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緒言 

 

痛みは大きく分類すると急性痛と慢性痛に区分され、有害刺激や炎症による急性痛は臨

床では抗炎症剤やオピオイドによって対処される。一方、難治性の慢性痛として、神経障害

性疼痛や線維筋痛症（fibromyalgia：FM）などが挙げられる。これら慢性痛は非ステロイド

性抗炎症薬（non-steroidal anti-inflammatory drugs：NSAIDs）、オピオイド、手術など、古

典的で一般的に使用されている鎮痛薬レジメンに反応しない難治性の疾患も多い。現在は

抗てんかん薬や抗うつ薬により治療が行われているが[1,2]、根本的な治療薬ではなく、対

症療法の域にとどまっている。また、有効性や副作用の観点からも満足のいく治療はなされ

ていないのが現状であり[3,4]、その発症メカニズム及び治療薬の開発が強く求められてい

る。 

私 の 所 属 す る 研 究 グ ル ー プ は 、 生 理 活 性 脂 質 で あ る リ ゾ ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸

（lysophosphatidic acid：LPA）が LPA 受容体 type 1（LPAR1）を介したシグナルを介し、

多くの慢性疼痛疾患において関与することを明らかにしてきた[5-8]。LPA は細胞膜に存在

するホスファチジルコリン（phosphatidyl choline：PC）がホスホリパーゼ A2（phospholipase 

A2 ：PLA2）により分解されることでリゾホスファチジルコリン（lysophosphatidyl choline：

LPC）となり、さらに LPC がオートタキシン（autotaxin：ATX）により分解されることで

LPA となる。これまでの研究から神経障害性疼痛モデルや FM モデルにおいて LPAR1 欠損

（LPAR1-KO）マウスでは疼痛反応が抑制されることを明らかにしてきており[9,10]、痛み

における LPA シグナルの制御は慢性疼痛に対する新規治療薬のターゲットの候補となる可

能性があると考えられる。しかし、病態時における LPA 合成機構の制御が慢性疼痛疾患に

どのような影響を及ぼすかについては明らかとなっていない。そこで私は病態特異的な

LPA 合成に関わる酵素群に着目し検討を行った。 

第一章ではマウス神経障害性疼痛モデルを使用し検討を行った。神経障害性疼痛におい

て、これまで 3 種に分類される PLA₂のうち細胞内酵素であるカルシウム依存型酵素である

cPLA₂（cytosolic PLA2）とカルシウム非依存型酵素である iPLA₂（calcium-independent PLA2）

の関与は明らかとなっている。そこで、新たに細胞外分泌型酵素である sPLA₂（secretory 

PLA2）と疼痛との関与の検討を行ったところ、sPLA2-Ⅲが疼痛に関与することを明らかに

した。また、sPLA2-Ⅲ阻害薬の探索を行い、sPLA2-Ⅲ阻害薬は治療効果を示すことを明ら

かにした。 

第二章では FM モデルである断続的精神的ストレス（intermittent psychological stress：

IPS）モデルを使用し、LPA 合成酵素の関与の検討を行った。その結果、IPS モデルの脳内

で sPLA₂-Ⅲおよびミクログリアが疼痛に関与することを明らかにした。 

これらは慢性疼痛における LPA 合成酵素の役割の一端を明らかにし、難治性の慢性疼痛

における治療薬の開発のための新たな標的となる可能性が考えられる。 

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、本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

AAV  adeno-associated virus 

aCSF  Artificial cerebrospinal fluid 

AS-ODN  antisense oligodeoxynucleotide 

ATX   autotaxin 

CeA  central amygdaloid nucleus 

DDI   drug discovery initiative 

DMSO   dimethyl sulfoxide 

DRG   dorsal root ganglia 

EmGFP  emerald green fluorescent protein 

EPW  electrical stimulation–induced paw withdrawal 

FBS   fetal bovine serum 

FM  fibromyalgia 

HPA axis  hypothalamic-pituitary-adrenal axis 

HTS  high-throughput screening 

i.c.v.  intracerebroventricular 

IgG  immunogloblin G 

i.p.   intraperitoneal 

IPS   intermittent psychological stress 

i.t.  intrathecal 

I-TASSER  iterative threading assembly refinement 

KO   knockout 

LC-MS  liquid chromatography – mass spectrometry 

LPA   lysophosphatidic acid 

LPAR   lysophosphatidic acid receptor 

LPC   lysophosphatidylcholine 

Luf  luffariellolide 

MOE   molecular operating environment 

mRNA   messenger ribonucleic acid 

MS-ODN  missense oligodeoxynucleotide 

NK1  neurokinin 1 

NMDA   N-methyl-D-aspartic acide 

NSAIDs   non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs 

PBS   phosphate buffered saline 

PC   phosphatidylcholine 
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PCR   polymerase chain reaction 

PLA2   phospholipase A2 

pSNL  partial sciatic nerve ligation 

PTSD  posttraumatic stress disorder 

PVN  paraventricular hypothalamic nucleus 

PWT  paw withdrawal threshold 

RNA   ribonucleic acid 

ROS   reactive oxygen species 

SREBP1  sterol regulatory element-binding protein 1 

SP  substance P 

Var  varespladib 

WT   wild type 
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第一章 

 

マウス神経障害性疼痛モデルにおける sPLA₂の関与と阻害薬の探索 

 

神経障害性疼痛とは人口の 3-17％に見られ、末梢神経の損傷により、慢性的な痛みを生

じる難治性の慢性疼痛である。部分的な坐骨神経結紮（partial sciatic nerve ligation：pSNL）

によって誘発される神経障害性疼痛の一連の報告では、神経損傷は脊髄後角で LPA 産生を

引き起こし、LPA はミクログリアに働き、サイトカインなどの産生を介して LPA 産生の自

己増幅を引き起こすことが示唆されてきた。産生された LPA は LPAR1 を介した脊髄後根

の脱髄と、後根神経節（dorsal root ganglia ：DRG）における Cavα2δ1 の発現上昇を誘

発し、それぞれアロディニアと痛覚過敏に関与すると考えられている [9,11,12 ]。最近の報

告では、pSNL によって誘発される LPA 産生は 2 週間後においても観察され、 LPAR1 お

よび LPAR3 アンタゴニストの反復投与は、神経傷害による慢性的な疼痛を抑制することが

明らかとされており[5]、LPA 産生の調節が神経障害性疼痛の治療標的になることが提唱さ

れてきた。 

神経障害性疼痛モデルにおいて、神経が損傷すると疼痛伝達物質サブスタンス P（SP）や

グルタミン酸（Glu）によるそれぞれ NK1 と NMDA 受容体を介した強度な同時刺激によっ

て脊髄後角における cPLA₂、iPLA₂の活性化が傷害後 1 時間で最大となり、初期 LPA 産生

につながるとされ、慢性疼痛の初期メカニズムに貢献することが証明されてきた[13]。しか

し、LPA 産生は 2 週間以降も継続するにも関わらず、cPLA₂、iPLA₂の活性は傷害後 6 時間

以内に低下していること、ならびに傷害後 6 時間以降の cPLA₂、iPLA₂阻害薬の投与による

治療効果は観察されなかったという事実から、cPLA₂、iPLA₂のみではなく sPLA₂にも疼痛

形成や維持に関与する可能性があると考え、本研究を実施した。 

 

実験方法 

 

実験動物および実験環境 

すべての実験は、京都大学動物実験委員会の倫理ガイドラインに従って実施した。雄の

C57BL / 6J マウス（5〜8 週齢、20〜30 g）は日本 SLC から購入した。すべてのマウスは、

12 時間の明暗周期の下で室温が 22±2℃のもとで飼育され、水および飼料は自由に摂取さ

せた。 

 

部分坐骨神経結紮（pSNL）モデル 

坐骨神経の部分的結紮は、塩酸メデトミジン（0.5 mg/kg）、ミダゾラム（4 mg/kg）、およ

び酒石酸ブトルファノール（5 mg/kg）を混合した 3 種混合麻酔薬を腹腔内（i.p.）投与し、

麻酔下で行った。 
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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

[14,15]。まず右大腿部の毛をバリカンで刈り、皮膚を約 1 cm 切開した後、坐骨神経を露出

させた。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）およ

び 9-0 号バージンシルク（株式会社河野製作所）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）で縫合した。 

 

組織回収およびリアルタイム PCR 

pSNL 後のさまざまな時点（6 時間から 7 日）で同側または対側にある腰椎（L4–L6）脊

髄の片側後角（薄層 IV）を、直ちに液体窒素で凍結し、使用するまで-80℃で保存した。RNA

抽出および real-time qPCR は既報に従い行った[16]。RNA は ISOGEN 試薬（株式会社ニ

ッポンジーン）を使用して、仕様書に従って分離し、cDNA は 1 μg の全 RNA から

ReverTraAce®（東洋紡）を使用して逆転写を行った。qPCR は THUNDERBIRD SYBR qPCR 

Mix（東洋紡）を用い全量 20 μL に調整後、Step One リアルタイム PCR システム（Life 

Technologies、Carlsbad、CA、USA）を使用して、95℃で 10 分間加熱した後、95℃で 10

秒間および 60℃で 1 分間を 40 サイクルのプログラムで行った。また、内在性コントロール

として GAPDH を用い標準化を行った。使用したプライマーは北海道システム・サイエン

ス株式会社または Sigma-Aldrich （St. Louis、MO、USA）から購入し、以下の表に記載し

た。 

 
 

