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緒言  
 
	 神経損傷や組織傷害等によって惹起される疼痛は、急性疼痛と慢性疼痛に大別するこ

とができる。急性疼痛が傷害部位を守るための生体防御警告系として重要な生理的役割

を担うのに対し、慢性疼痛は傷害部位が治癒してもなお持続する痛みであり、生体防御

系としての機能を持たないだけでなく、日常生活における活動を制限し、患者の QOL
を著しく損なうことから、治療すべき疾患の一つとして認識されており、痛みの慢性

化・難治化機構の解明および新規疼痛治療標的の探索が求められている。 
	 実験動物を用いたこれまでの基礎研究から、疼痛の形成には、神経損傷部位や傷害組

織、また損傷を受けた神経の後根神経節（DRG）に浸潤する炎症性細胞から産生され

る炎症性メディエーターを介した一次感覚神経の過敏化（末梢神経感作）、および中枢

神経系への中継点である脊髄後角でのグリア細胞活性化による脊髄後角神経の過敏化

（中枢神経感作）が重要な役割を担うことが報告されている。当研究室でも脊髄ミクロ

グリアやマクロファージに発現するカチオンチャネルの一種である transient receptor 
potential channel melastatin 2（TRPM2）が、炎症性疼痛や神経障害性疼痛に寄与す
ることを、TRPM2ノックアウト（TRPM2KO）マウスを用いた検討より明らかにして

いる。しかし、これら病態的な痛みの治癒あるいは進行・慢性化と、組織/末梢神経損
傷後に各部位で順次、浸潤・活性化する各炎症性細胞の時空間的な関連は明らかになっ

ていない。本研究では術後痛および神経障害性疼痛の形成における末梢および中枢の炎

症性細胞の時空間的役割について検討を行い、以下の新知見を得た。 
	 第一章では、マウス足底を切開する術後痛モデルを作製し、術後痛および組織修復へ

のマクロファージと好中球の関与について検討を行い、好中球の術部位周辺への早期浸

潤が術後痛と組織修復のどちらにも重要な役割を担うことを示した。 
	 第二章では、野生型と TRPM2KO間の骨髄移植により作製した骨髄キメラマウスを
用いた検討より、脊髄ミクログリアや末梢炎症性細胞に発現する TRPM2のそれぞれの

神経障害性疼痛慢性化への寄与を示した。また、神経損傷に伴う末梢炎症性細胞の脊髄

内浸潤への TRPM2の関与を示した。 
	 第三章では、複数のマウス系統を用いて、神経障害性疼痛感受性差に DRGや脊髄に

おける免疫応答性の違いが関与することを示した。また、C57BL/6Jと C3H/Heマウス
間の骨髄移植により作製した骨髄キメラマウスを用いた検討より、DRG マクロファー
ジと脊髄ミクログリア応答性のフェノタイプがそれぞれ、神経障害性疼痛の形成と維持

に寄与することを示した。 
	 これらの研究成果について、以下に論述する。 
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	 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 
 
ANOVA: analysis of variance 
Arg1: arginase 1 
ATP: adenosine 5’-triphosphate 
cDNA: complementary deoxyribonucleic acid 
CCL2: chemokine (C-C motif) ligand 2  
CCR2: chemokine (C-C motif) receptor 2 
CX3CL1: chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 
CX3CR1: chemokine (C-X3-C motif) receptor 1 
DNA: deoxyribonucleic acid 
DRG: dorsal root ganglion 
FGF2: fibroblast growth factor 2 
GFAP: glial fibrillary acidic protein 
GFP: green fluorescent protein 
IFNγ: interferon gamma 
IL: interleukin 
IL1β: interleukin 1 beta 
IL1R1: interleukin 1 receptor, type 1 
IL6: interleukin 6 
IL6Rα: interleukin 6 receptor, alpha 
IR: immunoreactivity 
i.t.: intrathecal 
LPS: lipopolysaccharide 
MHC: major histocompatibility complex 
mRNA: messenger ribonucleic acid 
N.S.: not significant 
PB: phosphate buffer 
PBS: phosphate buffered saline 
PBS-T: 0.1% Triton-X100 phosphate buffered saline 
PCR: polymerase chain reaction 
PFA: paraformaldehyde 
pSNL: partial sciatic nerve ligation 
QOL: quality of life 
RNA: ribonucleic acid 
rRNA: ribosomal ribonucleic acid 
RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction 
SEM: standard error of mean 
SNT: spinal nerve transection 
TGFβ: transforming growth factor beta 
TLR4: Toll-like receptor 4 
TNFα: tumor necrosis factor alpha 
TRPM2: transient receptor potential melastatin 2 
TRPM2KO: transient receptor potential melastatin 2 knock out 
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第一章  
好中球浸潤抑制が術後痛および創傷治癒に与える影響  

 
	 術後痛は切開を伴う手術後に共通して認められる特徴であり、しばしば術部位の創傷

治癒に伴い回復する。術後痛の効果的な治療は QOLを改善し、合併症や慢性痛へのリ
スクを軽減させるため、非ステロイド性抗炎症性薬やオピオイド、プレガバリン等の鎮

痛薬を用いた先行鎮痛が行われている（1, 2）。しかしながら、50-70％の患者は中程度

から重度の術後痛に悩まされており、術後痛の解明および新規治療標的の発見が望まれ

ている（3-5）。 
	 これまで、足底を切開し足底筋に傷害を与える実験動物の術後痛モデルを用いて（6, 

7）、術部位周辺へ浸潤する炎症性細胞と経時変化について検討が行われてきた。好中球
は術後 1日をピークとして術部位周辺へと浸潤し、サイトカインやケモカインの産生を
介して術部位の感染を防ぐとともに疼痛惹起にも寄与しており（8）、ビンブラスチン硫

酸塩や抗好中球抗体を用いた好中球除去は足底切開後の機械的痛覚過敏を抑制するこ

とが報告されている（9）。また、好中球の浸潤から少し遅れて、術部位周辺にはマクロ
ファージや T 細胞の浸潤も認められ、特にマクロファージのサブセットの一種である

CD11b 陽性 Ly6G 陽性ミエロイド細胞（単球や皮膚常在性マクロファージ）が術後の
機械的痛覚過敏に大きく寄与することも報告されている（10）。 
	 このように集積した炎症性細胞は望ましくない疼痛を引き起こすものの、これらの細

胞は傷害組織の修復に不可欠である（11-13）。特に、マクロファージの創傷治癒への寄
与に関しては、マクロファージフェノタイプに着目した詳細な検討が行われている。マ

クロファージは古典的活性化による炎症性 M1 マクロファージと選択的活性化による

抗炎症性 M2 マクロファージという 2 つのフェノタイプに分類され（14）、M2 マクロ
ファージが創傷治癒には重要であると報告されている（15, 16）。一方で M1 マクロフ
ァージは炎症性サイトカイン産生を介して、傷害組織を増悪することも報告されており

（17）、近年、こうしたマクロファージの分化に、好中球との相互作用が寄与すること
も報告されている（18）。しかしながら、術後痛における、各炎症性細胞の役割や相互
作用の詳細は明らかになっていない。 

	 本研究ではマクロファージと好中球に着目し、術後痛および術後の創傷治癒における、

各炎症性細胞の役割や相互作用について明らかにした。 

  



 4 

実験方法  
 
１）使用動物 
	 実験には雄性 C57BL/6J系マウス（体重 20-25 g、6-8週齢；日本 SLC、静岡）を使

用した。全ての動物は室温が 24 ± 1 ℃、明暗周期が 12時間の室内で飼育し、餌およ
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」を遵守して行われた。 

 
２）使用薬物と薬物投与 
	 イソフルランはファイザー株式会社（Manhattan, New York, USA）より購入した。

ソムノペンチルは共立製薬株式会社（東京）より購入した。イソジンはMeiji Seikaフ
ァルマ株式会社（東京）より購入した。5%ヒビテン液は大日本住友製薬株式会社（大
阪）より購入した。コルヒチンは Sigma-Aldrich社（St Louis, Missouri, USA）より

購入し、0.75 mg/kg/dayで術前 2日前より 1日 1回腹腔内投与した。クロドロン酸お
よびコントロールリポソーム製剤は FormuMax Scientific社（Sunnyvale, California, 
USA）より購入し、術前 1時間前に 100 µL/mouseで尾静脈より単回投与した。 

 
３）術後痛モデル作製 
	 既報に従い、術後痛（postoperative pain; POP）モデルを作製した（6, 7）。イソフ

ルラン吸入麻酔下、メス（No.11、フェザー安全剃刀株式会社、大阪）を用いて、マウ
ス右足底の踵からつま先に向かい縦方向に約 5 mm表皮を切開した。切開部位から露出
した足底筋をピンセットで数秒持ち上げた後、周辺をイソジンにて消毒した。 

 
４）von Freyフィラメントテスト 
	 非侵害性機械刺激に対するアロディニアは、0.04 gの von Freyフィラメント（North 

Coast Medical, Gilroy, California, USA）を用いて測定した。穴のあいた金属板上にア
クリル製の囲い（株式会社山本製作所、東京）を置き、その中でマウスを 30分以上馴
化させた後、測定を行った。von Frey フィラメントを、フィラメントをわずかに曲が

る程度の強さで1-2秒間、マウス後肢足底切開部位周辺にあてる操作を10回繰り返し、
足を振る、舐める等の逃避行動を示す回数を計測し、反応頻度（％）を算出した。 

 
５）蛍光免疫染色法 
◯経心灌流固定および冠状切片作製 
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	 マウスをソムノペンチル麻酔下にて開胸し、0.01 M PBS（pH 7.4）を 10 mL経心灌

流することで脱血した後、4% paraformaldehyde（PFA）in 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、足底を採取し、4% PFAで 4 ℃
にて 4時間、後固定を行った。次に 30 % sucrose in 0.01 M PBSに 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（サクラファインテックジャパン株式会
社、東京）に包埋して、-80 ℃のイソペンタン（ナカライテスク株式会社、京都）によ
り各組織を凍結した。次に、ミクロトーム刃（LEICA819; Leica, Nussloch, Germany）

を装着した凍結ミクロトーム（LEICA3000; Leica）を用いて厚さ 14 µmの凍結切片を
作製し、MASコート付きスライドガラス（松浪硝子工業株式会社、大阪）に接着させ、
凍結切片を風乾後、-80 ℃で凍結保存した。 

 
◯蛍光抗体法 
	 スライドガラス上の冠状切片を PBSで 15分洗浄後、ブロッキング液（4%ヤギ血清

（Vector Laboratories, Burlingame, California, USA）を含む 0.1 % Triton-X100含有
PBS（PBS-T））を用いて、室温にて 1時間ブロッキング処理を行い、一次抗体液中で
4 ℃にて一晩反応させた。一次抗体として、rabbit polyclonal anti-Iba1 antibody 

（019-19741, 1:500; WAKO, 大阪）、rat monoclonal anti-Gr1 antibody（MAB1037, 
1:200; R&D Systems, Minneapolis, USA）を PBS-Tに希釈して用いた。PBSによる
洗浄後、遮光し、二次抗体液中で室温にて 1時間反応させた。二次抗体として、Alexa 

Fluor 488-labeled donkey anti-rabbit IgG（ 1:500; Thermo Fisher Scientific, 
Massachusetts, USA）、Alexa Fluor 594-labeled donkey anti-rat IgG（1:200; Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, Pennsylvania, USA）を PBS-Tに

希釈して用いた。PBS で洗浄後、VECTASHIELD Hard set（H-1400; Vector 
Laboratories）とカバーガラス（松浪硝子工業）を用いて封入した。乾燥後、共焦点顕
微鏡（Fluoview FV10i、オリンパス株式会社、東京）により切開部位周辺画像を取得

した。各マウスあたり 2-3枚の切片を Image J software（National Institute of Mental 
Health, Bethesda, Maryland, USA）により定量し、Gr1陽性（Gr1+）細胞数および

Iba1免疫活性強度の平均を算出した。 

 
６）リアルタイム RT-PCR法 
	 ソムノペンチル麻酔下、0.01 M PBS（pH 7.4）を 10 mL経心灌流することで脱血し

た後、両足の足底を採取し液体窒素で急速冷却した。組織は使用するまで-80 ℃で保存
し、全 RNAは NucleoSpin® RNA（U0955、タカラバイオ株式会社、滋賀）あるいは
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ISOGEN（株式会社ニッポンジーン、東京）を用いて、仕様書に基づき抽出を行った。

抽出した RNAは ReverTra Ace®（東洋紡株式会社、大阪）を用いて cDNAに逆転写
し、全 RNA 1 µg分に相当する cDNAを THUNDERBIRDTM SYBR® qPCR Mix（東
洋紡）を用いて全量 20 µL にて定量的リアルタイム RT-PCR を行った。反応は

StepOneTM real-time PCR system（Applied Biosystems, Foster City, California, 
USA）を用い、95 ℃で 10 分、その後 95 ℃で 30 秒、60 ℃で 30 秒、72 ℃で 30 秒
を 40 サイクルのプログラムで行った。解析には StepOneTM software（Applied 

Biosystems）を用いた。PCR 産物の確認は、融解曲線により行った。各 mRNA の発
現量は標準曲線法を用いて計算し、内部標準として測定した無処置マウスの各組織にお

ける mRNAとの相対的な値として算出した。用いたマウス用のプライマーは以下の通

りである（北海道システム・サイエンス株式会社、北海道）。 

IL1β (Fw: 5’-TGT AAT GAA AGA CGG CAC ACC-3’, Rv: 5’-TCT TCT TTG GGT ATT 
GCT TGG-3’), CCL2 (Fw: 5’-AAC TCT CAC TGA AGC CAG CTC T-3’, Rv: 5’-GTG 

GGG CGT TAA CTG CAT-3’), CCR2 (Fw: 5’-AGA GGT CTC GGT TGG GTT GT-3’, 
Rv: 5’-CAC TGT CTT TGA GGC TTG TTG C-3’), CD86 (Fw: 5’-TTG TGT GTG TTC 
TGG AAA CGG AG-3’, Rv: 5’-AAC TTA GAG GCT GTG TTG CTG GG-3’), Arg1 (Fw: 

5’-ACA TTG GCT TGC GAG ACG TA-3’, Rv: 5’-ATC ACC TTG CCA ATC CCC 
AG-3’), TGFβ (Fw: 5’-TGA CGT CAC TGG AGT TGT ACG G-3’, Rv: 5’-GGT TCA 
TGT CAT GGA TGG TGC-3’), FGF2 (Fw: 5’-GTC ACG GAA ATA CTC CAG TTG 

GT-3’, Rv: 5’-CCC GTT TTG GAT CCG AGT TT-3’), 18S rRNA (Fw: 5’-GCA ATT 
ATT CCC CAT GAA CG-3’, Rv: 5’-GGC CTC ACT AAA CCA TCC AA-3’). 
 
