L-OHP による末梢血流障害のメ

カニズムは未だ不明な点が多いが、L-OHP によって直接的および間接的に引き起こ

される血管内皮障害や機能障害が、末梢血流障害を引き起こす可能性が報告されてい

る(44-46)。本研究で用いたモデルでは、機械過敏応答が投与初期から観察期間中、常

に観察されたが、冷過敏応答は投与初期から観察されたものの L-OHP の累積投与量

の増加とともに徐々に悪化し、末梢血流障害の進行と平行していると考えられる。本

モデルで観察された投与初期からの冷過敏応答は、末梢血流障害や皮膚温の低下より

も、L-OHPに特徴的な症状である急性冷過敏応答が関与している可能性がある(10,47-

48)。この急性冷過敏応答は L-OHP の代謝産物であるオキサレートが、冷感受性侵害

受容器である transient receptor potential ankyrin 1（TRPA1）を間接的に感作することよ

って惹起されることが報告されている(48-49)。本研究では、血管拡張薬であるタダラ

フィル、リマプロストアルファデックス、およびボセンタンは、単回投与でも末梢血

流を改善するとともに冷過敏応答を抑制することを示した。これらの結果は、末梢血

流の増加によって冷過敏応答を軽減できることを示している。これまでに、末梢血流

障害に起因する低酸素負荷が、糖尿病性末梢神経障害および後肢虚血マウスモデルで

TRPA1 を感作することが報告されている(50-51)。したがって、冷過敏応答に対する
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血管拡張薬の急性効果は、末梢血流障害の改善により、低酸素によって誘発された

TRPA1 の感作を抑制することが原因であると推察される。一方、タダラフィルの単

回投与は、以前の糖尿病性神経障害および後肢虚血マウスモデルの報告と同じく(50-

51)、機械過敏応答に効果を示さなかった。L-OHP による機械過敏応答は、末梢血流

障害が直接的な原因となっているのではなく、他の原因、例えば、末梢神経のミトコ

ンドリア障害により産生される ROS（52-54）やマクロファージから遊離される high 

mobility group box 1（HMGB1）（55）などが関与しているのかもしれない。 

本研究では、タダラフィルの予防的長期投与によって、L-OHP によって引き起こ

される末梢血流障害や末梢温低下が改善されるだけでなく、機械、冷、電流刺激によ

る過敏応答といった疼痛反応、さらに、熱痛覚障害、神経伝導速度低下や坐骨神経内

微小血管の減少、軸索変性などを含む様々な所見が抑制されることを明らかにした。

ただし、タダラフィルによって L-OHP の血中濃度や組織への蓄積量に変化は見られ

ず、これらの効果は L-OHP の分布変化によるものではないと考えられる。第一章で

も示したように、CIPNの治療に使用されるデュロキセチンやプレガバリンはこのよ

うな感覚障害には効果を示さず、CIPN に対する予防効果も報告されていない(5)。し

たがって、タダラフィルの長期投与は単なる症状緩和ではなく、末梢血流の改善によ

って末梢神経障害の進行を抑制し、その結果、冷過敏応答だけでなく機械過敏応答や

感覚障害、神経機能障害等をも抑制したと考えられる。 

糖尿病性神経障害モデルなどで、坐骨神経内微小血管機能の障害が、神経周囲の低

酸素や低栄養状態を引き起こし末梢神経障害の進展に寄与することが報告されてい

る(42)。また、酸化ストレスの増加はさらなる神経幹内微小血管機能障害を引き起こ

すと考えられ(36,43)、L-OHP 誘発神経毒性の進行に寄与する可能性がある。本研究で

も、L-OHP 投与により末梢神経内における微小血管が減少し、タダラフィルの長期

投与により抑制されること示した。神経周囲の低酸素、低栄養状態の予防によって神

経幹内環境を保護することにより、坐骨神経の神経機能障害や軸索変成の進展を抑制

した可能性がある。 



 

42 

 

 

以上、本章において、PDE5 阻害薬タダラフィルによる末梢血流障害の改善が、冷

感過応答を抑制するだけでなく、その予防的投与により CIPN の進行を防ぎ、感覚異

常、神経機能障害、および神経軸索変性をも抑制することを示した (Fig. 2-8)。また

タダラフィルは in vitro における実験で L-OHP の抗腫瘍効果に影響を与えなかった。

そのため、タダラフィルなどの血管拡張薬は治療/予防薬の候補となることが示唆さ

れる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-8. Effect of tadalafil on L-OHP-induced peripheral neuropathy. Improvement of peripheral vascular 

impairment by tadalafil, a PDE5 inhibitor, alleviates cold hypersensitivity and prevents the progression of 

peripheral neuropathy, resulting in inhibition of abnormal sensations, neurological dysfunction and 

morphological neurodegeneration. 
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結論 

 

以上、二章にわたり、著者はオキサリプラチンによる末梢神経障害モデル評価系の

確立と治療薬の探索を目的とした検討を行い、以下の結論を得た。 

 

第一章 オキサリプラチンによる CIPN 動物モデル及び評価系を改良し、痛みだけで

なく CIPN の主症状である感覚障害や神経機能障害等を検出できる投与スケジュー

ルと一連の評価系を構築した。 

 

第二章 血管拡張薬であるタダラフィルが、過敏応答だけでなく、感覚障害や神経機

能障害にも効果を示すことを見出し、オキサリプラチンの反復投与によって生じる末

梢血流障害が、CIPNの増悪に寄与していることを明らかとした。 

 

以上、本研究において、L-OHP による CIPN動物モデル及び評価系を改良し、痛み

だけでなく CIPN の主症状である感覚障害（しびれ・感覚障害など）を検出できる L-

OHP 投与スケジュールと一連の新規評価系を構築した。さらに、これらの手法を用

いて、L-OHPの反復投与によって生じる末梢血流障害が、CIPNの発症や進行に寄与

していることを明らかとし、血管拡張薬により末梢血流障害を改善することで末梢神

経障害が抑制されるという新たな治療戦略を提唱した。本研究で用いた血管拡張薬

は、現在、臨床使用されている既承認医薬品であり、本研究成果は L-OHP による CIPN

に対する有効な予防/治療薬の開発に直結すると考える。 
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論文目録 

 

本研究の内容は、以下の論文に発表した。 

 

Ogihara T, Nakagawa T, Hayashi M, Koyanagi M, Yonezawa A, Omura T, Nakagawa S, Kitada 

N, Imai S, Matsubara K 

Improvement of peripheral vascular impairment by a phosphodiesterase type 5 inhibitor 

tadalafil prevents oxaliplatin-induced peripheral neuropathy in mice.  

J Pharmacol Sci 141: 131-138 (2019) 
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