Forward primer （5’-3’） Reverse primer （5’-3’） 

cPLA₂α GTGAGGGGCTTTATTCCACA ACACCAGAGAATCCCACCAT 

iPLA₂β GTCACCTGGACCCTGCTTAG TCCGAAGAACTGCATCCTCT 

sPLA₂-IB TCCCCTGAAGGATTACAACAA GTAGCAGTGGTCATGAGTCTGG 

sPLA₂-ⅡA GCTGTGTTACTCATGACTGTTGC GACAGGAGTTCTGGTTTGCAG 

sPLA₂-ⅡC AAAGGGCTCCCTGTGGAT TGGGTTGGCAGCCATATT 

sPLA₂-ⅡD TCCCAGGGCACTATCCAGT GCTATCCAGGTTTTGCTTCAA 

sPLA₂-ⅡE AGCTTGCAGTACCCAGATGC TTTCATCCTGGGGGAGGT 

sPLA₂-ⅡF CTTTGCCATCGCAGTCCT CACCATGGACTTCAGGTTCAG 

sPLA₂-Ⅲ TCCTCCAGACCTGATATGATCC ACAGACTCGGTGGGCACT 

sPLA₂-V CTATGGCTTCTACGGCTGCT AACAACGGTCGTGCATCTG 
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sPLA₂-X CTGTTGCTGCTGGGACCT CCAGGAGTCCACGCTTGTAT 

GAPDH TGTCCGTCGTGGATCTGAC CCTGCTTCACCACCTTCTTG 

 

 

アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターの作成 

pAAV-CMV-EmGFP-miRNA-backbone の調製のために、CMV プロモーター、EmGFP

遺伝子、miRNA 発現カセット、およびチミジンキナーゼポリ A シグナルを含む遺伝子断片

を pcDNA™6.2-GW / EmGFP- miR vector（InvitrogenTM、Carlsbad、CA、USA）から

PCR により増幅した。それらを NheI / NotI で処理し、pX601-AAV-CMV :: NLS-SaCas

9-NLS-3xHA-bGHpA; U6 :: BsaI-sgRNA vector（Addgene、Cambridge、MA）[17]に X

baI / NotI で処理を行った pAAV 骨格に対し ligation を行った。pAAV-CMV-EmGFP-sP

LA₂-Ⅲ-miRNA の作成には、sPLA₂-Ⅲ（NM_172791.2）に対する miRNA 配列（sense：5’

-TGCTGAAAGCCAGCACTCCTAGAAGTGTTTTGGCCACTGACTGACACTTCTAGG

TGCTGGCTTT-3’, antisense：5’- CCTGAAAGCCAGCACCTAGAAGTGTCAGTCAGT

GGCCAAAACACTTCTAGGAGTGCTGGCTTTC-3’）を BLOCK-iT™ RNAi Designer

（https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/）によってデザインを行った。pAAV

-CMV-EmGFP-negative control -miRNA の作成には、negative control 配列（sense：5’-T

GCTGAAATGTACTGCGCGTGGAGACGTTTTGGCCACTGACTGACGTCTCCACGC

AGTACATTT-3’、antisense：5’- CCTGAAATGTACTGCGTGGAGACGTCAGTCAGT

GGCCAAAACGTCTCCACGCGCAGTACATTTC -3’）を pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR-

neg Control（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）からデザインした。オリゴデオキシヌクレ

オチドは北海道システム・サイエンス株式会社から購入し、センス鎖とアンチセンス鎖をハ

イブリダイズさせ、BsaI で消化した pAAV-CMV-EmGFP-miRNA-backbone にクローニン

グした。 

 

AAV ベクター精製 

AAV ベクターは AAV Helper-Free System （Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, 

USA）を用いて作製し、既報のように精製した[18]。Lent-X 293T（Clontech、Mountain 

View、CA、USA）細胞に、ポリエチレンイミン（Polysciences, Warrington, PA, USA）を

用いてトランスフェクションを行った。3 日後、トランスフェクションを行った細胞を収集

し、人工脳脊髄液（aCSF; 124 mM NaCl、3 mM KCl、26 mM NaHCO3、2 mM CaCl2、1 

mM MgSO4、1.25 mM KH2PO4、および 10mM D-グルコース）に再懸濁した。細胞を 4 回

の凍結融解サイクルで破壊し、溶解物をベンゾナーゼヌクレアーゼ（Sigma-Aldrich, MO, 

USA）で 45℃、15 分間処理した後、14,000 rpm で 10 分間の遠心分離により細胞破片を除

去し、AAV ベクターを含む上清は 80℃で保存した。AAV の力価は qPCR によって測定し、
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約 4.0×1013 vg/mL であった。 

 

AAV の脊髄内投与 

AAV の脊髄内投与は既報に従った[19]。麻酔後、皮膚を Th12–L3 で切開し、脊柱の吻側

と尾側の部位を固定した。脊椎周辺の不要な筋肉を取り除き、硬膜とくも膜を 30 G の針で

注意深く切開し、マイクロキャピラリー（GD-1、ナリシゲ）に充填された 500〜600 nL の

AAV 溶液を、脊髄後角の実質（正中線から横方向に約 500 μm、表面から深さ 250 μm）

に FemtoJet Express（Eppendorf、NY、USA）を使用して、600 hPa、60 秒で投与した。投

与 4 週間後、動物を麻酔し、pH 7.4, 0.1 M リン酸緩衝生理食塩水（PBS）と 4％パラホル

ムアルデヒド（ナカライテスク）で経心灌流を行った。灌流固定後、脊髄を採取し、PBS 中

の 15％スクロースに一晩浸した後凍結した。組織はクリオスタット（LEICA3000; Leica, 

Germany）を使用して切片化し（厚さ 14 μm）、-80℃で保存した。次に、切片を PBS で洗

浄し、Fluoromount/Plus（Diagnostic Biosystems、Pleasanton、CA、USA）を使用してガ

ラスに封入し、免疫蛍光はレーザー走査型共焦点顕微鏡（Fluoview FV10i、オリンパス）を

使用して観察した。 

 

疼痛評価 

疼痛評価は既報に従った[8,11,20,21]。機械性疼痛評価（mechanical paw pressure test） 

では、以前に報告したようにマウスを 6×6 mm の金網グリッド床のプレキシガラスチャン

バーに入れ、1 時間順応させた[22]。次に、電子痛覚測定装置（Model 2390, 90 g probe; IITC 

Inc., Woodland Hills, CA, USA）を使用し、右後足の足底表面の中央に機械的疼痛刺激を与

え、足の屈筋反応を誘発するのに必要な圧力を痛み閾値として測定した。 

熱性疼痛閾値は、マウスをガラス上にあるケージに入れ、1 時間順応後、熱刺激装置（IITC 

Inc., Woodland Hills, CA, USA）を用い、測定した。組織の損傷を防ぐために、20 秒のカッ

トオフタイムを使用し、熱刺激による足の逃避行動に基づいて評価した[23,24]。  

EPW（electrical stimulation–induced paw withdrawal）テストでは、Neurometer Current 

Perception Threshold / C（Neurotron Inc.、Baltimore、MD、United States）の電極を後足

に挟み刺激を行った。 3 つの正弦波パルス（5、250、および 2000 Hz）のそれぞれによる

経皮神経刺激は、それぞれ C 線維、Aδ 線維および Aβ 線維を活性化すると考えられてお

り[25-27]、各マウスが足を引っ込めた最小強度を侵害受容電流閾値として評価した。 

 

AS-ODN と siRNA を使用した実験 

i.t.投与は既報に従い、覚醒下のマウスの脊椎 L5-L6 の間に注射を行った[28]。 i.c.v.投与

は既報に従って、覚醒下のマウスの右側脳室に投与を行った[29]。sPLA₂-Ⅲに対する anti-

sense oligodeoxynucleotide（AS-ODN；5’-GTACCCCCAGGACCCCCATTCTACTCTAG

-3’）とその mismatch scramble oligodeoxynucleotide（MS-ODN；5'-GATCTCCCTCGT
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CCCCCTAAGAACCCATG-3’）は Sigma-Aldrich（MO、USA）から購入した。AS-ODN

および MS-ODN は、人工脳脊髄液（aCSF; 125 mM NaCl、3.8 mM KCl、2.0 mM CaC

l2、1.0 mM MgCl2、1.2 mM KH2PO4、26 mM NaHCO3、10 mM グルコース、pH 7.4）

に溶解した。AS-ODN または MS-ODN は、pSNL の 5 日後から 11 日後まで、10 μg/5 

μL で髄腔内または脳室内に投与した。また siRNA 投与は JetSI（Polyplus-transfection S

A、Illkirch、France）を使用し、既報に従い 5 μL（0.1 μg/μL）の用量で髄腔内投与した

[30]。本研究では、3 セットの sPLA₂-Ⅲ siRNA の混合物 （MISSION siRNA,SASI_Mm0

1_00031683、SASI_Mm02_00344692、SASI_Mm02_00344693; Sigma-Aldrich、MO、US

A）およびコントロール siRNA（MISSION siRNA Universal Negative Control#1、SIC-0

01-10; Sigma-Aldrich、MO、USA）を使用した。 

 

sPLA₂-Ⅲ阻害薬のスクリーニング 

長崎大学 植田弘師教授らに行っていただいた。ChEMBL データベースから PLA₂活性

の阻害を示す化合物を選択し、molecular operating environment（MOE）を用いたトポロジ

カルフィンガープリントを使用して同様の構造を計算した。  東京大学創薬機構（Drug 

Discovery Initiative：DDI）に保存されている 21 万の化合物からなるライブラリーから化

合物を抽出し、Iterative Threading ASSEmbly Refinement（I-TASSER）と構造を使用して、

蜂毒 PLA₂グループⅢの結晶構造に基づくドッキングスクリーニングおよび、MOE におけ

る structure-based drug design GOLD を使用して 2401 の化合物に絞り込み、PLA₂阻害剤

アッセイのハイスループットスクリーニング（HTS）に使用した。HTS には東京大学 村

上誠教授からいただいたバキュロウイルスベクターを発現する Sf9 細胞の上清から得られ

た組み換えヒト sPLA₂-Ⅲ-S タンパクを使用した[31]。特異性評価には Lent-X 293T 細胞

（Clontech, Mountain View, CA, USA）に Lipofectamine™ 2000 （Invitrogen, Carlsbad, CA）