７）創傷治癒評価 
	 ソムノペンチル麻酔下、切開部位の画像を撮影し、横幅（切開方向に対し垂直）の長

さを Image J software（National Institute of Mental Health）にて測定した。 

 
８）統計解析 
	 図中の数値は平均値±標準誤差（SEM）で表記した。有意差検定は、機械的アロデ

ィニアは two-way analysis of variance（ANOVA）に続く Bonferroni’s post hoc test
を、免疫蛍光法、リアルタイム PCR、創傷治癒の評価では two-way ANOVA に続く
Bonferroni’s post hoc testを用いたが、IL1β mRNA発現解析には unpaired t testを

用い、Prism 6 software（GraphPad, La Jolla, California, USA）により解析した。危
険率 5 %未満の場合に統計学的な有意差があると判定した。  
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実験結果  
 
足底切開誘発機械的アロディニア  
	 マウス足底切開後、切開部位周辺への von Freyフィラメント（0.04 g）の触刺激に

よる反応頻度が増加し、手術 1日後および 3日後において有意に増加したが、切開して
いない反対側後肢の反応頻度に変化は認められなかった。この機械的アロディニアは、

手術 1日後が最も顕著であり、7日後には認められなくなった（図 1-1A）。足底切開部

位周辺の免疫染色より、反対側ではほとんど認められなかった Gr1陽性好中球や Iba1
陽性マクロファージの、切開部位周辺における著しい増加が認められた。Gr1陽性好中
球は、手術 1 日後をピークとして浸潤していたのに対し、Iba1 陽性マクロファージは

術後徐々に増加を示し、手術 7日後においても認められた（図 1-1B）。 

 

 
図 1-1 術後痛モデルマウスの機械的アロディニア 

(A) 足底切開はマウス右側後肢に施した。von Frey フィラメントの両足底への触刺激は術前
（pre）および手術 1、3、７日後に行い、フィラメントに対する反応頻度を測定した。n = 5. **p 
< 0.01; ***p < 0.001, vs. pre. 
(B) 足底切開処置側および反対側の手術 1、3 および７日後における、Iba1（緑）および Gr1
（赤）の免疫染色画像。スケールバーは 100 μmを表す。 
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好中球の浸潤抑制が足底切開後の機械的アロディニアに与える影響  

	 図 1-1で示された、術後痛への好中球の関与を検討するため、コルヒチン（19）を手
術 2 日前より 1 日 1 回腹腔内投与することで、好中球の浸潤を薬理学的に抑制したマ
ウスを用いて検討を行った。コルヒチンを投与したマウスでは、手術 1 日後および 3

日後で認められるGr1陽性好中球の浸潤が生理食塩水投与群に比べ有意に抑制され（図
1-2A, C）、また Iba1免疫活性の増大も手術 3日後では有意に抑制されていた（図 1-2A, 
B）。さらに、コルヒチン投与群では、手術 1 日後の機械的アロディニアが生理食塩水

投与群に比べ有意に抑制され、3 日後においても機械的アロディニアは減弱していた
（図 1-3）。 

 
マクロファージ除去が足底切開後の機械的アロディニアに与える影響  
	 次に、術後痛へのマクロファージの関与を検討するため、末梢血マクロファージを除

去したマウスを用いて術後痛モデルを作製した。末梢血マクロファージは、単核食細胞

系の貪食作用により単球/マクロファージを選択的に除去するクロドロン酸リポソーム
（20）を手術 1 時間前に尾静脈内投与することで除去した。コントロールリポソーム
製剤（vehicle）投与群とクロドロン酸投与群で術後の Gr1 陽性好中球の浸潤は同程度

に認められたが（図 1-4A, C）、vehicle群で認められた手術 1日後および 3日後におけ
る Iba1免疫活性の増大は、クロドロン酸群で有意に抑制された（図 1-4A, B）。しかし
ながら、術後の機械的アロディニアは両群間で同程度に認められた（図 1-5）。 
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図 1-2 コルヒチンが切開部位周辺の好中球およびマクロファージ浸潤に与える影響 

コルヒチン（0.75 mg/kg）あるいは生理食塩水は、手術 2日前より 1日 1回腹腔内投与した。
スケールバーは 100 μmを表す。 
(A) 手術 1、3日後の足底における Iba1（緑）および Gr1（赤）の免疫染色画像。 
(B, C) 足底切開部位周辺における Iba1 免疫活性強度（B）と Gr1 陽性細胞数（C）の定量結果。
n = 6-16. ***p < 0.001, vs. saline. 
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ィラメントによる疼痛試験を行った。n = 
13-17. *p < 0.05; ***p < 0.001, vs. pre in 
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not significant. 
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図 1-4 クロドロン酸が術後のマクロファージおよび好中球浸潤に与える影響 

クロドロン酸（100 μL/mouse）あるいはコントロールリポソーム（vehicle）は、手術 1 時
間前に尾静脈より投与した。スケールバーは 100 μmを表す。 
(A) 手術 1、3日後の足底における Iba1（緑）および Gr1（赤）の免疫染色画像。 
(B, C) 足底切開部位周辺における Iba1 免疫活性強度（B; n = 4-11）と Gr1 陽性細胞数（C; n 
= 3-8）の定量結果。*p < 0.05; ***p < 0.001, vs. vehicle. 
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図 1-5 術後の機械的アロディニアにクロ
ドロン酸が与える影響 
術前（pre）と手術 1、3 日後に von Frey
フィラメントによる疼痛試験を行った。n 
= 9-11. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 
0.001, vs. pre in each group. n.s., not 
significant. 
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好中球浸潤抑制が術後の炎症応答やマクロファージフェノタイプに与える影響  

	 コルヒチン投与により術後痛が抑制されたが、これに関して切開部位周辺の手術 1
日後の炎症応答に着目し検討を行った。リアルタイム PCRの解析より、反体側後肢で
ほとんど検出されなかった炎症性サイトカインのインターロイキン 1β（IL1β）mRNA

発現が、生理食塩水投与群では足底切開後に著しく増大し、コルヒチン投与群では有意

に抑制されていた（図 1-6A）。また、好中球やマクロファージから産生される CCL2
ケモカインや、マクロファージの遊走に関与する CCR2 ケモカイン受容体（21）の

mRNA 発現は術後有意に上昇したが、コルヒチン投与群での有意な発現上昇は認めら
れなかった（図 1-6B, C）。 
	 序論でも述べた通り、マクロファージの分化に好中球から放出されるメディエーター

が関与することが知られていることから（18）、コルヒチンにより好中球の浸潤が抑制
された術後痛モデルマウスにおいてもマクロファージの分化に影響が認められるか検

討を行った。炎症性M1マクロファージの指標である CD86、および抗炎症性M2マク

ロファージの指標であるアルギナーゼ 1（Arg1）のmRNA発現変動を解析したところ、
生理食塩水投与群で手術 1日後に認められた CD86 mRNAの有意な発現上昇は、コル
ヒチン群で有意に抑制されていた（図 1-6D）。また、生理食塩水投与群では、手術 1日

後において Arg1 mRNA 発現が有意に上昇していたが、コルヒチン投与群では有意な
発現上昇は認められなかった（図 1-6E）。 

 
術後創傷治癒にマクロファージおよび好中球が与える影響  
	 最後に、術後に浸潤する好中球やマクロファージの創傷治癒への関与について検討を

行った。足底切開部位の、切開方向に対する垂直方向への広がりを指標に治癒を評価し

たところ、コルヒチン投与により好中球浸潤を抑制したマウスでは、生理食塩水投与群

に比べ創傷治癒が遅く、手術 3日後において修復が有意に抑制されていた（図 1-7A, B）。
一方、クロドロン酸投与によりマクロファージを除去したマウスでは vehicle群と同程

度に修復が認められ、組織修復の遅延は生じなかった（図 1-7C, D）。そこで、コルヒ
チンによる好中球浸潤抑制が、組織修復に関与する線維化促進因子である TGFβ（22）
と FGF2 （23）の mRNA発現に与える影響について、リアルタイム PCRにより解析

した。手術 1 日後において生理食塩水投与群では反対側後肢に比べ処置側で TGFβ お
よび FGF2 mRNA の有意な発現上昇が認められたが、コルヒチン投与群では mRNA
発現上昇は有意に抑制されていた（図 1-8）。 
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図 1-6 コルヒチンが切開部位の炎症応答やマクロファージフェノタイプに与える影響 

コルヒチン（0.75 mg/kg）あるいは生理食塩水は、手術 2日前より 1日 1 回腹腔内投与し、
各群の足底組織は手術 1日後に採取した。IL1β（A; n = 13）、CCL2（B; n = 6-7）、CCR2（C; 
n = 6-7）、CD86（D; n = 7-8）、Arg1（E; n = 8）mRNA は定量的リアルタイム PCR によっ
て測定した。各 mRNA 発現量は 18S rRNA を基準とし、各群の反対側の発現量に対する相対
値として算出した。ただし、IL1β mRNA 発現量は反対側で検出できなかったため、生理食塩
水投与群処置側の発現量に対する相対値として算出した。*p < 0.05; **p < 0.01, vs. 
contralateral. #p < 0.05; ##p < 0.01, vs. saline. n.d., not determined. 
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図 1-7 コルヒチンおよびクロドロン酸が足底切開後の創傷治癒へ与える影響 

(A, B) コルヒチン（0.75 mg/kg）あるいは生理食塩水は、手術 2日前より 1日 1回腹腔内投
与した。足底切開 1、2 および 3 日後の足底画像を撮影し（A）、切開方向に対し垂直方向への
傷の広がりを測定した（B）。n = 8. *p < 0.05, vs. saline. 
(C, D) クロドロン酸（100 μL/mouse）あるいはコントロールリポソームは手術 1 時間前に
尾静脈内投与した。足底切開 1、2および 3日後の足底画像を撮影し（C）、 切開方向に対し垂
直方向への傷の広がりを測定した（D）。n = 3-5. 

 
 

 
 

 

 
 
 

図 1-8 コルヒチンが足底切開後の線維化促進因子の発現に与える影響 

コルヒチン（0.75 mg/kg）あるいは生理食塩水は手術 2日前より 1日 1 回腹腔内投与し、各
群の足底組織は手術 1日後に採取した。TGFβ（A）および FGF2（B）mRNA は、定量的リア
ルタイム PCR によって測定し、各mRNA発現量は 18S rRNA を基準とし、各群の反対側の発
現量に対する相対値として算出した。n = 4. *p < 0.05; **p < 0.01, vs. contralateral. #p < 0.05 
vs. saline. 
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考察  
	  
	 本研究では術後痛モデルマウスを用いて、足底切開後の機械的アロディニアおよび組

織修復へのマクロファージや好中球の関与について明らかにした。 

	 切開 1日後の足底では、単球/マクロファージ遊走因子である CCL2ケモカインが産
生され、ケモカイン受容体である CCR2 を発現するマクロファージの浸潤が促進され
るが、クロドロン酸を用いた検討より、術後に浸潤するマクロファージが術後痛形成へ

関与しないことが示唆された。CCR2 を欠損したマクロファージでは CCL2 を介した
遊走能が低下するが、CCR2欠損遺伝子改変マウスにおいても、術後の機械的アロディ
ニアが正常に形成されることが報告されており（10）、さらに、今回作製した術後痛モ

デルでは、機械的アロディニアが消失した手術 7日後においても、マクロファージの指
標である Iba1免疫活性が著しく認められたことから、術後痛にはマクロファージの寄
与が小さいことが示唆される。 

	 一方、コルヒチンによる好中球浸潤抑制は術後痛形成を有意に抑制したが、これはビ

ンブラスチン硫酸塩あるいは抗好中球抗体を用いて好中球浸潤を抑制した過去の報告

とも一致している（9）。活性化した好中球は様々な発痛物質や炎症性メディエーターを

放出することが知られており（24）、術後に切開部位へ浸潤する好中球が初期の炎症応
答や疼痛形成に重要な役割を担っていると考えられる。特に IL1βは発痛作用も有して
いることから（25）、コルヒチン投与マウスでの IL1β 産生抑制が術後痛減弱に大きく

寄与していたと考えられる。また好中球によってもたらされる炎症応答は、CCL2を介
したマクロファージの浸潤や、浸潤したマクロファージの炎症性M1フェノタイプへの
分化にも必要であることが示唆された。一方で、M1マクロファージも、IL1βや IL6、

TNFα といった炎症性メディエーターを放出することが知られており（26）、さらに、
コルヒチンはマクロファージに作用し、IL1β の細胞外への放出に影響を与えることも
報告されている（27）。そのため、今回確認された IL1β の抑制は、コルヒチンのマク

ロファージへの影響が寄与する可能性も考えられるが、上述した通り、クロドロン酸を

用いた検討より、術後痛へのマクロファージの寄与は部分的であると考えられる。特に、

今回の術後痛モデルでは、手術 1日後のマクロファージの浸潤が少なく、顕著な浸潤が

認められる 3日以降では CD86 mRNA発現上昇が消失し、M1フェノタイプが認めら
れないことも確認しており、そのためマクロファージの術後痛への関与が小さかったと

考えられる。一方で、足底筋を持ち上げることで傷害を与える今回の術後痛モデルと異

なり、さらに足底筋をメスで傷つける術後痛モデルでは、術後 1日目からもマクロファ
ージの浸潤が顕著であることを確認しており、こうした術後痛モデルでは、機械的アロ
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ディニアや熱痛覚過敏を好中球除去だけで減弱できないことも報告されている（10）。

そのため、筋肉や自由神経終末への傷害が重度で、損傷早期からマクロファージの浸潤

が顕著な場合では、好中球の浸潤抑制だけで術後痛を抑制できない可能性がある。 
	 術後痛への炎症性細胞の寄与は本研究以外にも、上記で紹介したように、これまでに

複数報告されている。しかしながら、炎症性細胞を標的とした術後痛の減弱が術後の組

織修復に与える影響について検討した報告はほとんどない。組織修復への炎症性細胞の

関与に関しては、これまで実験動物の背側に傷害を与えるモデルで検討が行われており、

主にマクロファージの関与が示唆されている（28-30）。しかしながら、クロドロン酸を
用いた今回の検討では、手術 3日後には切開した表皮の修復がコントロール群と同程度
に認められ、マクロファージ除去の影響は認められなかった。だが、表皮の修復が完了

し、術後痛が消失した 7日後においても多数のマクロファージが足底で確認されたこと、
さらに組織損傷に伴うリモデリングが長期にわたることを考慮すると（29）、持続的な
マクロファージ除去は慢性期における組織リモデリングを障害することが考えられる。 

	 一方で、コルヒチンを用いた検討から、好中球浸潤抑制により術後の線維化促進因子

（TGFβ、FGF2）の産生が抑制され、表皮組織修復に好中球が重要であることが示唆
されたが、好中球浸潤抑制に伴い、組織片の貪食に重要な役割を担うM1フェノタイプ

（26）や組織リモデリングに必要な M2 フェノタイプ（31）へのマクロファージの分
化が抑制されたことも組織修復遅延に寄与したと考えられる。しかしながら、好中球の

組織修復への関与については統一した見解は得られておらず（13, 32, 33）、術後痛と同

様に、組織損傷の程度により寄与の度合いが左右されると考えられる。 
	 以上より、術後痛にはマクロファージよりも好中球の寄与が大きく、早期に浸潤した

好中球による炎症応答は引き続き浸潤するマクロファージの分化にも重要であること、

さらに好中球は足底切開後の組織修復にも重要な役割を担っていることが明らかにな

った（図 1-9）。そのため、好中球浸潤抑制は術後痛を軽減するが、損傷組織の修復を
遅延させる恐れもあり、好中球の機能に影響を与えずに術後痛をコントロールする必要

があると考えられる。 

 
図 1-9 術後浸潤する好中球とマクロ
ファージの術後痛への影響 
術部位に早期に浸潤する好中球は、術
後痛やマクロファージの分化、創傷治
癒に重要な役割を担う。 
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第二章  
神経損傷に伴う骨髄由来炎症性細胞脊髄内浸潤における

TRPM2 の関与  
 
	 神経障害性疼痛は主に末梢神経損傷により惹起される疼痛であり、炎症性細胞と神経

の相互作用が重要な働きをすることが報告されている（34, 35）。末梢神経損傷に伴い、
マクロファージや好中球、T細胞、マスト細胞等が損傷した神経に浸潤し、さらに浸潤

部位で活性化した炎症性細胞は、痛覚惹起に寄与する炎症性メディエーターを放出し、

侵害受容性求心性神経の過敏化を引き起こす（末梢神経感作）。一方、脊髄では損傷を

受けた末梢神経からのシグナルによりミクログリアやアストロサイトが活性化し、シナ

プス亢進や脊髄後角での侵害受容応答を促進する（中枢神経感作）（36）。さらに、末梢
神経損傷に伴い、脊髄への末梢炎症性細胞の浸潤が惹起され、神経障害性疼痛に寄与す

ることも報告されているが（37-41）、この脊髄内浸潤についての詳細は明らかになって

いない。 
	 Transient receptor potential melastatin 2（TRPM2）は、活性酸素種によって開口
する非選択的カチオンチャネルの一種であり（42, 43）、単球/マクロファージ、好中球、

ミクログリアといった炎症性細胞に広く発現している（44-46）。単球/マクロファージ
に発現する TRPM2 は炎症性サイトカイン/ケモカインの産生に関与し、好中球の浸潤
を促すことで病態の増悪に寄与することや（47-49）、T細胞に発現する TRPM2が細胞

増殖や炎症性サイトカインの産生/放出に寄与することなどが報告されている（50, 51）。
このように炎症性細胞や免疫系細胞に発現する TRPM2は、様々な病態の炎症応答や免
疫応答において重要な働きをすることが示唆されている。 

	 当研究室でも、マクロファージや脊髄ミクログリアに発現する TRPM2が、末梢や中
枢での炎症応答増悪を介して神経障害性疼痛に寄与することを報告している（52）。し
かしながら TRPM2 ノックアウト（TRPM2KO）マウスを用いた検討では、末梢炎症

性細胞と脊髄ミクログリアに発現する TRPM2のそれぞれの、神経障害性疼痛における
役割について明らかにすることは難しい。そこで本研究では、野生型マウスと

TRPM2KO マウス間で骨髄移植を行うことで、末梢炎症性細胞のみで TRPM2 を欠損

する、あるいは末梢炎症性細胞のみで TRPM2 を発現する骨髄キメラマウスを作製し、
末梢炎症性細胞および中枢グリア細胞に発現する TRPM2 の神経障害性疼痛ヘの寄与
をそれぞれ検討した。 
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実験方法  
 
１）使用動物 
	 TRPM2ノックアウト（TRPM2KO）マウスは京都大学工学研究科の森泰生先生より

供与していただいた。TRPM2KO マウスはバックグラウンド系統である C57BL/6J 系
マウスに 10 世代戻し交配させた。GFP トランスジェニックマウスは C57BL/6-Tg 
(CAG-EGFP) C14-Y01-FM131Osb（C57BL/6GFP; 日本 SLC）を用いた（53）。その

他については、第一章実験方法に同じ。 

 
２）使用薬物 

	 第一章実験方法に同じ。 

 
３）神経障害性疼痛モデル作製 

	 既報に従い、坐骨神経部分結紮（partial sciatic nerve ligation; pSNL）モデルを作
製した（54, 55）。ソムノペンチル麻酔下（64.8 mg/kg）、ヒビテン液にて消毒したオペ
道具（FST, Canada）を用いて、マウス右後肢大腿上部の坐骨神経を露出し、背側の結

合組織から丁寧に剥離した。腰仙骨神経幹の坐骨神経分岐点付近の遠位側において坐骨

神経の 1/2-1/3 を眼下丸 00000 バネ夏目縫合針（株式会社夏目製作所、東京）および
9-0号バージンシルク（株式会社河野製作所、京都）で結紮した。その後、切開した皮

膚を絹製縫合糸（株式会社村瀬縫合糸、京都）で縫合し、周辺をイソジンにて消毒した。 

 
４）von Freyフィラメントテスト（up-down法） 

	 非侵害性機械刺激に対するアロディニアは、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（North Coast Medical）を用いた
up-down法に従い測定した（56, 57）。穴のあいた金属板の上にアクリル製の囲い（株

式会社山本製作所）を置き、その中でマウスを 30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 1-2秒
間、マウス後肢足底面にあてる操作を 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（56, 58）。 
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５）骨髄キメラマウスの作製 

	 ドナーマウスには、TRPM2KOとGFPトランスジェニックマウスを交配させたGFP
陽性-TRPM2+/-マウスをさらに交配させて得られた、GFP陽性 TRPM2-/-および GFP陽
性 TRPM2+/+を用いた。レシピエントマウスは移植前日の夕刻から絶食させ、移植当日

に 10 Gy のガンマ線を照射した。ドナーマウスは頸椎脱臼により安楽死させ、ヒビテ
ン液にて消毒後、大腿骨および脛骨を単離した。26G注射針（NN-2613S; テルモ株式
会社、東京）の針先を単離した骨内に刺し、2-3 mLの冷 PBSを注入して骨髄細胞を回

収した。1500 rpm で 10 分間遠心を行った後、上清を捨て、PBS で細胞濃度を 1.0×
107 cells/mL に調整し、ガンマ線照射 3-5 時間後のレシピエントマウスに 2.0×106 
cells/200 µLで尾静脈内投与した（59）。移植後、レシピエントマウスはフィルター付

きケージ内で飼育し、10日間 25 mg/Lカナマイシン（Meiji Seikaファルマ）を飲用水
で与え、移植 6週後に実験に用いた。本論中の表記に関して、C57BL/6Jレシピエント
マウスに GFP陽性 TRPM2+/+を移植したマウスを TRPM2BM+/Rec+、GFP陽性 TRPM2-/-

を移植したマウスを TRPM2BM-/Rec+、TRPM2KO レシピエントマウスに GFP 陽性
TRPM2+/+を移植したマウスを TRPM2BM+/Rec-、GFP陽性 TRPM2-/-を移植したマウスを

TRPM2BM-/Rec-と表記した。 

 
６）フローサイトメトリー解析 
	 骨髄移植 6週後の骨髄キメラマウスより末梢血 100 µLを尾静脈より採取した。採取

した末梢血に、浸透圧を 1/3にした生理食塩水 300 µLを加え 10秒間の振盪により溶
血を行った後、生理食塩水 1 mLを加えて速やかに浸透圧を戻した。その後、2000 × g
で 5分間遠心し上清を捨て、生理食塩水 1 mLにて洗浄を行い 2000 × gで 5分間遠

心を行った。上清を捨て、0.02 M ethylenediaminetetraacetic acidおよび 0.01% bovine 
serum albuminを含む PBS溶液 500 µLに懸濁させ、フローサイトメーター（Gallios, 
Beckman Coulter, Bera, California, USA）を用いて、末梢血に含まれる GFP陽性骨

髄由来細胞の純度を測定した。ネガティブコントロールには C57BL/6J由来末梢血を、
ポジティブコントロールには GFPトランスジェニッックマウス由来末梢血を用いた。 
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７）蛍光免疫染色法 

◯経心灌流固定および冠状切片作製 
	 後肢大腿骨上部の坐骨神経および L3-5腰髄を摘出し、第一章実験方法と同じく切片
を作製した。 

 
◯蛍光抗体法 
	 一次抗体として、rabbit polyclonal anti-Iba1 antibody（019-19741, 1:500; WAKO）

を、二次抗体として、Alexa Fluor 594-labeled donkey anti-rabbit IgG（1:500; Thermo 
Fisher Scientific）を用いた。各マウスあたり 2-3枚の切片（坐骨神経：200 µm × 200 
µm、脊髄後角：300 µm × 200 µm）を Image J software（National Institute of Mental 

Health）により定量し、Iba1 陽性細胞数および GFP 陽性細胞数を定量した。その他
については、第一章実験方法に同じ。 

 
８）統計解析 
	 図中の数値は平均値±標準誤差（SEM）で表記した。有意差検定は、機械的アロデ
ィニア測定には Kruskal-Wallis testに続く Dunn’s post hot testを、Iba1陽性細胞数

と GFP陽性細胞数は one-way analysis of variance（ANOVA）に続く Tukey-Kramer 
post hoc testを用いて、Prism 5 software（GraphPad）により解析した。危険率 5 %
未満の場合に統計学的な有意差があると判定した。  
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実験結果  
 
WT/TRPM2KO 骨髄キメラマウスの作製とフローサイトメトリー解析  
	 末梢炎症性細胞に発現する TRPM2の神経障害性疼痛への関与を検討するため、ガン

マ線照射した野生型あるいは TRPM2KO レシピエントマウスに、野生型あるいは

TRPM2KOドナーマウス由来 GFP陽性骨髄由来細胞を移植し、TRPM2を正常に発現
する骨髄キメラマウス（TRPM2BM+/Rec+）、末梢炎症性細胞でのみ TRPM2 を欠損した