を用い pRC-CMV-sPLA2-III-S [32]をトランスフェクションし、培養上清を用いた。 

 

cPLA₂α 精製 

cPLA₂α 精製は ALFA-tag による方法を用いた[33]。ALFA マウス cPLA₂α フラグメン

トは、プライマー（5’-ACATCTAGATGCCCAGTAGACTGGAAGAGGAGCTTCGAAGA

CGCTTGACAGAACCTTTTCTGGTGGAACACCAGTA-3’および 5'-ACACTCGAGTTA

CACAGTGGGTTTACTTA-3'）を使用し、PCR によって増幅した。このフラグメントを X

baI / XhoI で消化し、同様に XbaI /XhoⅠで処理した pCAG-EGFP（Addgene、Cambridg

e、MA、USA）の骨格にライゲーションした。ALFA マウス cPLA₂α プラスミドを Lent-X

 293T 細胞にトランスフェクションしてから 3 日後に細胞を回収し、1 mM PMSF および

プロテアーゼ阻害剤カクテル（ナカライテスク）を含む溶解バッファー（pH 8.0、20 mM

 Tris、0.1％ Triton X100、200 mM NaCl）で超音波処理した。15,000×g、4℃、10 分遠

心分離し、上清を回収した後、上清を ALFA-selector PE レジン（Nanotag Biotechnologie
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s, Göttingen, Germany）に加え、4℃で 1 時間混合させた。1 分間遠心分離して上清を除去

した後、レジンを溶解バッファーと PBS で 3 回洗浄した。 ALFA 溶出ペプチド（Nanotag

 Biotechnologies、Göttingen、Germany）を含む溶解バッファー（50 μL）をレジンに添

加し、室温で 20 分間振とうしながらインキュベートした。その後、混合物を 1,000×g で 1

分間遠心分離して、cPLA₂α を収集した。 

 

PLA₂アッセイ 

ヒット化合物#29: {[（1Z）-2-amino-2-（3-{2-[（phenylamino）thioxomethyl]hydrazin

o}pyrazin-2-yl）-1-azavinyl]amino}（phenylamino）methane-1-thione および#107: （5-ph

enyl-2-{[（prop-2-enylamino）thioxomethyl]amino}（3-thienyl））-N-{[（prop-2-enylamin

o）thioxomethyl] amino}carboxamide は Rare Chemicals GmbH （Germany） and Butt

Park （Bath, UK）から購入した。また、sPLA₂阻害薬である Varespladib、Luffariellolide 

は Santa Cruz（California, USA）から購入した。組み換えヒト sPLA2 -ⅡA は R&D Syste

ms （St. Louis, MO）、組み換えマウス sPLA2-V は Abcam （Cambridge, UK）、組み換え

ヒト iPLA2β は Origene （MD, USA）、PLA1 は Sigma-Aldrich （St. Louis, MO, USA）

から購入し特性を評価した。PLA₂活性の阻害を評価するために、化合物、各酵素および Bi

s-BODIPY™ FL C11-PC（1.65 μM; Thermo Fisher Scientific, MA, USA）を PLA₂反

応バッファー（50 mM Tris-HCl、100 mM NaCl、1 mM CaCl2、pH 8.9）に加え 37℃で

1 時間反応させた。最終反応容量は 20 μl とし、反応後、マイクロプレートリーダーを使

用して励起光 488 nm、蛍光を 530 nm で測定した。 

 

阻害薬投与 

阻害薬は pSNL 後 5 日目から 7 日間にわたり、腹腔内投与（i.p.：10 mg/kg）を行った。

また、pSNL の 30 分前に髄腔内投与（i.t.：10 nmol/ 5 μL）を行った。i.p.投与では生理食

塩水に 30％のポリエチレングリコールとなるよう溶解し、i.t.投与では 5％ジメチルスルホ

キシド（DMSO）を含む aCSF を調製し、投与した。 

 

統計分析 

全てのデータは平均値 ± 標準誤差で表示した。統計処理は Student の t 検定もしくは、

one-way ANOVA または two-way ANOVA の後 Bonferroni、Tukey、もしくは Dunnett 検

定を用いて、GraphPad Prism 7（GraphPad Software Inc.、La Jolla、CA、USA）で解析し

た。また、危険率が 5％未満の際に統計学的な有意差があると判定した。 

  



10 

 

実験結果 

 

第一節 神経障害性モデルマウスにおける神経傷害後の脊髄内 sPLA₂-Ⅲの発現上

昇 

sPLA₂ は一般に約 14-18 kDa の低分子量の分泌酵素で、これまでに哺乳動物では 10 種

類の活性型分子種（IB，ⅡA，ⅡC，ⅡD，ⅡE，ⅡF，Ⅲ，V，X，ⅫA）が同定されている。

まず、脊髄に発現する主な PLA₂を特定するためにリアルタイム PCR により、ナイーブマ

ウスの脊髄後角における各 PLA₂種の遺伝子発現の検討を行った（図 1-1A）。その結果 sPLA₂

における各種遺伝子発現は sPLA₂-V> sPLA₂-Ⅲ> sPLA₂-ⅡF の順で主に発現をしており、

その他のアイソフォームは 10 分の 1 以下もしくは発現が見られなかった。また、cPLA₂α、

iPLA₂β ともに sPLA₂-V, Ⅲ, ⅡF と同程度発現が確認された。 

神経障害後に関与する PLA₂を特定するため、PLA₂各種の遺伝子発現を pSNL 後のさま

ざまな時点で測定したところ、sPLA₂-Ⅲの発現は神経傷害側の脊髄後角では 6、12、および

24 時間後に顕著な増加を示したが、反対側では増加はみられなかった（図 1-1B）。しかし、

他の PLA₂分子（cPLA₂α、iPLA₂β、sPLA₂-IB、sPLA₂-ⅡC、sPLA₂-ⅡD、sPLA₂-ⅡF、sPLA₂-

V）の発現の増加は、神経損傷後のどの時点でも観察されず（図 1-1C-I）、神経損傷後 6 時

間で cPLA₂αのみ発現の一時的な減少が見られた（図 1-1C）。 

 

第二節 脊髄の sPLA₂-Ⅲノックダウンによる疼痛反応抑制効果 

実際に神経障害性疼痛に sPLA₂-Ⅲが関与しているかどうかを検討するために sPLA₂-Ⅲ

に対する miRNA を発現する AAV-EmGFP-sPLA₂-Ⅲ miRNA を作成した。AAV-EmGFP-

sPLA₂-Ⅲ miRNA を脊髄後角実質に投与を行ったところ、4 週間後に同側脊髄後角の灰白

質ではっきりと緑色蛍光が観察され、脊髄前角でもわずかに観察された。一方で反対側ので

はほとんど蛍光は見られなかった（図 1-2A）。また、脊髄後角に miRNA を投与した 4 週間

後、リアルタイム PCR により sPLA₂-Ⅲ遺伝子発現を検討したところ、control miRNA と比

較して減少がみられた（図 1-2B）。 

脊髄内 sPLA₂-Ⅲノックダウンにより痛みが抑制されるかどうかを検討するために pSNL

の 4 週間前に control または sPLA₂-Ⅲ-miRNA を用いて脊髄後角の実質に投与し、pSNL 処

置 14 日後（P14）に各種痛み試験を実施した。図 2C-G に示すように、pSNL 処置 1 日前

の疼痛閾値は、機械性疼痛試験、熱性疼痛試験および 2000、250、または 5 Hz の EPW テ

ストでは control および AAV-EmGFP-sPLA₂-Ⅲ miRNA との間に差はみられなかった。

pSNL 後 14 日では機械性、熱性、2000、または 250 Hz の電気刺激による疼痛閾値の減少

が、AAV-EmGFP-negative control miRNA を投与したマウスで観察され、5 Hz の刺激によ

る閾値の増加が観察された（図 1-2C-G）。一方、sPLA₂-Ⅲ-miRNA の投与を行ったマウス

ではこれら疼痛閾値の変化は抑制された。 

また、アンチセンスオリゴヌクレオチド（AS-ODN）と siRNA を用い、同様に疼痛への
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影響を検討した。pSNL 後 5 日目から毎日 sPLA₂-Ⅲの AS-ODN の髄腔内（i.t.）投与を計 7

回行い、投与開始から 2 日おきに AS-ODN 投与の 30 分前に疼痛評価を行ったところ、 P8

で疼痛反応の抑制が観察され、P12 でその抑制効果は最大となった。 また、AS-ODN 投与

終了後の P14 と P16 でも依然として疼痛抑制が観察された。一方、ミスマッチスクランブ

ル ODN（MS-ODN）を投与した群では pSNL によって生じた疼痛閾値の低下は抑制され

なかった（図 1-2H）。脳内にも sPLA₂-Ⅲは発現しており、脳における sPLA₂-Ⅲの関与の

可能性も考えられたため、AS-ODN の反復脳室内（i.c.v.）投与を行い、疼痛評価を行った

ところ、熱性疼痛反応に影響を及ぼさなかった（図 1-2I）。一方、P5 で sPLA₂-Ⅲ siRNA の

単回投与を行ったところ、P8 で治療効果が観察された（図 1-2J）。 

 