骨髄キメラマウス（TRPM2BM-/Rec+）、末梢炎症性細胞でのみ TRPM2を発現した骨髄キ
メラマウス（TRPM2BM+/Rec-）、全身で TRPM2 を欠損した骨髄キメラマウス
（TRPM2BM-/Rec-）の 4 種類を作製した。フローサイトメトリーより、骨髄移植 6 週後

において、骨髄キメラマウスにおける血液中の骨髄由来細胞は、90%以上が GFP 陽性
細胞に置換されていた（図 2-1）。 

図 2-1 骨髄キメラマウスにおける血中 GFP 陽性細胞のフローサイトメトリー解析 

各ヒストグラムは野生型マウス（A; GFP 陰性コントロール）、GFP 遺伝子改変マウス（B; GFP
陽性コントロール）、TRPM2BM+/Rec+（C）、TRPM2BM-/Rec+（D）、TRPM2BM+/Rec-（E）、TRPM2BM-/Rec-

（F）の血液中における GFP 陽性細胞の割合を表す。実験に使用した骨髄キメラマウスでは、
90%以上の骨髄由来細胞が置換されることを確認した。 
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骨髄キメラマウスにおける神経障害性疼痛  

	 各骨髄キメラマウスで坐骨神経部分結紮モデル（pSNL）を作製したところ、
TRPM2BM+/Rec+マウスでは神経損傷後、処置側後肢の機械刺激に対する 50%逃避行動閾
値が低下し、神経損傷 3、７、14日後において有意な低下が認められた。一方、TRPM2

を欠損した各骨髄キメラマウス（TRPM2BM-/Rec+、TRPM2BM+/Rec-、TRPM2BM-/Rec-）で

は、神経損傷後の機械的アロディニアが減弱した。TRPM2BM-/Rec+マウスでは、神経損

傷 3日後において、神経損傷前に比べ 50%逃避行動閾値の有意な低下が認められたが、

神経損傷 7 および 14 日後には有意な低下は認められなかった。また TRPM2BM+/Rec-マ

ウスおよび TRPM2BM-/Rec-マウスでは、神経損傷前と比べ 50%逃避行動閾値の有意な低
下も認められず、TRPM2BM+/Rec+マウスに比べ、TRPM2BM+/Rec-マウスでは神経損傷 3

および 7 日後の機械的アロディニアが有意に減弱し、TRPM2BM-/Rec-マウスでは神経損

傷 3日後の機械的アロディニアが有意に減弱していた（図 2-2A）。また、反対側の後肢
への機械刺激に対する 50%逃避行動閾値には、各骨髄キメラマウスにおいて有意な変

化は認められなかった（図 2-2B）。 

 
図 2-2 WT/TRPM2KO骨髄キメラマウスでの末梢神経損傷後の機械的アロディニア 

(A, B) 神経結紮前（day 0）および神経結紮 3、7、14 日後において、各骨髄キメラマウス
（TRPM2BM+/Rec+、TRPM2BM-/Rec+、TRPM2BM+/Rec-、TRPM2BM-/Rec-）の神経結紮側（A）および反
対側（B）後肢の、機械刺激に対する 50%逃避行動閾値を von Frey フィラメントを用いて測
定した。n = 5-7. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, vs. TRPM2BM+/Rec+. #p < 0.05; ##p < 0.01, 
vs. data of corresponding BM chimeric mice on day 0. 
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神経損傷後の坐骨神経への Iba1 陽性および GFP 陽性細胞の浸潤  

	 GFP陽性骨髄キメラマウスでは、神経損傷 3から 14日後にかけて GFP陽性細胞が
浸潤することが確認されているが、ここでは各骨髄キメラマウスにおける、神経損傷

14日後の坐骨神経への GFP陽性細胞の浸潤について検討を行った。まず神経損傷を与

えていない反対側の坐骨神経への浸潤を検討したところ、各骨髄キメラマウスとも、わ

ずかに Iba1 陽性細胞や GFP 陽性細胞が認められたが、有意な差は認められなかった
（図 2-3A, B、表 2-1）。一方、坐骨神経結紮部位周辺では Iba1陽性細胞や GFP陽性細

胞の著しい浸潤が認められ（図 2-3A, B）、50-65%の GFP陽性細胞は Iba1陽性細胞で
あることが明らかになった。GFP陽性細胞数は TRPM2BM-/Rec+や TRPM2BM+/Rec-で増加

傾向であったが、Iba1陽性細胞や GFP陽性細胞数に有意な差は認められず、さらに各

骨髄キメラマウス間で Iba1陰性/GFP陽性細胞、Iba1陽性/GFP陽性細胞、Iba1陽性
/GFP陰性細胞数に有意な差は認められなかった。また、Iba1陽性/GFP陰性細胞は全
ての骨髄キメラマウスで、その割合が非常に少ないことが明らかになった（表 2-1）。 

Ipsilateral sciatic nerve at 14 days after pSNL 

 TRPM2BM+/Rec+ TRPM2BM-/Rec+ TRPM2BM+/Rec- TRPM2BM-/Rec- 

Total cells 24.7 ± 7.3 25.0 ± 0.6 32.0 ± 4.6 20.6 ± 3.0 

Iba1+ cells 18.7 ± 7.3 15.7 ± 3.7 17.0 ± 6.1 11.2 ± 3.6 

GFP+ cells 18.7 ± 4.3 23.3 ± 1.8 32.0 ± 4.6 19.6 ± 2.8 

Iba1-/GFP+ cells 6.0 ± 2.0 9.3 ± 3.7 15.0 ± 2.5 9.4 ± 2.7 

Iba1+/GFP- cells 6.0 ± 3.2 1.7 ± 1.7 0 1.0 ± 1.0 

Iba1+/GFP+ cells 12.7 ± 4.1 14.0 ± 2.0 17.0 ± 6.1 10.2 ± 3.3 

Contralateral sciatic nerve at 14 days after pSNL 

 TRPM2BM+/Rec+ TRPM2BM-/Rec+ TRPM2BM+/Rec- TRPM2BM-/Rec- 

Total cells 3.7 ± 0.7 4.3 ± 1.3 3.0 ± 0.6 3.4 ± 0.8 

Iba1+ cells 0.7 ± 0.3 1.3 ± 0.6 1.0 ± 0.6 1.2 ± 0.6 

GFP+ cells 3.3 ± 0.9 4.0 ± 1.5 3.0 ± 0.6 3.2 ± 0.7 

Iba1-/GFP+ cells 3.0 ± 0.6 3.0 ± 1.2 2.0 ± 0.6 2.2 ± 0.9 

Iba1+/GFP- cells 0.3 ± 0.3 0.3 ± 0.3 0 0.2 ± 0.2 

Iba1+/GFP+ cells 0.3 ± 0.3 1.0 ± 0.6 1.0 ± 0.6 1.0 ± 0.5 

表 2-1 神経損傷 14日後の坐骨神経における Iba1 陽性および GFP 陽性細胞数 

神経損傷 14 日後の坐骨神経における各細胞数を測定した。n = 3-5. 
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図 2-3 各骨髄キメラマウスの損傷坐骨神経への GFP 陽性骨髄由来細胞浸潤 

(A, B) 神経損傷14日後の各骨髄キメラマウスの坐骨神経へ浸潤したGFP陽性細胞および Iba1
陽性細胞を、GFP 蛍光（緑）および抗 Iba1 抗体を用いた免疫染色（赤）により可視化し（A）、
各細胞を定量した（B）。n = 3-5. スケールバーは 50 μmを表す。 
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神経損傷後の脊髄後角における Iba1 陽性および GFP 陽性細胞の浸潤  

	 次に脊髄後角における GFP陽性細胞の浸潤について検討を行った。神経損傷に伴う
骨髄由来細胞の浸潤はこれまでに報告されているが（39）、今回作製した骨髄キメラマ
ウスでも神経損傷 14日後において、損傷側の脊髄後角で Iba1陽性細胞および GFP陽

性細胞が著しく上昇しており、50-95%の GFP陽性細胞が Iba1陽性細胞であることが
明らかになった（図 2-4A, B）。さらに、Iba1陽性細胞や GFP陽性細胞は TRPM2BM+/Rec+

に比べ、TRPM2 を欠損した各骨髄キメラマウス（TRPM2BM-/Rec+、TRPM2BM+/Rec-、

TRPM2BM-/Rec-）において有意ではないものの減少しており、Iba1 陽性/GFP 陽性細胞
の数は有意に減少していた。しかし、Iba1 陽性/GFP 陰性細胞や Iba1 陰性/GFP 陽性
細胞には各骨髄キメラマウス間で有意な差は認められなかった（図 2-4B, C、表 2-2）。

反対側の脊髄後角では、いずれの骨髄キメラマウスにおいても上述の細胞種はほとんど

認められず、各骨髄キメラマウス間での差も認められなかった（図 2-4B, C、表 2-2）。 

 

表 2-2 神経損傷 14日後の脊髄後角における Iba1 陽性および GFP 陽性細胞数 

神経損傷 14 日後の脊髄後角における各細胞数を測定した。n = 3-6. 

Contralateral spinal dorsal horn at 14 days after pSNL 

 TRPM2BM+/Rec+ TRPM2BM-/Rec+ TRPM2BM+/Rec- TRPM2BM-/Rec- 

Total cells 3.7 ± 0.7 4.0 ± 2.0 5.0 ± 0.4 5.2 ± 1.7 

Iba1+ cells 3.0 ± 0.0 3.3 ± 1.9 3.6 ± 0.9 3.8 ± 1.4 

GFP+ cells 1.0 ± 1.0 1.0 ± 0.6 2.6 ± 0.2 2.0 ± 0.8 

Iba1-/GFP+ cells 0.7 ± 0.7 0.7 ± 0.3 1.4 ± 0.5 1.3 ± 0.5 

Iba1+/GFP- cells 2.7 ± 0.3 3.0 ± 2.1 2.4 ± 0.6 3.2 ± 1.1 

Iba1+/GFP+ cells 0.3 ± 0.3 0.3 ± 0.3 1.2 ± 0.6 0.7 ± 0.5 

Ipsilateral spinal dorsal horn at 14 days after pSNL 

 TRPM2BM+/Rec+ TRPM2BM-/Rec+ TRPM2BM+/Rec- TRPM2BM-/Rec- 

Total cells 41.0 ± 4.6 25.0 ± 10.1 24.3 ± 1.5 23.8 ± 5.8 

Iba1+ cells 39.0 ± 3.6 20.0 ± 7.9 20.0 ± 2.0 20.2 ± 5.7 

GFP+ cells 32.7 ± 5.5 15.0 ± 10.0 19.4 ± 3.2 13.3 ± 2.6 

Iba1-/GFP+ cells 2.0 ± 1.0 5.0 ± 5.0 4.2 ± 1.8 3.7 ± 1.1 

Iba1+/GFP- cells 8.3 ± 1.8 10.0 ± 5.5 4.8 ± 2.6 10.5 ± 3.7 

Iba1+/GFP+ cells 30.7 ± 4.6 10.0 ± 5.5* 15.2 ± 2.3* 9.7 ± 2.7** 
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図 2-4 各骨髄キメラマウスの脊髄後角への GFP 陽性骨髄由来細胞浸潤 

(A-C) 神経損傷 14 日後の各骨髄キメラマウスの脊髄における GFP 陽性細胞および Iba1 陽性
細胞を、GFP 蛍光（緑）および抗 Iba1 抗体を用いた免疫染色（赤）により可視化し（A, B）、
各細胞を定量した（C）。n = 3-6. スケールバーは 200 μm（A）および 100 μm（B）を表
す。  
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考察  
 
	 野生型マウスと TRPM2KOマウスより作製した骨髄キメラマウスを用いて、本研究
より末梢炎症性細胞や脊髄ミクログリアに発現する TRPM2が、神経損傷後のマクロフ

ァージの脊髄内浸潤に関与し神経障害性疼痛に寄与することを明らかにした。 
	 これまで TRPM2KOマウスにおいて神経障害性疼痛が減弱することを確認しており、
神経損傷早期の坐骨神経への好中球の浸潤抑制および脊髄ミクログリアの活性化が抑

制されることを明らかにしている（52）。好中球の坐骨神経への浸潤には、マクロファ
ージの TRPM2を介した、好中球の強力な遊走因子である CXCL2ケモカイン（60）の
産生が寄与することを確認しているが、好中球の浸潤は神経損傷 1日後という非常に早

期においてのみ認められる。一方で、Iba1 を指標とした脊髄ミクログリアの活性化抑
制は、神経損傷 3 から 14 日後という長期にわたり TRPM2KO マウスで認められ、
TRPM2 欠損による長期にわたる脊髄ミクログリア活性化抑制が神経障害性疼痛の形

成に大きく寄与していたと考えられる。この仮説は脊髄ミクログリアで TRPM2を欠損
したTRPM2BM+/Rec-マウスで神経損傷に伴う機械的アロディニアが減弱していた結果と

一致する。しかしながら、脊髄ミクログリアで TRPM2を発現する TRPM2BM-/Rec+マウ

スでも機械的アロディニアが減弱していたことから、マクロファージ等の骨髄由来末梢

炎症性細胞に発現する TRPM2も神経障害性疼痛の維持に寄与することが示唆される。 
	 今回作製した骨髄キメラマウスでは、神経損傷 14 日後の坐骨神経で多数の GFP 陽