第三節 ハイスループットスクリーニングによる sPLA₂-Ⅲ阻害薬の探索と阻害薬の特

性評価 

sPLA₂-Ⅲおよびその他のアイソフォームの酵素活性を評価するための HTS アッセイに

は、各蛍光 BODIPY 残基の消光現象により蛍光が消失している bis-bodipy-phosphatidyl 

choline（bis-bodipy-PC）を基質として使用し、sPLA₂-Ⅲが bis-bodipy-PC に作用すると、

消光が失われ、蛍光が時間依存的に現れることで、酵素活性を評価できる系を用いた。共同

研究者である長崎大学植田らはスクリーニングの開始時に、東京大学創薬機構の化合物ラ

イブラリーを用い、21 万化合物から 2401 の化合物を最初に選択し、そのうち阻害効果の最

も高かった 2 つの化合物#29 と#107 を見出した（図 1-3A）。得られた#29、#107 の特異性

を検証するために、これまで十分に解析されてこなかった市販の sPLA₂阻害薬である

Luffariellolide および Varespladib（図 1-3B）とともに関連酵素に対する阻害活性を比較検

討した。これら阻害薬の sPLA₂-ⅡA、sPLA₂-Ⅲ、sPLA₂-V、cPLA₂α、iPLA₂β、および PLA1

に対する IC50 の結果は図 1-3C に示したとおりである。これらの成績から、sPLA₂-Ⅲに対

する阻害効果は、#29 が最も強力であり、次いで Luffarielollide、#107 であった。一方で

Varespladib には sPLA₂-Ⅲに対する阻害効果はみられなかった。 その他の酵素群に対して、

#29 は sPLA₂-ⅡA および iPLA₂β に対して阻害効果がみられ、#107 は 4.4〜42.2 μM の範

囲で検討したすべての PLA₂を阻害した一方で、#29 および#107 はともに PLA1 は阻害しな

かった。興味深いことに、Luffarielollide は iPLA₂β に対し阻害効果はなく、sPLA₂-V に対

する阻害効果は非常に弱く示した。 

 

第四節 sPLA₂-Ⅲ阻害薬投与による疼痛抑制効果 

次にこれら阻害薬を用い、pSNL による疼痛が#29、#107、Luffarielollide、および

Varespladib で抑制されるかどうか検討を行うため、pSNL 処置の 30 分前にこれら阻害薬の

髄腔内投与を行った。その結果、図 1-4A に示すように損傷後 14 日目（P14）における機械

性疼痛、熱性疼痛および EPW テストの 2000 Hz、250 Hz の疼痛反応を#29、#107 および

Luffarielollide は抑制した一方で、Varespladib は抑制しなかった（図 1-4A-D）。また、EPW
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テストの 5 Hz による C 線維鈍磨に対しても、#29、#107、Luffarielollide は抑制効果を示

し、Varespladib では抑制しなかった（図 1-4E）。#29 は cPLA₂αに対する阻害作用はなく、

Luffarielollide は cPLA₂αと iPLA₂βに対する阻害作用を有さない。このことから#29、#107

および Luffarielollide の疼痛抑制効果は、cPLA₂αまたは iPLA₂βの阻害に起因しないと考

えられる。さらに、sPLA₂-ⅡA および sPLA₂-V に対し強力な阻害を示す Varespladib では

影響が見られなかったことから、sPLA₂-ⅡA および sPLA₂-V の阻害によるものではないと

考えられる。 

また、治療効果についても検討を行うため、pSNL 処置後、P5 から P11 において#29、

#107 の連続腹腔内投与を行い、熱性疼痛試験を行ったところ、P11 における疼痛反応は抑

制された（図 1-4F）。 
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図 1-1 pSNL 処置による脊髄後角における各 PLA₂遺伝子発現変化 

（A）ナイーブマウスにおける脊髄後角の各PLA₂遺伝子発現。n=6-8. （B-I）pSNL処置

後、6時間から7日における脊髄後角の傷害側および反対側のsPLA₂-Ⅲ遺伝子発現変化

（B）、および各PLA₂遺伝子発現変化（C-I）。n=4-8, ***P < 0.001 vs Pre. 各PLA2の相対的

mRNA量はGAPDH mRNA量の×10-4で表した。 
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図 1-2 脊髄における sPLA₂-Ⅲノックダウンは神経障害後の疼痛反応を抑制した 

（A）AAV-EmGFP- sPLA₂-Ⅲ -miRNA の脊髄における発現。スケールバー：1 mm。 （B）

AAV-EmGFP- sPLA₂-Ⅲ -miRNA および AAV-EmGFP- negative control 投与 4 週間後にお

ける脊髄 sPLA₂-Ⅲの遺伝子発現の低下。n=7-9, *P < 0.05 vs negative control. （C-G）AAV-

EmGFP- sPLA₂-Ⅲ -miRNA 投与による機械性疼痛（C）、熱性疼痛（D）、EPW テストの

2000 Hz （E）、250 Hz （F）、5 Hz（G）、の疼痛反応をそれぞれ評価した。n = 6, ***P < 

0.001 vs negative control. （H,I）AS-ODN の P5-P11 における髄腔内投与（H）および脳

室内投与（I）による熱性疼痛反応への影響。n = 3-4, *P < 0.05, ***P < 0.001 vs pSNL+MS-

ODN. （J）P5 における髄腔内 siRNA 投与による熱性疼痛反応への影響。 n = 4, **P < 0.01 

vs pSNL+cont siRNA. 
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図 1-3 HTS および sPLA2 阻害薬の特性評価 

（A）HTS のフローチャート。（B）#29、#107、Luffarielollide（Luf）および Varespladib

（Var）の化学構造式。（C）5 つの PLA2 アイソフォームおよび PLA1 に対する 4 化合物の

IC50 比較検討。 
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図 1-4 sPLA₂-Ⅲ 阻害薬は神経傷害による疼痛反応を抑制した 

（A-E）#29, #107, Luffarielollide および Varespladib の pSNL 30 分前髄腔内投与（10 nmol/5 

μL）による機械性疼痛（A）、熱性疼痛（B）、EPW テストの 2000 Hz （C）、250 Hz （D）、

5 Hz（E）の疼痛反応に対する影響。n = 4-6, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs Veh. （F） 

#29 および#107 の連続腹腔内投与（10 mg/kg, P5-P11）の熱性疼痛反応への影響。n = 6, 

**P < 0.01 vs P11 pSNL-veh. （G）ジクロフェナク投与による熱性疼痛反応への影響。n = 

6. Veh：Vehicle、Luf：Luffarielollide、Var：Varespladib. 
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考察 

 

LPA の前駆体である LPC の脳脊髄液中の濃度は血漿と比較して非常に低いため[34]、

PLA₂の活性化は LPA を介した神経障害性疼痛のメカニズムと密接に関連すると考えられ

る。これまで私の研究チームは pSNL 処置により神経が傷害されると、SP/NK1 と

Glu/NMDA 受容体システムを介した痛みの伝達による一次感覚線維と脊髄後角ニューロ

ンの活性化が生じ、脊髄後角ニューロンの cPLA₂と iPLA₂の活性化が起きていたことを報

告した [12,35]。 cPLA₂と iPLA₂は pSNL1 時間後に活性が最高となっていたが、6 時間後

には活性は元の状態に戻っていた[13]。しかし、LPA 産生は pSNL 後 2 週間以上続くため、

cPLA₂や iPLA₂に引き続き、sPLA₂などの追加の PLA₂種も LPA 産生や神経障害性疼痛のメ

カニズムに関与していると推測した。 

sPLA₂ は一般に約 14-18 kDa の低分子量の分泌酵素で，分子内ジスルフィドに富み，His-

Asp 触媒モチーフと Ca2+結合部位が高度に保存されており、Ca2+依存性脂肪分解酵素のフ

ァミリーで構成される。これまでに哺乳動物では 10 種類の活性型分子種（IB，ⅡA，ⅡC，

ⅡD，ⅡE，ⅡF，Ⅲ，V，X，ⅫA）が同定されており，それぞれの酵素が異なる組織，細胞

に発現分布を示すことに加え[36]、いくつかの sPLA₂がホスファチジルコリンを触媒する

ことが報告されている[37-43]。 

本研究では、ナイーブマウスの脊髄後角における遺伝子発現の順位は cPLA₂α> 

iPLA₂β> sPLA₂-V> sPLA₂-Ⅲ> sPLA₂-ⅡF> sPLA₂-ⅡD> sPLA₂-IB> sPLA₂-ⅡC であるこ

とが明らかとなり、 sPLA₂-ⅡA、ⅡE、X は検出されなかった。それらの中で、sPLA₂-Ⅲ遺

伝子発現のみが pSNL に続いて遺伝子発現が増加した。sPLA₂-Ⅲの遺伝子発現増加は神経

傷害後 6 時間から増加し、24 時間まで続くため、sPLA₂-Ⅲは LPA 産生および神経障害性

疼痛のメカニズムに関与する候補として考えられた。 

神経障害性疼痛における sPLA₂-Ⅲの役割を調査するために、この酵素を標的とする AAV-

EmGFP-sPLA₂-Ⅲ miRNA を設計し、pSNL の 4 週間前に miRNA を脊髄後角実質に直接投

与すると、脊髄 sPLA₂-Ⅲの発現が減少し、機械性、熱性、EPW テスト（2000 および 250 

Hz）で P14 の痛覚過敏が抑制された（図 1-2C- F）。また、興味深いことに、AAV の投与に

より pSNL によって誘発された痛覚鈍麻を改善するという結果が得られた。これらは 5 Hz

での EPW テスト（図 1-2G）は、LPAR1/3 拮抗薬である Ki16425 を使用した以前の研究と

一致しており、sPLA₂-Ⅲにより産生された LPA が関与している可能性が推測された[44]。

また、痛みの慢性期における sPLA₂-Ⅲ に対する AS-ODN の脊髄腔内への連投や siRNA の

単回投与では、疼痛抑制効果がみられたことから sPLA₂-Ⅲが神経障害性疼痛の治療標的候

補となる可能性が考えられた。 

sPLA₂-Ⅲに対する阻害薬を探索するために、sPLA₂-Ⅲの基質である Bis-BODIPY™FL 

C11- PC から生成された蛍光シグナルを測定することにより、化学ライブラリーからスク

リーニングを行った。原理として、PLA₂が Bis-BODIPY™FL C11-PC の sn-2 位置に存在
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する脂肪酸を切断することによって、基質の蛍光消光が生じなくなり蛍光を発することを

利用している。スクリーニングによって選択した 2401 化合物から IC50 値が 1 μM 未満の

2 つのヒット化合物#29 と#107 を候補化合物とし、新たに得られた候補化合物を再解析し

たところ、sPLA₂-Ⅲに対する阻害効力は、#29（IC50：3.1 μM）で最も強力であり、次に

Luffarielollide（IC50：10.7 μM）および#107（IC50：13.6 μM）となり、Varespladib には

阻害効果はみられなかった。 その他の酵素群に対して、#29 は sPLA₂-ⅡA（IC50：3.8 μM）

および iPLA₂β（IC50：21.2 μM）を阻害する効果がみられ、#107 は 4.4〜42.2 μM の範

囲で検討したすべての PLA₂を阻害した一方で、#29 および#107 はともに PLA1 は阻害しな

かった。興味深いことに、Luffarielollide は iPLA₂β に対し阻害効果はなく、sPLA₂-V に対

する阻害効果は非常に弱く示した。 

sPLA₂-Ⅲに対し阻害効果をもつ#29、#107 および Luffarielollide と阻害効果を持たない

Varespladib を pSNL の 30 分前に髄腔内投与し、疼痛に対する影響を検討したところ、#29、

#107 および Luffarielollide では機械性、熱性疼痛試験、および EPW テスト（2000 および

250 Hz）において、P14 で疼痛反応を抑制し、 5 Hz の刺激を使用した EPW テストの痛覚

鈍麻も、これら 3 つの化合物によって顕著に抑制された。#29 は cPLA₂αに対する阻害作

用はなく、Luffarielollide は cPLA₂αと iPLA₂βに対する阻害作用を有さない。このことか

ら#29、#107 および Luffarielollide の疼痛抑制効果は、cPLA₂αまたは iPLA₂βの阻害に起

因しないと考えられる。さらに、sPLA₂-ⅡA および sPLA₂-V に対し強力な阻害を示す

Varespladib による痛覚過敏または痛覚鈍麻の抑制効果はないことから、どちらの酵素も神

経障害性疼痛のメカニズムに関与していないことを示唆している。これらを考慮すると、

pSNL 誘発性の痛覚過敏および痛覚鈍麻に対する#29、#107 および Luffarielollide の疼痛抑

制効果は sPLA₂-Ⅲに関連していると考えられた。また、痛みが完全に確立されたのち、#29

および#107 の反復腹腔内投与においても治療効果が得られたことは、AS-ODN の脊髄腔内

への連投や siRNA の単回投与における疼痛抑制効果と一致していることからも sPLA₂-Ⅲ

が神経障害性疼痛の維持に関与している可能性が考えられた。 

重要な点として、sPLA₂-Ⅲはリン脂質に対して作用し、痛みに関与するプロスタノイド

産生に関与するアラキドン酸などの別の代謝物も生じる可能性があるということである

[12,31]。そこで阻害薬における効果が LPC または LPA 産生の阻害に関連するかどうか検

討するためにジクロフェナクによる検討を行った。以前の報告では、ジクロフェナク 10 

mg/kg の i.p 投与で.関節炎アジュバントモデルに対し 1.5 時間で疼痛抑制を示したが[8]、

pSNL 後の P5 では熱痛覚過敏を抑制しなかった（図 1-4G）。これらの結果は NSAIDs が一

般に臨床モデルまたは動物モデルで神経障害性疼痛に対して効果が低いことと一致してい

ることからも、アラキドン酸経路の抑制が疼痛抑制効果を引き起こしているとは考えにく

い[1,45]。一方で、miRNA、AS-ODN、siRNA、および阻害薬による sPLA₂-Ⅲ阻害が、脊

髄後角での pSNL 誘導 LPA 産生の抑制を引き起こしているのかは検討できていないため、

LC-MS [11]または MS-Imaging による LPA 産生の解析が課題である。 
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結論として、私は pSNL が脊髄後角における sPLA₂-Ⅲ遺伝子発現の増加を誘導すること

に加え、miRNA、AS-ODN、siRNA、またはいくつかの阻害薬を使用することにより、sPLA₂-

Ⅲが神経傷害による痛覚過敏および痛覚鈍麻に関与することを明らかにした。さらに、これ

らの阻害薬を繰り返し投与により、確立された痛みに対する治療作用も得ることができた

ことから、sPLA₂-Ⅲは神経障害性疼痛の新たな治療標的である可能性を示した。今後の展

望として、より特異的な sPLA₂-Ⅲ阻害薬を得るための最適化研究と、sPLA₂-Ⅲ阻害による

LPA 産生の抑制検証が次の課題である。 
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第二章 

 

FMモデルにおける LPA合成酵素の関与の解明 

 

難治性慢性疼痛の代表的な疾患の 1 つとして線維筋痛症（fibromyalgia：FM）が挙げられ

る。FM とは先進国在住者の 2-4％が発症し慢性的かつ広範囲な痛みが生じる疾患であり、

定義された身体部位に圧痛を認める以外、一般臨床初見に異常は見られない。治療において

は抗うつ薬、抗痙攣薬が主であり、NSAIDs や副腎皮質ステロイド薬は一般的には無効であ

るとされる。その中で、プレガバリンが欧米を含め第一選択薬に挙げられているが、有害事

象としてめまいや眠気、浮腫、体重増加などが存在し、使用できない場合もある。オピオイ

ド薬においては鎮痛効果が乏しいことに加え、強オピオイドである麻薬性鎮痛薬は依存性

や社会的問題から原則的に FM の疼痛緩和目的では使用は推奨されていない。そのため、

FM の疾患メカニズムの解明および新規治療薬の開発が強く望まれている。 

長崎大学の植田らはこれまで FM モデルとして intermittent psychological stress（IPS）

モデルを提唱した[10]。このモデルでは断続的心理的ストレスを負荷が持続的な全身性慢性

疼痛を誘発することが示されている。治療薬理学的研究ではプレガバリンや種々の抗うつ

薬により有効性が確認されているが、抗炎症薬やモルヒネに対しては抵抗性を示すことを

明らかにした[10]。注目すべき点として、この IPS モデルのほか、酸性食塩水の筋肉注射に

よるモデル[46]や断続的冷温ストレス負荷モデル[47]といった別の FM モデルによる慢性

の全身性疼痛は LPAR1 遺伝子欠損（LPAR1-KO）マウスで消失することが報告されている

ことである [8]。しかし、脳内の LPA 産生が FM メカニズムに関与するかどうかは不明で

あった。本研究では、神経障害性疼痛モデルにおける脊髄の sPLA₂-Ⅲの役割の類推として、

FM モデルにおける脳内の sPLA₂-Ⅲの関与について検討した。 

 

実験方法 

 

実験動物および実験環境 

第一章の実験方法と同じ。sPLA₂-Ⅲ遺伝子欠損（sPLA₂-Ⅲ-KO）マウスは東京大学の村

上誠教授から譲渡していただいた。 

 

断続的精神的ストレスモデル （Intermittent psychological stress model : IPS model） 

マウスは 9 区画（10 cm×10 cm）を透明なプラスチック板で区切られたコミュニケーシ

ョンボックス（CBX-9M, Muromachi-Kikai）に入れ、フットショックマウスと精神的スト

レス負荷を 5 日間連続で行った。フットショックマウスはグリッド床上で既報のように

shock generator （CSG-001, Muromachi-Kikai） と cycler timer （CBX-CT, Muromachi-

Kikai）を用い[48,49]、0.6 mA, 1 秒間、平均 47 秒のランダムな間隔で 120 回フットショッ
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クを与えた。IPS マウスは絶縁体が足元に敷かれ、フットショック群を見たり、聞いたりす

ることで精神的ストレスを与えた。 

 

組織回収およびリアルタイム PCR 

マウスを第一章で使用した 3 種混合麻酔薬を投与し、麻酔下にて全脳を摘出し、氷冷し

た PBS に浸した。その後、ブレインスライサーとカミソリにて吻側より 1 mm 厚の切片を

作製し、PVN を含む視床下部領域をカミソリで切り取り、液体窒素により凍結させた後、

-80℃で保存した。 

RNA 抽出およびリアルタイム PCR の方法は第一章の実験方法と同じ。使用したプライ

マーは Sigma-Aldrich （St. Louis、MO、USA）から購入し、以下の表に記載した。 

 
 

Forward primer （5’-3’） Reverse primer （5’-3’） 

cPLA₂α GTGAGGGGCTTTATTCCACA ACACCAGAGAATCCCACCAT 

iPLA₂β GTCACCTGGACCCTGCTTAG TCCGAAGAACTGCATCCTCT 

sPLA₂-Ⅲ TCCTCCAGACCTGATATGATCC ACAGACTCGGTGGGCACT 

sPLA₂-V CTATGGCTTCTACGGCTGCT AACAACGGTCGTGCATCTG 

CD11b TGTCCCTGGCTGTTTCTACTG ATTCTCCTTGCAGTTTTGGTG 

GAPDH TGTCCGTCGTGGATCTGAC CCTGCTTCACCACCTTCTTG 

 