性細胞が浸潤し、半数以上が Iba1陽性マクロファージであったが、TRPM2BM-/Rec+マウ

スにおいて、Iba1陽性/GFP陽性マクロファージをはじめとする GFP陽性細胞の数に
TRPM2BM+/Rec+マウスとの差が認められなかったことから、マクロファージ等の骨髄由

来細胞の遊走能に TRPM2が関与していないことが示唆された。しかしながら、マクロ
ファージに発現する TRPM2 が炎症性サイトカインの発現に関与することも報告され
ており（49）、TRPM2BM-/Rec+ではマクロファージによる末梢神経感作が TRPM2BM+/Rec+

に比べ減弱していた可能性が考えられる。 
	 一方で、神経損傷 14 日後の脊髄後角において、TRPM2 を欠損した全ての骨髄キメ
ラマウスで Iba1陽性細胞が減少傾向であることが認められたが、常在性脊髄ミクログ

リアを示す Iba1 陽性/GFP 陰性細胞の数には、各 TRPM2 欠損骨髄キメラマウスで差
は認められず、Iba1陽性/GFP陽性マクロファージの浸潤のみが有意に抑制されていた。
GFP 陽性骨髄キメラマウスを用いた検討から、神経損傷 7 日以降から骨髄由来細胞の

脊髄内浸潤が認められることを確認しており、また TRPM2KOマウスを用いた以前の
検討では、神経損傷に伴う初期のミクログリア活性化に TRPM2が関与することを明ら
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かにしたが（52）、今回の結果は、少なくとも神経損傷 14 日後の常在性脊髄ミクログ

リア増殖への TRPM2の関与は小さく、損傷後期の脊髄で増加した Iba1陽性細胞のほ
とんどが脊髄内浸潤したマクロファージであることを示唆している。脊髄内に浸潤した

マクロファージはミクログリア様に分化することが報告されており（39）、また TRPM2

欠損骨髄キメラマウスでは神経障害性疼痛が減弱していたことから、脊髄内浸潤したマ

クロファージは常在性脊髄ミクログリアとともに神経障害性疼痛の形成や維持に寄与

することも示唆される。 

	 神経損傷に伴う末梢炎症性細胞の脊髄内浸潤はこれまでにも報告されており（37-41）、
血液脊髄関門の破綻が関与すると示唆されている（61, 62）。血液脊髄関門は脊髄と末
梢血管の間に形成される、物理的および生化学的なバリアーであるが、末梢神経損傷に

伴う脊髄内炎症応答は血液脊髄関門を破綻させ、脊髄内への炎症性メディエーターや末

梢炎症性細胞の浸潤を促すこととなる。この脊髄内浸潤に TRPM2がどのように関与す
るかを明らかにできなかったが、TRPM2BM+/Rec-では、TRPM2 を介した常在性脊髄ミ

クログリア活性化抑制が、神経損傷に伴う脊髄内微小環境の変化を抑え、血液脊髄関門

の破綻や末梢炎症性細胞の脊髄内浸潤を抑制したと考えられる。しかしながら、血液脊

髄関門の破綻は脊髄ミクログリアの活性化に非依存的であるとの報告もあり（61）、ま

た脊髄ミクログリアで TRPM2を発現する TRPM2BM-/Rec+マウスでも脊髄内浸潤が抑制

されたことから、脊髄内浸潤の詳細なメカニズム解明にはさらなる検討が必要である。 
	 さらに、骨髄キメラマウス作製時のガンマ線の照射により、血液脳関門の破綻（63）

や単球/マクロファージ遊走因子である CCL2ケモカインの産生増大（64）、血管拡張作
用を有する PGE2の COX2を介した産生増大などが報告されており（65）、ガンマ線非
照射の動物に比べ、脊髄内浸潤が生じやすくなることが懸念されている。もちろん、ガ

ンマ線非照射の動物においても神経損傷に伴う血液脊髄関門の破綻や骨髄由来細胞の

脊髄内浸潤が報告されているが（38, 40, 41, 61）、骨髄キメラマウス作製時の適切なガ
ンマ線照射についての検討も必要になると考えられる。 

	 本研究より、末梢炎症性細胞あるいは脊髄ミクログリア等で TRPM2を欠損した各骨
髄キメラマウスで、TRPM2BM-/Rec-マウスと同様に、神経障害性疼痛が抑制されること

を明らかにした。TRPM2 を欠損した各骨髄キメラマウスでは、神経損傷 14 日後にお

ける脊髄後角への骨髄由来細胞、特にマクロファージの浸潤が抑制されており、脊髄ミ

クログリアや末梢炎性症細胞に発現する TRPM2が、末梢神経損傷に伴う骨髄由来細胞
の脊髄内浸潤に重要な役割を担うことが示唆される。また、マクロファージの脊髄内浸

潤が常在性脊髄ミクログリア活性化よりも遅れて認められることから、脊髄内浸潤した

マクロファージが神経障害性疼痛の慢性化に寄与することが示唆される。  
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第三章  
マウス系統間の神経障害性疼痛感受性差における  

炎症性細胞の関与  
 
	 神経損傷により麻痺や感覚異常、重度の機械的アロディニアを伴う神経障害性疼痛が

惹起され（66）、約 7%の神経障害性疼痛患者は既存の薬が奏効しない難治性疼痛へと
進行する（67）。これまでに複数の慢性疼痛動物モデルが作製され、神経障害性疼痛の

形成や維持のメカニズムについて検討が行われているが（35）、末梢や中枢における自
然免疫機構と神経系の相互作用を理解することが、神経障害性疼痛の複雑な機構を解明

するにあたって重要になると考えられる(34, 68)。神経損傷に伴い、マクロファージや

T細胞、好中球等の末梢炎症性細胞が活性化し、ケモカインやサイトカイン、ニューロ
トロフィンを放出するが、これにより神経系と免疫系の相互連関が促され、末梢神経感

作が惹起される（34, 69）。脊髄後角では、損傷を受けた一次感覚神経からの持続的な

痛みシグナルにより、ミクログリアやアストロサイトといった脊髄グリア細胞の活性化

が惹起され、細胞外シグナル分子の放出を介して、脊髄神経における神経興奮性や痛み

伝達に影響を与える（70-74）。このように、末梢や中枢の免疫系に着目した検討から、

神経障害性疼痛病態形成に重要な役割を果たす、いくつかの免疫因子が明らかになって

いるが（74, 75）、時間的（早期あるいは後期）および空間的（末梢あるいは中枢）な
免疫応答の神経障害性疼痛形成への寄与については充分に解明されていない。 

	 一方、ある種の病態の臨床的特徴には少なからず個人差が認められており、異なる遺

伝的背景を有する近交系マウスを用いた検討から、遺伝的変異による免疫応答の違いは

病態の多様性に影響することが示唆されている。例えばハプロタイプに基づいた遺伝的

解析により、MHCハプロタイプの T細胞活性化への影響は、呼吸器多核体ウイルス感
染症（RSウイルス感染症）の後遺症や（76）、薬剤による接触性皮膚炎（77）、自己免
疫疾患（78, 79）等の感受性の重要な決定因子であることが報告されている。しかしな

がら、これまでの痛み研究は遺伝的に均一な単一のマウス系統のみを用いて行われてお

り、疾患の重症度や進行度の個人差という臨床的特徴を説明するには不十分であったと

考えられる。そのため、ストレイン特異的な疼痛フェノタイプを、免疫応答の時間空間

的な観点から検討することは、遺伝的多様性に基づく神経障害性疼痛の個人差の理解を

深めるために有用であると考えられる。 
	 そこで本研究では、異なる遺伝的背景を有する 4 系統の近交系マウス（C57BL/6J、

C3H/He、DBA/2、A/J）を用い、神経障害性疼痛感受性差のメカニズムついて、末梢
および中枢における経時的な免疫応答の変化に着目し検討を行った。  
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実験方法  
 
１）使用動物 
	 実験には雄性 C57BL/6J系、C3H/He系、DBA/2系および A/J系マウス（体重 20-25 

g、6-8週齢；日本 SLC）を使用した。その他については、第二章実験方法に同じ。 

 
２）使用薬物 

	 LPSおよびATPは Sigma-Aldrich社より購入した。IL6はBioLegend社（San Diego, 
California, USA）より購入した。CX3CL1 は R&D Systems 社（Minneapolis, 
Minnesota, USA）より購入した。その他については、第二章実験方法に同じ。 

 
３）神経障害性疼痛モデル作製 
◯坐骨神経部分結紮モデル 

	 第二章実験方法に同じ。 

 
◯脊髄神経切断モデル 

	 既報に従い、脊髄神経切断（spinal nerve transection; SNT）モデルを作製した（80, 
81）。ソムノペンチル麻酔下（64.8 mg/kg）、ヒビテン液にて消毒したオペ道具（FST）
を用いて、マウス背部皮膚を切開し、L4 腰髄由来脊髄神経を露出後、マイクロ剪刀

（MB-51-7、株式会社夏目製作所）にて神経を切断した。その後、切開した皮膚を絹製
縫合糸（株式会社村瀬縫合糸）で縫合し、周辺をイソジンにて消毒した。 

 
４）疼痛様行動の評価 
◯von Freyフィラメントテスト（up-down法） 
	 刺激強度の異なる 7本の von Freyフィラメント（North Coast Medical; 0.02, 0.04, 

0.07, 0.16, 0.4, 1.0, 2.0 g）を用い、第二章実験方法に同じく測定を行った。 

 
◯Hot plateテスト 

	 熱性侵害刺激に対する受容閾値の測定は、hot plate（UGO BASILE, Milan, Italy）
を用いて行った。常温の hot plate 上にアクリル製の観察筒を置き、マウスを 15 分馴
化させホームケージへと戻した。その後 hot plateを 52 ℃あるいは 55 ℃に保ち、再

度マウスを観察筒に入れ、lifting、licking、biting あるいは jumping 行動を呈するま
での時間を測定した。後肢の火傷による傷害を防ぐため、cut off timeは 25秒とした。 
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◯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 12~15 秒で逃避行動を示すよ

うに光線の強度を設定した。マウス足底に光線を照射し逃避行動を呈するまでの時間を

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 25秒とした。 

 
５）骨髄キメラマウスの作製 
	 ドナーマウスおよびレシピエントマウスには 6週齢の雄性 C57BL/6GFP、C57BL/6J、

C3H/Heを用い、レシピエントマウスには 8 Gyあるいは 10 Gyのガンマ線を照射した。
その他については、第二章実験方法に同じ。本論中の表記に関して、C57BL/6Jレシピ
エントマウスに C57BL/6J を移植したマウスを C57BL/6JC57BL/6J-BM、C3H/He を移植

し た マ ウ ス を C57BL/6JC3H/He-BM 、 C57BL/6GFP を 移 植 し た マ ウ ス を

C57BL/6JC57BL/6GFP-BM、C3H/Heレシピエントマウスに C57BL/6Jを移植したマウスを
C3H/HeC57BL/6J-BM、C3H/Heを移植したマウスを C3H/HeC3H/He-BM、C57BL/6GFPを移

植したマウスを C3H/HeC57BL/6GFP-BM、C57BL/6GFP に C3H/He を移植したマウスを
C57BL/6GFPC3H/He-BMと表記した。 

 
６）フローサイトメトリー解析 
	 フローサイトメーター（BD FACSAriaTM II, Becton, Dickinson and Company, 
Franklin Lakes, New Jersey, USA）を用いて、末梢血に含まれる GFP陽性骨髄由来

細胞の純度を測定した。ネガティブコントロールには C57BL/6J あるいは C3H/He 由
来末梢血を、ポジティブコントロールには C57BL/6GFP由来末梢血を用いた。解析に
は FACSDivaTM software（Becton, Dickinson and Company）を用いた。その他につ

いては、第二章実験方法に同じ。 

 
７）蛍光免疫染色法 

◯経心灌流固定および冠状切片作製 
	 後肢大腿骨上部の坐骨神経、L4 腰髄由来後根神経節（DRG）および、L3-5 腰髄周
辺を摘出し、第一章実験方法に同じく切片を作製した。 
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◯蛍光抗体法 

	 一次抗体として、rabbit polyclonal anti-Iba1 antibody (019-19741, 1:500; WAKO)、
rat monoclonal anti-CD206 antibody （ MCA2235A488, 1:400; AbD Serotec, 
Kidlington, UK）、mouse monoclonal anti-TLR4 antibody（ab22048, 1:100; abcam, 

Cambridge, UK）、rabbit polyclonal anti-glial fibrally acidic protein（GFAP）antibody
（Z0334, 1:500; Dako, Denmark）を用い、二次抗体として、Alexa Fluor 594-, 488- or 
405-labeled donkey anti-rabbit IgG（1:500; Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, 

USA ）、 Alexa Fluor 594-labeled donkey anti-rat IgG （ 1:400; Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, Inc.）、Alexa Fluor 594-labeled donkey anti-mouse 
IgG（1:200; Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.）を用いた。各マウスあた

り 2-3枚の切片を Image J software（National Institute of Mental Health）により定
量し、各指標の免疫活性強度と陽性細胞数を定量した。その他については、第一章実験