疼痛評価 

第一章の実験方法と同じ。 

 

阻害薬投与 

LPAR1/3 拮抗薬である Ki16425 はキリンビール株式会社から提供していただき、10％ 

DMSO を含む aCSF を調製し、10 nmol/ 5 μL となるよう i.t.および i.c.v.投与をストレス

負荷 1 日後から 7 日間、連日投与した。sPLA₂-III 阻害作用を有する#29、PLA₂阻害剤とし

て知られている Luffarielollide および Varespladib は第一章と同じものを使用し、5％ 

DMSO を含む aCSF を調製し、10 nmol/ 5 μL となるよう i.c.v.投与をストレス負荷 1 日後

から 7 日間、連日投与した。 

 

PLX3397 によるミクログリア除去 

ミクログリア除去のために、Research Diets から購入した PLX3397 含有（290 mg/kg）

飼料を 21 日間摂食させた。コントロールマウスは通常の飼料を与えた。PLX3397 前処置で



22 

 

はストレス負荷 3 週間前から摂食させることで、ミクログリアを枯渇させた。後処置では、

ストレス負荷後 5 日目から 2 週間摂食させた。退薬に関しては、1 週間通常の飼料に戻すこ

とでミクログリアの回復を行った。 

 

免疫染色 

マウスを麻酔下にて開胸し、0.1 M PBS （pH7.4） を 10 ml 経心灌流することで脱血し

た後、4％ PFA in 0.1 M phosphate buffer （pH 7.4） 10 ml で経心灌流し、全身を固定し

た。その後全脳を摘出し、4% PFA 溶液で 4℃にて 3 時間、後固定を行った。次に 4℃にて

15% sucrose in 0.1 M phosphate buffer に一晩静置し、粉砕したドライアイス（中川産業）

にて脳組織を凍結し、-80℃にて保存した。次に、ミクロトーム刃（LEICA819; Leica, 

Germany）を装着した凍結ミクロトーム（LEICA3000; Leica, Germany）を用いて厚さ 20 

μm の凍結切片を作製し、MAS コート付スライドガラス（松浪硝子工業）に接着した。切

片作製の前に組織サンプルはミクロトーム内で 30 分以上静置し、ミクロトーム内の温度（-

17 から-20℃）まで組織サンプルの温度が上昇してから切片作製を開始した。 

脳切片を 0.1％Triton-X100 を含む PBS にて透過処理を施した後、0.3% BSA を含む PBS 

（抗体希釈液）にてブロッキングした。一次抗体として rabbit polyclonal anti-Iba1 antibody 

（1:500; WAKO）を用いて 4℃で一晩静置し、PBS による洗浄後、適切な蛍光標識二次抗

体（1:300; Molecular Probes、Oregon、USA）と室温遮光条件で 1 時間反応させた。PBS に

よる洗浄後、Fluoromount/Plus（Diagnostic Biosystems、Pleasanton、CA、USA）により

スライドグラス上に封入した。乾燥後、共焦点顕微鏡（Fluoview FV10i; オリンパス）によ

り画像を取得した。 

  

脾臓細胞調製および移植 

脾臓は control マウスおよび IPS マウスから取り出した。摘出した脾臓は氷冷した 2% 

fetal bovine serum （ FBS ）（ Gibco Grand Island, NY, United States ） お よ び

penicillin/streptomycin 含有の RPMI 1640 培地 （Gibco） 中で保存した。脾臓を 1 mL シ

リンジの底面を使い、5 mL の培地中ですりつぶした。70 μm Cell strainer（Corning, 

Glendale, AZ, USA）を 50 mL チューブに取り付け、すりつぶした脾臓をフィルターに通し

た。500 g、5 min、4℃の条件で遠心分離を行い、上清を取り除き、3 mL red blood cell lysis 

buffer（Abcam, San Diego, CA, USA）を加え、ペレットをほぐした。3 分間放置した後、氷

上で冷却した 5 mL の PBS（Na2HPO4 9.235 mM, NaH2PO4 1.875 mM, NaCl 0.145 M）（2% 

FBS）を加え、500 g、10 min、4℃の条件で遠心分離を行った。上清を取り除き、5 mL の

冷却 2% FBS 含有 PBS を加え、500 g、5 min、4℃の条件で遠心分離を行った。3 mL の冷

却 2% FBS 含有 PBS 中でペレットをほぐし、70 μm Cell strainer を通過させ、氷冷した

2% FBS 含有 PBS を加えて 1×106 cells/150 μL となるように調製した。脾細胞移植を行

うナイーブマウスには、細胞懸濁液を 1 匹あたり 1×106 cells/150 μL ずつ静脈内投与し
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た。 

 

統計評価 

第一章の実験方法と同じ。 
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実験結果 

 

第一節 IPSモデルにおける脳内 LPAの関与 

これまで IPS モデルを用いた植田らの報告[10]では、LPAR1-KO マウスにおける全身性

疼痛の消失が示されてきたが、これ以外にも LPAR3-KO マウスでも同様な疼痛遮断効果が

確認されている。一方、LPAR1 拮抗薬である AM966 をモデル作製後に脳室内に連続投与し

た実験では IPS 誘発性の熱性疼痛反応を抑制したが、脊髄腔内投与では無効であった。そ

のことから IPS モデルにおける疼痛は脳内の LPA が関与していると推測された[10]。LPA

生合成の研究の前段階として、LPAR1/3 の関与を自ら確認するために、別の LPAR1/3 拮抗薬

である Ki16425 をストレス負荷 1 日後から 7 日間（P1-P7）、毎日脳室内連続投与を行った

ところ、ストレス負荷 8 日後（P8）の機械性疼痛反応および EPW テストにおいては Vehicle

群（Veh）における 2000 Hz および 250 Hz の疼痛閾値低下が消失することが確認できた

（図 2-1A-C）。また、脊髄腔内投与によってはこのような遮断効果は観察されなかった（図 

2-1D-F）。このことから、LPA は IPS モデルにおける脳内で関与し、疼痛に寄与している

可能性が考えられた。 

 

第二節 IPSモデルにおける視床下部の PLA₂遺伝子発現変化 

筋痛性脳脊髄炎/慢性疲労症候群や FM、PTSD のようなストレスに関与する疾患は視床

下部-下垂体-副腎系である HPA axis に異常があることが知られており[50-52]、臨床におけ

る線維筋痛症においても視床下部の神経炎症の関与が報告されている[53]。脳内 LPA 合成

酵素の関与を検討するために IPS モデル視床下部における各種 PLA2 の遺伝子発現変化を

リアルタイム PCR により検討を行った。特に PC に対し親和性が強いとされる sPLA₂群の

sPLA₂-Ⅲ, V, X の解析を行ったところ sPLA₂-Ⅲがストレス負荷 4 日目（D4）から顕著に増

加し、ストレス負荷 1 日後（P1）まで持続していた（図 2-2A）。その後ストレス負荷 7 日

後（P7）には元の発現量に戻っていた。一方 sPLA₂-V の増加はみられず、sPLA₂-X は発現

が測定限界以下であった。cPLA₂、iPLA₂群においても増加はみられなかった（図 2-2B-D）。 

 

第三節 sPLA₂-Ⅲノックアウトマウスによる効果 

sPLA₂-Ⅲが関与する可能性から、sPLA₂-Ⅲ-KO マウスを使用し、IPS モデルを作成した。

その結果、ストレス負荷 5 日後（P5）において WT マウスでは機械性および EPW テスト

の疼痛反応は抑制された（図 2-3A-C）。このことから、sPLA₂-Ⅲは IPS モデルにおける疼

痛に関与することが示唆された。 

 

第四節 sPLA₂-Ⅲ阻害薬の脳室内投与による効果 

第一章では sPLA₂-Ⅲ阻害薬としての#29 と Luffarielollide の神経障害性疼痛モデルにお

ける抑制効果について述べてきた。本章では IPS モデルにおいてこれらの阻害剤の効果を
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検証することとした。この二剤について脳室内にストレス負荷 1 日後から 7 日間（P1-P7）

連続で投与し疼痛評価を行ったところ、機械性および EPW テストの 2000 Hz と 250 Hz で

疼痛評価では vehicle 群において観察された疼痛反応は#29 および Luffarielollide により有

意に抑制された。一方、sPLA₂-Ⅲに阻害効果がなくその他の sPLA₂群に対し阻害効果を持

つ Varespladib の投与では疼痛反応の抑制は観察されなかった（図 2-4A-C）。#29 は cPLA₂

αに対する阻害作用はなく、Luffarielollide は cPLA₂αと iPLA₂βに対する阻害作用を有さ

ない。このことから#29、Luffarielollide の疼痛抑制効果は、cPLA₂αまたは iPLA₂βの阻害

に起因しないと考えられる。さらに、sPLA₂-ⅡA および sPLA₂-V に対し強力な阻害を示す

Varespladib では影響が見られなかったことから、sPLA₂-ⅡA および sPLA₂-V の阻害によ

るものではないと考えられる。このことからこれら阻害薬による疼痛抑制効果は sPLA₂-Ⅲ

の阻害によるものだと考えられる。 

 