方法に同じ。 

 
８）リアルタイム RT-PCR法 
	 培養細胞、L4 腰髄由来 DRG および L3-L5 腰髄から、第一章実験方法に同じく全

RNAの回収、および定量的リアルタイム PCRを行った。用いたマウス用のプライマー
は以下の通りである（北海道システム・サイエンス株式会社）。 

IL1β (Fw: 5’-TCC AGG ATG AGG ACA TGA GCA C-3’, Rv: 5’-GAA CGT CAC ACA 

CCA GCA GGT TA-3’), CX3CL1 (Fw: 5’-GCG ACA AGA TGA CCT CAC GA-3’, Rv: 
5’- TGT CGT CTC CAG GAC AAT GG-3’), IL6 (Fw: 5’-GGG ACT GAT GCT GGT 
GAC AA-3’, Rv: 5’- TGC CAT TGC ACA ACT CTT TTC T-3’), IL1R1 (Fw: 5’-GTC 

ATT CTT GTG CAC GCC AG-3’, Rv: 5’- AAC TGC CTC CTC AAG TCA GC-3’), 
CX3CR1 (Fw: 5’- GCG ACA AGA TGA CCT CAC GA-3’, Rv: 5’- TGT CGT CTC CAG 
GAC AAT GG-3’), IL6Rα (Fw: 5’- CTT GGA TAG CAG AGC CCA GGA-3’, Rv: 5’- 

CGT ACT GAT CCT CGT GGT TGG-3’), CCL2 (Fw: 5’-AAC TCT CAC TGA AGC 
CAG CTC T-3’, Rv: 5’-GTG GGG CGT TAA CTG CAT-3’), TNFα (Fw: 5’-TAG CCC 
ACG TCG TAG CAA AC-3’, Rv: 5’-ACA AGG TAC AAC CCA TCG GC-3’), 18S rRNA 

(Fw: 5’-GCA ATT ATT CCC CAT GAA CG-3’, Rv: 5’-GGC CTC ACT AAA CCA TCC 
AA-3’). 
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９）ミクログリア初代培養 

	 培養ミクログリアは C57BL/6Jあるいは C3H/Heマウス新生仔（P0-2 day）の全脳
より単離培養した（82）。氷冷麻酔を行ったマウス新生仔より全脳を摘出し、0.25% 
trypsin 及び 0.1 mg/mL bovine pancreatic DNaseI（Sigma-Aldrich）を含有する

Dulbecco’s modified Eagle medium（DMEM, D5796, Sigma-Aldrich）を用いて、15
分間 37 ℃で処理を施した。1700 rpmで 10分遠心後、培養液は 10%非働化ウシ血清
（ FBS, JRH Biosciences）、 5 µg/mL インスリン（ Sigma-Alcrich）、 1 % 

antibiotic-antimycotic solution（ナカライテスク）を含む DMEM培地に再懸濁し、75 
cm2の培養フラスコ（Thermo Fisher Scientific）に播種し、37 ℃、5 % CO2インキュ

ベーターで培養した。2日後に培地を交換した後、以降 3-4日毎に培地を交換した。2-3

週間後、培養フラスコを 150 rpmで 90分振盪後、上清を回収しペトリ皿（#351029, BD 
Falcon）に播種し、数時間のプレインキュベーションの後、各種薬物を処置した。 

 
１０）脊髄くも膜下腔内（i.t.）投与 
	 マウス背部皮膚を切開し、L3と L4の棘突起を露出させた。27G注射針（NN-2725R、
テルモ）を先端に付けたカテーテル（Intramedic® Cray Adams® PE10, Becton, 

Dickinson and Company）をハミルトンシリンジ（Hamilton 1710 LT, Hamilton 
Company, Nevada, USA）に装着し、L3と L4の棘突起中間の椎間関節に脊髄を傷つ
けないように挿入し、薬物を 4あるいは 5 µL/mouseで投与した。 

 
１１）統計解析 
	 図中の数値は平均値±標準誤差（SEM）で表記した。有意差検定は、無処置 C57BL/6J

および C3H/He 間での機械刺激や熱刺激感受性の検討、および骨髄キメラマウスのア
ロディニア測定には Student’s t-test を、それ以外は two-way analysis of variance
（ANOVA）に続く Bonferroni’s post hot testを用いて、Prism 6 software（GraphPad）

により解析した。危険率 5 %未満の場合に統計学的な有意差があると判定した。 
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実験結果  
 
C3H/He マウスにおける神経障害性疼痛の低感受性  
	 4系統の近交系マウスにおける神経障害性疼痛感受性の違いを検討するため、坐骨神

経部分結紮モデル（pSNL）を作製し、処置側後肢の機械的アロディニアを測定した。
C57BL/6Jおよび A/Jマウスでは 4週間にわたる持続的な神経障害性疼痛が惹起され、
C3H/He マウスでは C57BL/6J や A/J マウスと比べると神経障害性疼痛は低感受性で

あった。DBA/2マウスでは損傷 7日後までは C57BL/6Jや A/Jマウスと類似の機械的
アロディニアを示したが、14日以降においては C57BL/6Jと C3H/Heマウスの中間程
度の機械的アロディニアであった。また、反対側の触刺激に対する逃避行動閾値にマウ

スストレイン間における有意な差は認められなかった（図 3-1A）。この結果に基づき、
C57BL/6Jおよび C3H/Heマウスをそれぞれ、神経障害性疼痛高感受性あるいは低感受
性マウスとした。次に、無処置 C57BL/6Jおよび C3H/Heマウスの触刺激（von Frey フ

ィラメント）や熱刺激（放射熱およびホットプレート）に対する応答性について検討を

行ったが、各刺激に対する応答性に両系統間で有意な差は認められなかった（図 3-1B）。 

図 3-1 マウス系統間における神経障害性疼痛感受性差 

(A) 各マウス系統の機械的アロディニアは von Frey フィラメントで測定した。n = 7. ***p < 
0.001, vs. C57BL/6J on day 0. #p < 0.05; ##p < 0.01, vs. C57BL/6J. 
(B) C57BL/6J と C3H/He マウスの正常時の機械刺激に対する 50%逃避行動閾値を von Frey
フィラメントにより（n = 14）、熱刺激に対する反応潜時を Hargreaves テスト（n = 6）とホ
ットプレートテスト（n = 7-8）により測定した。 
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神経損傷に伴う C3H/He 特異的な DRG マクロファージの M2 フェノタイプ  

	 C57BL/6J と C3H/He マウス間における神経障害性疼痛感受性差を明らかにするた
め、遺伝的相違による末梢および中枢免疫系の違いに着目し、L4 腰髄由来 DRG およ
び L4腰髄周辺の脊髄を、マクロファージやグリア細胞の指標を用いて免疫染色を行っ

た。ミクログリアおよび末梢マクロファージの指標である Iba1免疫活性強度は神経損
傷側の DRGにおいて、神経損傷 3から 14日にかけて上昇しており、神経損傷 7日後
には有意な免疫活性の増大が認められた。この Iba1免疫活性は両系統間で同程度に認

められた（図 3-2A, B）。また、同一 DRG切片において、Iba1標識された細胞が、抗
炎症性 M2 マクロファージの指標である CD206 免疫活性を示すことも明らかになり、
特に神経損傷 3から 7日後にかけて免疫活性の有意な上昇が認められたが、C57BL/6J

に比べ C3H/He マウスでは CD206 免疫活性が有意に強いことが明らかになった（図
3-2C, D）。末梢神経損傷 3日後の DRGでは、炎症性M1マクロファージの指標である
TLR4 の免疫活性も、Iba1 標識された細胞で有意に上昇することが確認されたが、

C57BL/6Jと C3H/Heマウス間で免疫活性に有意な差は認められなかった（図 3-2E, F）。 
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図 3-2 神経損傷に伴うストレイン特異的なDRGマクロファージフェノタイプ 

(A-D) 神経損傷後の DRG における Iba1（A; 緑）および CD206（C; 赤）の免疫染色画像と各
染色画像における免疫活性強度の定量結果（B; Iba1、D; CD206）。免疫活性強度は反対側の
DRG を基準とし、神経損傷前（day 0）の C57BL/6J の免疫活性強度に対する相対値として算
出した。n = 4-10. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, vs. data of corresponding strains on 
day 0. ###p < 0.001, vs. C57BL/6J. IR, immunoreactivity. スケールバーは 100 μmを表
す。 
(E, F) 神経損傷 3日後の DRG における Iba1（緑）および TLR4（赤）の免疫染色画像（E）と
各染色画像における免疫活性強度の定量結果（F）。免疫活性強度は C57BL/6J の反対側を基準
とした相対値として算出した。n = 3. *p < 0.05; **p < 0.01, vs. contralateral side of 
C57BL/6J. N.S., not significant. IR, immunoreactivity. スケールバーは 100 μmを表す。 
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神経損傷後の C3H/He における脊髄ミクログリアの低活性化  

	 続いて、神経損傷後の中枢神経感作に非常に重要である脊髄免疫応答について

C57BL/6J と C3H/He マウス間で比較検討を行った。C57BL/6J および C3H/He 両系
統において、神経損傷 3 から 14 日後にかけて Iba1 を指標としたミクログリア活性化

が認められ、神経損傷 7日後に最も顕著であることが確認されたが、神経損傷 7および
14日後の Iba1免疫活性は、C3H/Heでは C57BL/6Jマウスに比べ有意に弱いことが明
らかになった（図 3-3A, B）。一方で、損傷側の脊髄後角において、GFAP を指標とし

たアストロサイトの活性化も、神経損傷 7および 14日後に認められたが、GFAP免疫
活性は両系統間で同程度であった（図 3-3C, D）。 

図 3-3 神経損傷に伴うストレイン特異的な脊髄グリア細胞活性 

(A-D) 神経損傷後の脊髄後角における Iba1（A; 緑）および GFAP（C; シアン）の免疫染色画
像と各染色画像における免疫活性強度の定量結果（B; Iba1, n = 3-6、D; GFAP, n = 3-4）。免
疫活性強度は反対側の脊髄後角を基準とし、神経損傷前（day 0）の C57BL/6J の免疫活性強
度に対する相対値として算出した。*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, vs. data of 
corresponding strains on day 0. #p < 0.05; ###p < 0.001, vs. C57BL/6J. IR, 
immunoreactivity. スケールバーは 100 μmを表す。 
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神経損傷に伴うミクログリア活性化因子の DRG および脊髄での発現変動  
	 脊髄ミクログリア応答性の違いのメカニズムを明らかにするため、ミクログリア活性

化に関連する DRG神経由来炎症性メディエーターの、神経損傷後の発現変動の違いに

ついて、C57BL/6J と C3H/He マウス間で比較を行った。リアルタイム PCR による
mRNA の定量的解析により、神経損傷 7 日後の DRG において C57BL/6J では炎症性
サイトカイン（IL1β、IL6）やフラクタルカイン（CX3CL1）の発現量が無処置 C57BL/6J

マウス由来 DRG に比べ有意に上昇することが明らかになったが、神経損傷後の

C3H/He由来DRGではこれら炎症性メディエーターの有意な発現上昇は認められなか
った（図 3-4A, B, C）。一方で、神経損傷 7日後の脊髄における、上記炎症性メディエ

ーターの受容体 mRNA 発現変動についても検討を行ったところ、C57BL/6J 由来脊髄
では IL6Rα（IL6受容体）と CX3CR1（CX3CL1受容体）mRNAが有意に増加したの
に対し（図 3-4E, F）、C3H/He由来脊髄では CX3CR1 mRNAのみ有意な発現上昇が認

められた（図 3-4E）。また IL1R1（IL1β受容体）mRNAは両系統で各無処置マウス由
来脊髄に比べ、有意な発現変動は認められないことが確認された（図 3-4D）。 

図 3-4 神経損傷後の DRGおよび脊髄におけるmRNA発現変動 

(A-F) 定量的リアルタイム PCR による、神経損傷 7日後の DRG における IL1β（A）、CX3CL1
（B）、IL6（C）mRNA の発現変動、および脊髄における IL1R1（D）、CX3CR1（E）、IL6Rα
（F）mRNA の発現変動解析（A-C; n = 3-4、D-F; n = 7-8）。各mRNA発現量は 18S rRNA
を基準とし、各ストレインの無処置マウス由来の DRG あるいは脊髄における発現量に対する相
対値として算出した。*p < 0.05; **p < 0.01, vs. data of corresponding naïve strains. 
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C3H/He 由来ミクログリアの CX3CL1 に対する低感受性  

	 次に疼痛関連因子に対するミクログリアの応答性について、C57BL/6J と C3H/He
マウス由来培養ミクログリアを用いて比較を行った。ただし、新生仔マウスの脊髄から

は、初代培養を確立するのに充分な数のミクログリアを採取することが非常に困難であ

るため、ここでは新生仔マウスの全脳よりミクログリアを採取し初代培養を行った。ミ

クログリアの活性化因子である LPS（100 ng/mL、12時間）、ATP（1 mM、2時間）
および IL6（30 ng/mL、2時間）処置は、両系統由来培養ミクログリアにおいて、炎症

性メディエーターである IL1βや CCL2、TNFαの mRNA発現量を、vehicle処置群に
比べ同程度に有意に増加させた。（ただし ATP処置は、どちらの系統由来ミクログリア
においても IL1β mRNA発現の有意な上昇は確認されなかった。）（図 3-5A, B, C）これ

らの結果は、両系統由来のミクログリアが正常に機能することを示すと考えられる。同

様に、CX3CL1処置（100 ng/mL、2時間）によっても、IL1β、CCL2および TNFα mRNA
の有意な発現上昇が両系統由来のミクログリアで認められたが、C3H/He由来ミクログ