第五節 IPSモデルにおけるミクログリアの関与と疼痛との関与 

FM において脳内のミクログリアの活性が活性化していることが報告されていることや

[54]、動物を使用した FM モデルにおいてミクログリアの関与が示唆されている[55,56]。

さらに神経障害性疼痛において脊髄内に LPA が産生されるとミクログリアが活性化し、さ

らなる LPA 産生につながることが示唆されてきた。そこで、脳内においても同様の機構が

働きミクログリアが LPA 産生に寄与しているのではないかと推測した。sPLA₂-Ⅲの発現変

化が起きていた視床下部において同様のタイムコースでミクログリアのマーカーである

CD11b の発現をリアルタイム PCR により検討したところ、ストレス負荷 4 日目（D4）で

遺伝子発現増加がみられた（図 2-5A）。sPLA₂-Ⅲの遺伝子発現増加が D4 から P1 にかけて

増加していたことを考えると、ミクログリアの活性化は sPLA₂-Ⅲの遺伝子発現増加の前に

起きていると考えられた。 

そこで、ミクログリアの活性化により sPLA₂-Ⅲの遺伝子発現が増加しているのではない

かと考え、CSF1R 阻害薬であり、その連続投与により脳内においてミクログリアを枯渇さ

せることができる PLX3397[57]を食餌より経口摂取させ、ミクログリアの除去を試みた。

ミクログリアの除去はミクログリアのマーカーである Iba1 の免疫染色で確認した（図 2-

6B）。また、PLX3397 を 3 週間摂取後における CD11b の遺伝子発現を定量したところ、発

現量は 2%程度まで低下していた（図 2-5C）。次に、PLX3397 を摂取したマウスにおいて、

sPLA₂-Ⅲの遺伝子発現を解析したところ対照群ではストレス負荷により sPLA₂-Ⅲの発現が

増加していたが、PLX3397 群ではストレス負荷における sPLA₂-Ⅲの遺伝子発現が増加しな

いという結果が得られた（図 2-5D）。このことから、sPLA₂-Ⅲの発現にはミクログリアの

活性化が関与している可能性が考えられる。 

脳内のミクログリアの活性化が疼痛に及ぼす影響を検討するために、あらかじめ

PLX3397 を 3 週間経口投与しておき、ストレス負荷後に疼痛評価を行った。機械性および

EPW テストの 2000 Hz、250 Hz における疼痛評価を行ったところ、対照群ではストレス負
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荷により疼痛反応が生じた一方で、PLX3397 投与群ではそれぞれの疼痛反応が抑制された

（図 2-5E-G）。CD11b の遺伝子発現の増加が D4 で増加していたことから、ミクログリア

は疼痛形成期に関与する可能性が考えられた。そこで P5 において疼痛が形成されたことを

確認後、PLX3397 を 2 週間経口摂取させ、疼痛への影響を検討した。その結果、対照群、

PLX3397 摂取群のどちらにおいても P19 で機械性および EPW テストの 2000 Hz、250 Hz

による刺激によって疼痛反応が惹起されており、対照群と PLX3397 摂取群で差は見られな

かった（図 2-5H-J）。このことからミクログリアは疼痛形成の初期に関与する可能性が示さ

れた。 

また、PLX3397 前投与で疼痛反応が抑制された後、PLX3397 を退薬させると疼痛反応が

再び生じる可能性についても検討を行った。PLX3397 の退薬後 7 日目においてミクログリ

アは約 100％まで回復することが報告されている[57]。そこで、PLX3397 を P5 で退薬後

P12 における疼痛反応を検討したところ、退薬により疼痛が誘発されることはなかった（図 

2-5K-M）。このことからミクログリアはストレス負荷により初期に活性化することで疼痛

を惹起し、維持には関与しない可能性が示された。 

 

第六節 IPSモデルにおけるミクログリアと脾臓細胞誘発性疼痛との関与 

酸性食塩水投与モデルにおいて痛覚過敏が生じたマウスの脾臓細胞をナイーブマウスに

移植するとドナーマウスと同様に痛覚過敏が引き起こされることが報告された。さらにそ

の脾臓細胞誘発性疼痛はミノサイクリンによりミクログリアの活性化を抑制することで、

抑制され、ミクログリア-末梢免疫との関与が示唆された[56]。特に FM において血中のサ

イトカイン値の上昇など末梢免疫系の異常は示唆されていること[58,59]からも、ストレス

による中枢神経系の異常な活性化は免疫の異常を引き起こす可能性が考えられる。そこで、

IPS モデルにおいても同様に脾臓細胞誘発性疼痛が引き起こされるのか検討するために、対

照群およびストレス負荷 5 日後における脾臓を回収し、脾臓細胞に分離した後、ナイーブ

マウスに 1×106/150 μL で i.v.投与を行った。細胞を投与後 1 日目に疼痛評価を行ったと

ころ、対照群の脾臓細胞は機械性および EPW テストの 2000 Hz、250 Hz の疼痛反応を誘

発しなかった一方で、IPS マウスの脾臓は疼痛反応を引き起こした。次に酸性食塩水投与モ

デルで報告されているようにミクログリアとの関与を検討するために PLX3397 の前処置に

よって疼痛が抑制されたマウスの脾臓をナイーブマウスに移植したところ、疼痛反応は誘

発されなかった（図 2-6A-C）。このことから IPS モデルにおいてもミクログリアの活性化

は脾臓細胞誘発性疼痛に関与している可能性が示された。 
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図 2-1 LPA 受容体阻害剤の脳室内投与では疼痛反応を抑制したが、髄腔内投与では疼痛

反応を抑制しなかった 

（A-C）Ki16425 を P1-7 において連続脳室内（i.c.v.）投与を行い、P8 で機械性疼痛反応

（A）、EPW テストの 2000 Hz（B）、250 Hz（C）の疼痛反応をそれぞれ評価した。（D-F）

Ki16425 を P1-7 において連続髄腔内（i.t.）投与を行い、P8 で機械性疼痛反応（D）、EPW

テストの 2000 Hz（E）、250 Hz（F）の疼痛反応をそれぞれ評価した。n = 6, *P < 0.05 vs 

P8 Veh. Veh：Vehicle. 
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図 2-2  IPS モデルにおける視床下部において sPLA2-Ⅲの遺伝子発現が増加した 

（A-D）各種 PLA2 の視床下部における遺伝子発現変化のタイムコース。n = 5-6, ***P < 0.001 

vs Pre. 
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図 2-3 sPLA2-Ⅲ-KO マウスは IPS モデルにおける疼痛反応を抑制した 

（A-C）WT および sPLA2-Ⅲ-KO マウスで IPS モデルを作製し、P5 で機械性（A）、EPW

テストの 2000 Hz（B）、250 Hz（C）の疼痛反応をそれぞれ評価した。n = 10, *P < 0.05, ***P 

< 0.001 vs P5 WT. 
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図 2-4 sPLA2-Ⅲ阻害薬の連続脳室内投与は疼痛反応を抑制した 

（A-C）各 sPLA2-Ⅲ阻害薬を P1-7 において脳室内投与を行い、P8 で機械性疼痛反応（A）、

EPW テストの 2000 Hz（B）、250 Hz（C）の疼痛反応をそれぞれ評価した。n = 6, *P < 0.05, 

***P < 0.001 vs P8 Veh. Veh：Vehicle、Luf：Luffarielollide、Var：Varespladib. 
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図 2-5 IPS モデルにおいてミクログリアが関与し、PLX3397 前処置は疼痛反応を抑制し

た 

（A）IPS モデルにおける CD11b の発現変化のタイムコース。n = 6, *P < 0.05, vs Pre.（B）

PLX3397 の 2 週間処置による Iba1 の免疫染色画像。スケールバー：100 μm。（C）PLX3397

の 3 週間処置による CD11b の遺伝子発現の変化。n = 5-6, ***P < 0.001 vs Control.（D）

PLX3397 の 3 週間処置後、ストレス負荷後 1 日目における sPLA₂-Ⅲの遺伝子発現の変化

への影響。n = 5-6, *P < 0.05, vs Control- Pre.（E-G）PLX3397 を 3 週間経口摂取した後、

IPS モデルにおける P12 での機械性疼痛反応（E）、EPW テストの 2000 Hz（F）、250 Hz

（G）の疼痛反応をそれぞれ評価した。n = 4-8, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs Pre（-）, vs P12

（-）.（H-J）IPS モデルを作成したのち PLX3397 を 2 週間経口摂取した後、P19 での機械

性疼痛反応（H）、EPW テストの 2000 Hz（I）、250 Hz（J）の疼痛反応をそれぞれ評価し

た。n = 5-11, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs Pre（-）, vs P19（-）. （K-M）PLX3397 を 3 週間

経口摂取した後、IPS モデルを作成し、P5 から PLX3397 を退薬させ、ミクログリアを回復

させた。図は退薬後 P12 での機械性疼痛反応（K）、EPW テストの 2000 Hz（L）、250 Hz

（M）の疼痛反応をそれぞれ評価した。n = 6, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs Pre（-）, vs P12

（-）. 
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図 2-6 ミクログリアの除去は脾臓誘発性の疼痛反応を抑制した 

（A-C）PLX3397 を 3 週間経口摂取させた後、IPS モデルを作成し P5 で脾臓細胞を回収し

た。脾臓細胞をナイーブマウスに 1×106/150 μL で i.v.投与を行い翌日（P1）で疼痛反応

を評価した。機械性疼痛反応（A）、EPW テストの 2000 Hz（B）、250 Hz（C）。n = 4-8, ***P 

< 0.001 vs P1（-）-cont, vs P1（-）-IPS. 