リアでは各メディエーターの発現上昇の程度が、C57BL/6J由来ミクログリアに比べ有
意に低下していることが明らかになった（図 3-5D）。 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
図 3-5 炎症性メディエーターに対するミクログリア応答性の違い 

(A-D) C57BL/6J あるいは C3H/He 新生仔マウス全脳由来培養ミクログリアに、LPS（100 
ng/mL、12 時間）、ATP（1 mM、2時間）、IL6（30 ng/mL、2 時間）、CX3CL1（100 ng/mL、
2 時間）を処置し、IL1β、CCL2、TNFα mRNA 発現を定量的リアルタイム PCR により解析
した。各 mRNA 発現量は 18S rRNA を基準とし、各群の vehicle に対する相対値として算出
した。n = 3. #p < 0.05; ##p < 0.01, vs. C57BL/6J. 
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C3H/He における CX3CL1 誘発機械的アロディニア  

	 上記検討結果を踏まえ、CX3CL1 の髄腔内投与によって誘発される機械的アロディ
ニアについて検討を行った。C57BL/6Jマウスでは、CX3CL1髄腔内投与（100 ng/5 µL）
2時間後において、機械的アロディニアおよび脊髄ミクログリアの活性化が引き起こさ

れた。しかしながら、C3H/He マウスでは CX3CL1 髄腔投与による機械的アロディニ
アが認められず（図 3-6A）、ミクログリア活性化も C57BL/6Jに比べ有意に弱いことが
明らかになった（図 3-6B）。この結果は、ミクログリア初代培養を用いた検討と相関す

ると考えられる。一方、ミクログリア初代培養で同程度の応答性が認められた IL6（1 
pmol/5 µL）を髄腔内投与したところ、両系統で同程度の機械的アロディニアが認めら
れた（図 3-6C）。脊髄ミクログリアの活性化は顕著でなかったものの、こちらに関して

も両系統間で Iba1免疫活性は同程度に認められた（図 3-6D）。 

図 3-6 CX3CL1 および IL6 髄腔内投与誘発アロディニアとミクログリア活性化 

(A, C) CX3CL1（100 ng/5 μL）あるいは IL6（1 pmol/5 μL）髄腔内投与後の機械的アロ
ディニアを von Frey フィラメントにより測定した。A; n =3-5, C; n = 6-9, *p < 0.05; **p < 
0.01; ***p < 0.001, vs. data of corresponding strains on 0 h or 0 day. i.t., intrathecal. 
(B, D) 脊髄後角における Iba1（赤）の免疫染色画像と Iba1免疫活性強度の定量結果。B; n = 3-7, 
D; n = 3-7, *p < 0.05, vs. C57BL/6J. N.S., not significant. IR, immunoreactivity. i.t., 
intrathecal. スケールバーは 100 μmを表す。 
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骨髄移植の至適ガンマ線量検討  

	 神経障害性疼痛形成における免疫応答の時空間的寄与についてさらなる検討を行う

ため、神経障害性疼痛高感受性の C57BL/6J と低感受性の C3H/He マウス間で骨髄キ
メラマウスを作製した。近年、骨髄キメラマウスの作製時のガンマ線照射が、血液脊髄

関門の破綻を引き起こし、脊髄への血液由来細胞の血管外漏出が生じることが報告され

ている（83）。そこでまず、神経損傷後に血液由来細胞の脊髄内浸潤が生じずかつ骨髄
細胞が適切に置換される、至適ガンマ線照射量について検討を行うべく、C57BL/6Jマ

ウスをレシピエントマウスとして 8 Gy あるいは 10 Gy のガンマ線を照射し、
C57BL/6GFP マウス由来骨髄由来細胞を移植した骨髄キメラマウスを作製した。フロ
ーサイトメトリー解析より、8 Gyあるいは 10 Gyを照射したどちらの骨髄キメラマウ

スも、骨髄移植 6週間後には血液由来細胞の 90%以上が GFP陽性細胞に置換されてお
り、骨随移植が成功したことが確認された（図 3-7A）。そこで、これらの骨髄キメラマ
ウスの脊髄神経切断モデル（SNT）を作製し、神経損傷後に脊髄内に浸潤する GFP陽

性骨髄由来細胞の浸潤について検討を行った。神経損傷 7日後の損傷側の脊髄後角にお
いて、10 Gyを照射した骨髄キメラマウスでは GFP陽性細胞の著しい浸潤が認められ
たのに対し、8 Gyを照射した骨髄キメラマウスでは GFP陽性細胞の浸潤はほとんど認

められなかった（図 3-7B）。この結果より、8 Gy のガンマ線照射が、レシピエントマ
ウスの骨髄由来細胞を適切に置換でき、かつ神経損傷に伴う骨髄由来細胞の浸潤が生じ

ない至適照射量となることを確認した。 

 
C57BL/6J と C3H/He 間の骨髄キメラマウス作製  
	 C57BL/6JあるいはC3H/Heをレシピエントマウスとし、8 Gyのガンマ線を照射後、

C57BL/6GFP 由来の GFP 陽性骨髄由来細胞を移植した各キメラマウス

（C57BL/6JC57BL/6GFP-BM、C3H/HeC57BL/6GFP-BM）では、骨髄移植 6週間後において、血
液由来細胞のうち90%以上がGFP陽性細胞に置換されていることを確認した（図3-8D, 

E）。逆に、C57BL/6GFP あるいは C3H/He をレシピエントマウスとし、8 Gy のガン
マ線を照射後、C3H/He 由来の GFP 陰性骨髄由来細胞を移植した各キメラマウス
（C57BL/6GFPC3H/He-BM、C3H/HeC3H/He-BM）においては、骨髄移植 6週間後において、

血液由来細胞のうち 90%以上が GFP 陰性細胞に置換されていることを確認した（図
3-8F, G）。これらの検討より、マウス系統の異なる骨髄移植であっても、8 Gyのガン
マ線照射により適切に骨髄移植が行えることを確認できた。 
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図 3-7 ガンマ線照射が GFP 陽性骨髄由来細胞の脊髄内浸潤に与える影響 

(A) 各ヒストグラムはフローサイトメトリー解析結果であり、C57BL/6J、C57BL/6GFP、
C57BL/6JC57BL/6GFP-BM (8 Gy)、C57BL/6JC57BL/6GFP-BM (10 Gy)の血液中における GFP 陽性細胞の
割合を表す（赤は GFP 陰性細胞、緑は GFP 陽性細胞を表す）。 
(B) 神経損傷 7日後の脊髄後角での GFP 蛍光画像と GFP 陽性細胞の定量結果。n = 4. ***p < 
0.001, vs. C57BL/6JC57BL/6GFP-BM (8 Gy). スケールバーは 100 μmを表す。 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
図 3-8 骨髄キメラマウスにおける血中 GFP 陽性細胞のフローサイトメトリー解析 

(A-G) 各ヒストグラムはフローサイトメトリー解析結果であり、C57BL/6J（A）、C3H/He（B）、
C57BL/6GFP（C）、C57BL/6JC57BL/6GFP-BM（D）、C3H/HeC57BL/6GFP-BM（E）、C57BL/6GFPC3H/He-BM

（F）、C3H/HeC3H/He-BM（G）の血液中における GFP 陽性細胞の割合を表す（赤は GFP 陰性細胞、
緑は GFP 陽性細胞を表す）。 
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DRG マクロファージのフェノタイプが神経障害性疼痛形成に与える影響  

	 ここでは、C57BL/6Jあるいは C3H/Heをレシピエントマウスとし、C57BL/6Jある
いは C3H/Heをドナーマウスとした 4種類の骨髄キメラマウス（C57BL/6JC57BL/6J-BM、

C57BL/6JC3H/He-BM、C3H/HeC57BL/6J-BM、C3H/HeC3H/He-BM）を用いて検討を行っている。 

	 まず、C57BL/6J をレシピエントとした両骨髄キメラマウス（C57BL/6JC57BL/6J-BM、

C57BL/6JC3H/He-BM）において、神経損傷 3から 14日後において神経損傷側の後肢で機
械的アロディニアが認められた。しかしながら、神経損傷 3 日後において、

C57BL/6JC3H/He-BMでは C57BL/6JC57BL/6J-BMマウスに比べ、機械的アロディニアが有意

に減弱しており、反対側では各キメラマウス間で有意な差は認められなかった（図

3-9A）。図 3-2Bの検討結果を踏まえ、神経損傷側の DRGの免疫染色を行ったところ、

C57BL/6JC3H/He-BM では C57BL/6JC57BL/6J-BM マウスに比べ、Iba1 標識細胞における
CD206 免疫活性が神経損傷 3 日後において有意に増大していることが明らかになった
（図 3-9B）。一方で、Iba1 を指標とした損傷側脊髄後角におけるミクログリア活性化

は、神経損傷 3および 14日後において、両系統間で同程度に上昇することが確認され
た（図 3-9C, D）。これらの結果は、C3H/He 骨髄由来細胞による末梢免疫系応答が、
C57BL/6JC3H/He-BM マウスでの神経障害性疼痛形成の遅延に関与し、脊髄ミクログリア

が末梢免疫系応答とは非依存的に活性化することを示唆する。 
	 反対に、C3H/He をレシピエントとした両骨髄キメラマウス（C3H/HeC57BL/6J-BM、

C3H/HeC3H/He-BM）では、神経損傷 3 日後において、 C3H/HeC57BL/6J-BM では

C3H/HeC3H/He-BMマウスに比べ、機械的アロディニアが有意に増悪していたが、損傷 7
および 14 日後では有意な差は認められなかった（図 3-10A）。さらに、神経損傷 3 日
後の DRGにおいて、C3H/HeC57BL/6J-BMでは Iba1標識細胞における CD206免疫活性が

C3H/HeC3H/He-BMに比べ有意に弱いことが明らかになり（図 3-10B）、神経損傷 3および
14 日後において脊髄ミクログリアの活性化増大の程度に両キメラマウス間で有意な差
が認められないことが確認された（図 3-10C, D）。 
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図 3-9 C3H/He 由来 DRGマクロファージが神経障害性疼痛形成に与える影響 

(A) 各骨髄キメラマウス（C57BL/6JC57BL/6J-BM、C57BL/6JC3H/He-BM）における神経損傷後の機械
的アロディニアは von Frey フィラメントにより測定した。n = 6-10. *p < 0.05, vs. 
C57BL/6JC57BL/6J-BM on day 3. 
(B) 神経損傷 3日後の DRG における Iba1（緑）および CD206（赤）の免疫染色画像と免疫活
性強度の定量結果。免疫活性強度は各キメラマウス反対側の DRG を基準とし、
C57BL/6JC57BL/6J-BM の免疫活性強度に対する相対値として算出した。n = 4-7. *p < 0.05, vs. 
C57BL/6JC57BL/6J-BM. IR, immunoreactivity. スケールバーは 100 μmを表す。 
(C, D) 神経損傷 3 日後（C）および 14 日後（D）の脊髄後角における Iba1（赤）の免疫染色
画像と免疫活性強度の定量結果（C; n = 4-7, D; n = 6-9）。免疫活性強度は C57BL/6JC57BL/6J-BM

の反対側脊髄後角の免疫活性強度に対する相対値として算出した。 N.S., not significant. IR, 
immunoreactivity. スケールバーは 100 μmを表す。 
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図 3-10 C57BL/6J 由来 DRGマクロファージが神経障害性疼痛形成に与える影響 

(A) 各骨髄キメラマウス（C3H/HeC3H/He-BM、C3H/HeC57BL/6J-BM）における神経損傷後の機械的ア
ロディニアは von Frey フィラメントにより測定した。n = 7-9. *p < 0.05, vs. C3H/HeC3H/He-BM 
on day 3. 
(B) 神経損傷 3日後の DRG における Iba1（緑）および CD206（赤）の免疫染色画像と免疫活
性強度の定量結果。免疫活性強度は各キメラマウス反対側の DRG を基準とし、C3H/HeC3H/He-BM

の免疫活性強度に対する相対値として算出した。n = 5-7. ***p < 0.001, vs. C3H/HeC3H/He-BM. IR, 
immunoreactivity. スケールバーは 100 μmを表す。 
(C, D) 神経損傷 3 日後（C）および 14 日後（D）の脊髄後角における Iba1（赤）の免疫染色
画像と免疫活性強度の定量結果（C; n = 5-6, D; n = 7-9）。免疫活性強度は C3H/HeC3H/He-BMの
反対側脊髄後角の免疫活性強度に対する相対値として算出した。 N.S., not significant. IR, 
immunoreactivity.スケールバーは 100 μmを表す。 
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考察  
	  
	 本研究より、神経損傷に伴う DRGマクロファージのフェノタイプやミクログリア応
答性の違いが C57BL/6J と C3H/He マウスにおける神経障害性疼痛感受性差に影響を

与えており、それぞれ神経障害性疼痛の形成および維持に寄与することが示唆された。 
	 疾患の重症度や進行度といった神経障害性疼痛の臨床的特徴は、一人ひとり大きく異

なっており（84, 85）、遺伝的変異による免疫応答の違いが関与していると考えられて

いる。一方で、近年報告された近交系マウスの全ゲノム解析の結果より、一塩基多型や

挿入欠失といったストレイン特異的な遺伝的変異が一万以上存在することが明らかに

なった（86）。さらにストレイン間の遺伝的変異が、疼痛制御における、下降性セロト

ニン抑制系や ATP受容体である P2X7受容体の機能、オピオイド鎮痛薬の感受性に影
響を与えることが報告されている（87, 88, 89）。そのため、特定の遺伝子改変マウスや
遺伝子欠損マウスを用いる代わりに、遺伝的背景の異なる複数の近交系マウスを用いて、

免疫応答の観点から神経障害性疼痛を比較することは、一人ひとり異なる神経障害性疼

痛感受性の多様性を理解するために重要であると考えられる。本研究では最初に、4系
統の近交系マウス（C57BL/6J、C3H/He、DBA/2、A/J）の坐骨神経部分結紮モデルを

作製し、神経障害性疼痛に高感受性あるいは低感受性を示すマウス系統を検討し、スト

レイン特異的な神経障害性疼痛感受性差について明らかにした。神経損傷後、4系統の
なかで C57BL/6J マウスが 4 週間にわたる最も重度の機械的アロディニアを示したの

に対し、C3H/Heマウスは神経障害性疼痛に対し最も低感受性を示した。これら 2系統
のマウス間には、正常時における触刺激や熱刺激に対する反応性に有意な差は認められ

なかったことから、神経障害性疼痛感受性差は両系統における生得的な機械刺激や熱刺

激に対する反応性の違いに基づくものではないと考えられる。 
	 数々の過去の報告により、遺伝的変異によってもたらされる免疫応答のフェノタイプ

が、様々な疾患の臨床的特徴に非常に大きな影響を与えることが示唆されており（77-79, 

90, 91）、本研究でも、神経障害性疼痛感受性が異なるマウス系統間で DRGマクロファ
ージフェノタイプや脊髄ミクログリア応答性が異なることが明らかになった。 
	 神経損傷後の DRG における Iba1 陽性細胞では、M2 マクロファージの指標である

CD206 の免疫活性が増強していたが、C3H/He では C57BL/6J マウスに比べ、損傷 3
および 7 日後において CD206 免疫活性が有意に強いことが明らかになった。一方、
M1 マクロファージの指標である TLR4 の免疫活性増大は両系統間で同程度であった。

DRG マクロファージは循環血液中の単球由来であり、微小環境シグナルに応答した局
所的な増殖により維持され（34）、TLRリガンドや IFNγ刺激により炎症型M1フェノ
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タイプ、あるいは IL4や IL13刺激により抗炎症性M2フェノタイプに成熟する（92, 93）。

一般的に、中枢神経系への痛み伝達の感作は神経損傷後の DRGにおける、炎症性およ
び抗炎症性マクロファージの複雑なバランスによって制御されると考えられている。例

えば、IL6 や TNFαといった炎症性メディエーターによって誘導された M1 マクロフ

ァージの DRGへの集積は、一次感覚神経を介して末梢から中枢神経系への痛み伝達を
促進し（34）、反対に、DRG や神経損傷部位に集積する M2 マクロファージは、抗炎
症性サイトカインである IL10や IL4、あるいはMet-エンケファリンやダイノルフィン

A、β エンドルフィンなどの内在性オピオイドを放出することで、炎症を抑制し疼痛を
減弱すると考えられている（34, 94, 95）。これらの報告を踏まえると、神経損傷に伴う
C3H/Heの DRGにおける抗炎症性M2マクロファージが、末梢から脊髄への侵害性入

力の抑制に寄与したと考えられる。 
	 一方で、ミクログリアやアストロサイトなどの脊髄グリア細胞が、難治性神経障害性

疼痛に関与する侵害受容性シグナルの伝達や中枢神経感作に重要な役割を担うことも

知られている（74, 96）。本研究でも、C57BL/6J マウスの神経損傷側の脊髄後角にお
いて、損傷 14日後にかけて脊髄ミクログリアの活性化が認められたが、C3H/Heでは
C57BL/6Jマウスに比べミクログリアの活性化が弱いことが明らかになった。しかしな

がら、ミクログリアと同じく、神経損傷に伴う脊髄での中枢神経感作に重要な役割を担

うアストロサイトに関しては、神経損傷後に活性化の有意な増大は認められたものの、

両マウス系統間で有意な差は認められなかった。IL6 や IL1β、CX3C クラスのケモカ

インである CX3CL1は神経損傷後の DRGにおいて発現が上昇し、DRG神経脊髄終末
から放出され、それぞれの受容体である IL6Rαや IL1R1、CX3CR1を介して脊髄ミク
ログリアを活性化することが知られている（74, 97-99）。今回の検討においても、神経

損傷 7 日後の C57BL/6J では、DRG における IL6 や IL1β、CX3CL1、また脊髄にお
ける IL6Rαや CX3CR1の発現上昇を確認している。一方で、C3H/Heでは神経損傷に
伴う、DRGでの炎症性メディエーターや脊髄での IL6Rαの有意な発現上昇は認められ

ず、これらの結果は、C3H/He における神経-ミクログリア相互連関が C57BL/6J マウ
スに比べ減弱していることを示すと考えられ、この現象は、マウス全脳由来のミクログ

リア初代培養を用いた in vitro検討からも示唆されている。ミクログリアへの CX3CL1

処置による、IL1β、CCL2、TNFα の発現上昇の程度は C57BL/6J 由来のミクログリ
アに比べ C3H/He 由来のミクログリアでは有意に弱いことが示された。さらに、
CX3CL1髄腔内投与 2時間後には、C57BL/6Jマウスでは機械的アロディニアおよび脊

髄ミクログリアの活性化が惹起されることを示したが、C3H/Heでは機械的アロディニ
アや脊髄ミクログリアの活性化は認められず、ミクログリア初代培養における検討結果
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と相関することが示唆された。これらの結果より、神経障害性疼痛への異なる感受性は、

ストレイン間の免疫系フェノタイプの違いによるものだと考えることができる（図

3-11）。しかしながら、両系統間の膨大な遺伝子変異の中から（86）、今回の検討で認め
られた神経損傷に伴う免疫応答性の違いを引き起こす、遺伝的決定因子を明らかにする

ことはできなかった。 

 
図 3-11 マウス系統間の末梢と中枢
における免疫応答の違い 
神経損傷後 C57BL/6J に比べ、
C3H/He では DRG マクロファージ
が抗炎症性フェノタイプを示し、脊
髄ミクログリア活性化が弱いことが
確認された。 
 

	 最後に、ストレイン間の末梢および中枢の免疫応答フェノタイプが神経障害性疼痛形

成に与える影響について、C57BL/6Jと C3H/Heマウス間での骨髄移植により、4種類
の骨髄キメラマウスを作製し検討を行った。本検討では、ガンマ線照射による血液脊髄

関門の破綻や血液由来細胞の脊髄内浸潤を抑制するため、レシピエントマウスには 8 
Gyのガンマ線を照射した。C57BL/6JC3H/He-BMマウスでは C57BL/6JC57BL/6J-BMに比べ、

神経損傷後の DRGマクロファージの抗炎症性フェノタイプ（CD206/Iba1免疫活性）

が強く、C3H/Heマウスの神経損傷モデルで認められた DRGマクロファージのフェノ
タイプと同じ傾向を示すことが確認された。一方で、神経損傷後の脊髄後角におけるミ

クログリアの活性化は両骨髄キメラマウス間で同じ程度に認められた。これらの結果は、

神経障害性疼痛低感受性C3H/Heドナー由来DRGマクロファージと神経障害性疼痛高
感受性 C57BL/6Jレシピエント由来ミクログリアが、神経損傷後の C57BL/6JC3H/He-BM

マウスにおいて、それぞれ非依存的な免疫応答を示すことを示唆する。また

C57BL/6JC3H/He-BMマウスでは、C57BL/6JC57BL/6J-BMに比べ神経損傷 3 日後においての
み、機械的アロディニアが減弱しており、7日以降には両キメラマウス間で有意な差は
認められなかった。反対に、神経障害性疼痛高感受性 C57BL/6Jドナー由来骨髄細胞を

移植した C3H/HeC57BL/6J-BMマウスでは、C3H/HeC3H/He-BMマウスに比べ、神経損傷 3日
後において機械的アロディニアが有意に増悪しており、また DRGマクロファージの抗
炎症性フェノタイプが有意に減弱していたが、この結果は C57BL/6Jをレシピエントと

したキメラマウスの検討と相関している。この骨髄キメラマウスを用いた一連の検討か

ら、ストレイン依存的なマクロファージフェノタイプは、神経障害性疼痛の初期の形成
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に寄与するものの、神経障害性疼痛の慢性化にはほとんど影響しないことが示唆された。 

	 一方で、これまでの研究より、脊髄ミクログリアを含むグリア細胞が脊髄可塑性や神

経系の適応応答に伴う疼痛の維持に重要な働きをすることが明らかになっている（74, 
100-102）。今回の骨髄キメラマウスを用いた検討からも、C57BL/6JC3H/He-BMマウスの

神経損傷 7日以降の機械刺激に対する逃避行動閾値は、C57BL/6JC57BL/6J-BMマウスと同

程度であることが確認されており、さらに、免疫染色より神経損傷 14日後まで持続す
る脊髄ミクログリアの活性化が確認されている。以上の結果をまとめると、ストレイン

特異的な脊髄ミクログリアのフェノタイプは、神経障害性疼痛の形成よりも疼痛の慢性

化により寄与すると考えられる。 
	 本研究より、今回使用した 4系統の近交系マウスのうち神経障害性疼痛への感受性は

C3H/Heマウスが最も低く、C57BL/6Jマウスが最も高いことが明らかになった。また、
C3H/He マウスにおけるストレイン特異的な神経障害性疼痛低感受性に、DRG の抗炎
症性M2マクロファージ、DRGにおける炎症性因子の低産生性、および CX3CL1に対

する低応答性によって特徴づけられる、脊髄ミクログリア-感覚神経間の相互連関の減
弱が寄与することを初めて明らかにした。さらに、C3H/Heと C57BL/6Jマウス間の骨
髄移植により作製した骨髄キメラマウスの一連の検討より、ストレイン依存的な DRG

マクロファージおよび脊髄ミクログリアのフェノタイプがそれぞれ、神経障害性疼痛の

形成および疼痛の慢性化に関与することが明らかになった（図 3-12）。こうした免疫応
答の違いをもたらすメカニズムの解明にはさらなる検討が必要ではあるものの、今回の

結果は、神経障害性疼痛の個人差に関する理解を深め、神経障害性疼痛の病態における

免疫系の時間空間的な役割についての新たな発見となった。 

 
図 3-12 末梢と中枢における免
疫応答が神経障害性疼痛に与え
る影響 
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総括および結論  
 
	 本研究では、マウス足底切開による術後痛モデルおよび坐骨神経部分結紮による神経

障害性疼痛モデルを用いて、各病態の疼痛形成における末梢および中枢の炎症性細胞の

時空間的役割について検討を行い、以下の新知見を得た。 

 
	 第一章では、術後痛モデルを用いた検討より、術後痛には術部位周辺に早期より浸潤

する好中球の寄与が大きいことが明らかになった。また、好中球の早期浸潤に伴う炎症

応答は、引き続き浸潤するマクロファージの分化に関与しており、さらに好中球が組織

修復にも重要な役割を担うことが明らかになった。 

 
	 第二章では、野生型と TRPM2ノックアウトマウス間の骨髄移植により作製した骨髄
キメラマウスを用いて、脊髄ミクログリアや末梢炎症性細胞に発現する TRPM2がそれ

ぞれ、神経障害性疼痛に寄与することが明らかにした。また、今回用いた骨髄キメラマ

ウスでは、常在性の脊髄ミクログリア活性化よりやや遅れて GFP陽性細胞の脊髄内浸
潤が認められ、TRPM2を欠損した各骨髄キメラマウスでは Iba1陽性/GFP陽性マクロ

ファージの浸潤が有意に抑制されていたことから、神経損傷後の末梢炎症性細胞の脊髄

内浸潤には TRPM2が関与し、また脊髄内浸潤した末梢炎症性細胞が神経障害性疼痛の
慢性化に寄与することが明らかになった。 

 
	 第三章では、複数のマウス系統を用いて神経障害性疼痛の検討を行い、神経障害性疼

痛に対し C3H/Heが C57BL/6Jマウスに比べ低感受性を示すこと、さらに DRGや脊髄

における免疫応答性の違いが神経障害性疼痛感受性差に寄与することを明らかにした。

また、C57BL/6Jと C3H/Heマウス間の骨髄移植により作製した骨髄キメラマウスを用
いて、DRG マクロファージは神経障害性疼痛早期の形成に寄与すること、また慢性期

の感受性には脊髄ミクログリア応答性の違いが寄与することを明らかにした。 

 
	 以上、著者は、術後痛および神経障害性疼痛形成に関与する各炎症性細胞の時空間的

な役割として、損傷早期の疼痛の惹起には損傷部位や DRGに浸潤する炎症性細胞が寄
与するが、損傷組織の修復にも関与することを明らかにした。また、脊髄内グリア細胞

の活性化や、引き続き脊髄内浸潤する末梢炎症性細胞が痛みの慢性化に関与することを

明らかにし、治療標的となる TRPM2の役割と細胞種を同定した。これらの知見は、臨
床上問題となる術後痛や神経障害性疼痛の創薬に繋がることが期待される。  
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