 

  



33 

 

考察 

 

これまで FM と LPA に関しては酸性食塩水モデルおよび、断続的冷温ストレス負荷モデ

ルおよび IPS モデルにおいても LPA の関与は報告してきた[10]。LPA 生合成に関与の研究

の前段階として、LPAR1/3の関与を自ら確認するために、別の LPAR1/3拮抗薬である Ki16425

を P1-P7 の期間、毎日脳室内連続投与を行ったところ、投与翌日の P8 の機械性疼痛反応

および EPW テストにおいては Vehicle 群(Veh)における 2000 Hz および 250 Hz の疼痛閾

値低下が消失することが確認できた（図 2-1A-C）。さらに LPAR1/3 拮抗薬である Ki16425

をストレス後 1 日目から 7 日目まで脳室内投与をすると疼痛反応が抑制され、髄腔内投与

では疼痛反応が抑制されなかったことから、LPA は脳内で関与することが示唆された。慢

性ストレス負荷時には脳において LPC が増加するなど、脂質の割合が変化することが知ら

れており[60]、さらに LPA はストレスにおいて海馬で濃度の上昇がみられ、記憶や感情の

調節に関与することが示唆されている[61]。また ATX は FM の CSF において増加してい

ることからも[62]、LPA はストレス時における重要な因子であると考えられる。一方で、

CSF における LPC は検出限界下であるという報告もあり[21]、脳内の LPA 産生において

PLA₂が律速段階を担うことが推測される。 

FM において HPA axis の異常は報告されており[51]、IPS モデルにおける視床下部の LPA

合成酵素をリアルタイム PCR により解析を行ったところ、視床下部において sPLA₂-Ⅲが

増加することが明らかとなった。 

次に sPLA₂-Ⅲ-KO マウスを用い IPS モデルにおける疼痛評価を行ったところ、機械性お

よび電気刺激性疼痛反応を抑制した。第一章で得られた sPLA₂-Ⅲ阻害薬である#29、

Luffarielollide および Varespladib をストレス負荷 1 日後から 7 日後まで毎日脳室内に連続

投与を行ったところ、#29 と Luffarielollide で疼痛反応が抑制され、Varespladib では抑制

されなかった。#29 および Luffarielollide で抑制されたことから cPLA₂、iPLA₂阻害による

関与、Varespladib で抑制されなかったことから sPLA₂-V 阻害による疼痛抑制ではないと考

えられる。今回脳室内投与により疼痛抑制効果がみられたことから、脳内の sPLA₂-Ⅲの関

与が考えられるが脳領域の特定までは至れていない。視床下部における sPLA₂-Ⅲの発現増

加がおきていたことから視床下部の sPLA₂-Ⅲの関与が考えられるが、その他の脳領域の

sPLA₂-Ⅲの発現増加や、脳領域特異的なノックダウンによる疼痛反応への影響を検討する

必要がある。 

以前の報告で、酸性食塩水投与による FM モデルではミノサイクリンの投与によるミク

ログリアの活性化の阻害により、疼痛反応が抑制されることが示唆された[56]。また FM に

おいて脳内のミクログリアの活性が起きており、神経炎症を引き起こしている可能性が示

されていること[54]や、動物を使用した FM モデルにおいてミクログリアの関与が示唆さ

れている[55,56] ことが報告されている。さらに神経障害性疼痛において LPA がミクログ

リアを活性化することでさらなる LPA 産生につながることが報告されていることからも
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[12]、同様に脳内における LPA-ミクログリア経路が関与する可能性が考えられた。そこで、

IPS モデルにおけるミクログリアの活性化を検討するために、視床下部においてミクログリ

アのマーカーである CD11b の遺伝子発現の変化を解析したところ、ストレス負荷 4 日目に

おいて CD11b の遺伝子発現が増加していた。sPLA₂-Ⅲの発現がストレス負荷 4 日目から

ストレス負荷 1 日後まで増加しており、CD11b の発現上昇がストレス負荷 4 日目であった

ことから、sPLA₂-Ⅲの発現にミクログリアが関与している可能性が推測された。そこで、

PLX3397 を経口摂取させることでミクログリアの除去を試みた。PLX3397 を 3 週間摂食さ

せ、IPS モデルを作成したところ、対照群では sPLA₂-Ⅲの発現増加が見られた一方で、

PLX3397 を摂食させた群では増加は見られなかった。また、ストレス負荷 1 日後における

sPLA₂-Ⅲの発現は PLX3397 を摂取した群で減少傾向がみられた。以上の結果から、sPLA₂-

Ⅲの発現増加にはミクログリアが関与している可能性が示された。sPLA₂-Ⅲの発現メカニ

ズムで報告されていることとして、酸化ストレスによりアストロサイトで発現が増加する

こと[63]や SREBP1 が発現に関与していること[64]が示唆されている。ミクログリアの活

性化に伴い ROS が産生されることが報告されていることからも[65]、ミクログリアによる

ROS 産生がアストロサイトを刺激し sPLA₂-Ⅲの発現を誘導している可能性が考えられる。

また、SREBP1 は NMDA 受容体の刺激により誘導されることから[66]ミクログリア活性化

による液性因子の放出により神経の NMDA 受容体が刺激された結果、sPLA₂-Ⅲの誘導が

起きている可能性が考えられる。 

次に IPS モデルにおけるミクログリアと疼痛との関与の検討を行った。まず PLX3397 を

3 週間摂取した群では対照群と比較し、疼痛が顕著に抑制された。CD11b の発現増加はス

トレス負荷後において見られなかったことから、ミクログリアは疼痛形成に関与し、疼痛維

持には関与していないと考えられた。そこで、PLX3397 を疼痛形成後の P5 から 2 週間摂

取させたところ、疼痛反応は抑制されなかった。さらに疼痛形成後のミクログリアが関与し

ないことを検討するため、PLX3397 を前処置し、疼痛が抑制されたのちに退薬をさせるこ

とでミクログリアを回復させ疼痛への影響を検討したところ、疼痛は抑制されたままだっ

た。このことからミクログリアはストレス負荷時に活性化することで疼痛形成に関与し、疼

痛形成後の痛みの維持には関与しないと考えられる。 

また、近年酸性食塩水投与による FM モデルでは脳内のミクログリアの活性化を抑制す

ることで脾臓の活性化を抑制することが明らかとなった[56]。そこで、IPS モデルにおいて

も PLX3397 処置により脾臓細胞誘発性の疼痛が抑制されるのか検討を行ったところ、対照

群では顕著に疼痛反応が見られた一方で、PLX3397 摂取群では疼痛反応が誘発されなかっ

た。このことから IPS モデルにおいてもミクログリアの活性化は脾臓細胞を活性化し、全

身性の疼痛反応を引き起こしている可能性が考えられる。 

脾臓は交感神経系および副腎髄質系によって制御されていることが知られており、近年、

脳から脾臓へ投射する神経経路として、扁桃体中心核の CeA と視床下部の PVN の CRH 神

経からノルアドレナリン作動性の脾臓神経を介した脾臓免疫細胞の直接的な活性化経路が
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明らかになった[67]。また、繰り返し拘束ストレスは脾臓における免疫細胞の比率を変化さ

せ、これらにはグルココルチコイド受容体やβ-アドレナリン受容体の関与が重要であるこ

とが示されている [68]。免疫細胞においてもこれら受容体が発現しており、拘束ストレス

によって T 細胞の割合が変化する報告もある[69]。また、FM 患者の IgG をマウスへ投与

することにより疼痛反応が起きることが報告されていることから[70]、FM において全身の

免疫応答の変化が病態に関与することも推測されている。今回明らかとなった視床下部に

おけるミクログリアの活性化は、視床下部の神経に影響を及ぼし、脾臓の活性化および全身

性の免疫応答に影響を及ぼしている可能性が考えられる。今後として、脳内の LPA の増加

を LC-MS または MS-Imaging により解析を行い、ミクログリアおよび末梢免疫との関連を

明らかにすることが課題である。 

以上のことをまとめると、精神的ストレスにより視床下部の sPLA₂-Ⅲの遺伝子発現が増

加し、LPA を産生すると考えられる。LPA はミクログリアを活性化させ、sPLA₂-Ⅲの発現

を誘導し、さらなる LPA の産生に関与する可能性が考えられる。また、これらは視床下部

において神経炎症や HPA axis の異常を引き起こすことで、末梢における免疫機構の異常な

活性化により疼痛を誘発している可能性が考えられる。これら脳内の LPA におけるシグナ

ルは FM において重要な役割を持ち、FM と LPA 合成酵素の関与の解明は新たな病態メカ

ニズムの解明および治療標的となる可能性が考えられる。 
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総括及び結論 

 

本研究において私は慢性疼痛と LPA 合成酵素に関して検討を行い、以下の新規知見を得た。 

 

第一章 

神経障害性疼痛モデルにおいて、LPA 合成酵素のうち sPLA₂-Ⅲは神経障害によって脊髄

後角で遺伝子発現が増加し、疼痛に関与することを明らかにした。また、sPLA₂-Ⅲ阻害薬の

探索を行い、sPLA₂-Ⅲ に対し阻害効果のある#29 および#107 を得た。さらにそれら化合物

の前投与および後投与で疼痛抑制効果を持つことを明らかにした。 

 

第二章 

FM モデルである IPS モデルにおいて、脳内の LPAR1/3 が疼痛に関与することを明らか

にした。LPA 合成酵素に関して検討を行ったところ、視床下部において sPLA₂-Ⅲの遺伝子

発現が増加し、sPLA₂-Ⅲ-KO マウスで疼痛が抑制されることから、IPS モデルにおける

sPLA₂-Ⅲの関与を明らかにした。 

一方で、IPS モデルの脳内ではミクログリアが活性化し疼痛形成に関与すること、さらに

ミクログリアの抑制は脾臓細胞誘発性の疼痛を抑制することを明らかにした。 

 

以上、著者は各種マウスモデルを用いて、慢性疼痛と LPA 合成酵素の関与および役割の

一端を明らかにした。本研究の成果は LPA が関与する難治性慢性疼痛に対する新規病態メ

カニズムの解明および治療薬の開発に資する重要な基礎的知見を提供するものである。 
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