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はじめに

　神経因性疾痛は、自発痛、痛覚過敏反応（軽い痛み刺

激をより強い刺激と感じる症状）およびアロディニア

（痛みを惹起しない軽く触った程度の触刺激によっても

痛みが誘発される症状）を主症状とする神経の損傷や機

能障害などに起因した痛みの症候群である。神経因性疾

痛の原因となる疾患には、帯状庖疹後神経痛、有痛性糖

尿病神経障害、進行がんなどが挙げられるが、神経因性

疾痛患者は同一の原因疾患であっても、神経の損傷、障

害の程度などにより異なった症状を呈する場合があるこ

と、また他の神経因性疾痛患者と同様の症状を示してい

ても、同一の治療法で疾痛が改善されない場合があるこ

となどから、神経因性疾痛の発症ならびにその維持機構

は、非常に複雑なものであることが想定されている。こ

のような神経因性疾痛の機序を解明する目的で、これま

で様々な神経因性疾痛の動物モデルが作製され、行動薬

理学的検討から分子生物学的検討に至るまで、実に多角

的な検討がなされている’3｝。こうした基礎研究成果から、

神経因性疾痛の形成には脊髄における神経の可塑的変化

が重要な役割を担っていることが想定されている41。し

かしながら、その詳細な機序に関してはいまだ不明な点

が多く残されているのが現状である。一方、炎症性痔痛

はリウマチに代表される慢性疾痛の一つであり、炎症局

所の浮腫あるいは痛覚感受性増大などの症状により特徴

づけられている。最近、この炎症性疾痛の形成には、脊

髄における持続的な細胞内情報伝達系の活性化が重要な

役割を果たしていることが示唆されており5）、神経因性

疾痛同様、脊髄における神経の可塑的変化が炎症性疾痛

を引き起こす主因となっている可能性が推察されている。

　炎症性疾痛は非ステロイド性抗炎症薬（non－steroidal

anti－inflammatory　drugs；NSAIDs）やモルヒネでコ

ントロールできるのに対して、神経因性疾痛はこれらの

鎮痛薬に対して抵抗性を示す場合が多く、さらには適切

な治療法も確立されていないことが臨床上深刻な問題と

なっている。こうした神経因性疾痛と炎症性疾痛との間

に見られる鎮痛薬の効果の相違は、これらの疾痛が異なっ

た機構を有することが原因であると想定されるが、その

疾痛伝達機構の相違についてはいまだ明確にされていな

い。

　そこで本研究では、神経因性疾痛ならびに炎症性疾痛

の疾痛伝達機構を検討するために、これらの慢性疾痛動

物モデルを用いて、脊髄を介した疾痛伝達機構について

詳細に検討した。

1．神経因性痔痛の形成における脊髄内BDNFの役割

　これまで神経因性疾痛を含めた疾痛伝達機構は、glu－

tamateに代表される興奮性アミノ酸あるいはsubstance　P

のような神経ペプチドなどによって説明されてきたがぽ7｝、

最近これらの興奮性アミノ酸や神経ペプチドだけでは神

経因性疾痛を含めた疾痛伝達機構を十分に説明できない

ことが指摘されている。こうした背景の中、神経新生、

神経保護、さらにはシナプス可塑性の誘導因子の一つと

して位置づけられている脳由来神経栄養因子（brain－

derived　neurotrophic　factor；BDNF）が、痛覚伝達に

関わる一次求心性神経末端に存在していることが報告さ

れ、疾痛伝達における役割が注目されている剛。

　BDNFは通常、脊髄後根神経節（dorsal　root　ganglia；

DRG）の小径細胞において合成され8’91’）、一次求心性

神経の末梢端ならびに中枢端へ順向性に輸送される8・9）。

一方、BDNFの免疫活性は疾痛伝達に重要な役割を担っ

ている脊髄後角表層部に認められるものの、脊髄後角に

BDNF　mRNAの発現は認められないことから12・13）、脊

髄におけるBDNFの免疫活性はDRGで合成され、一次
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求心性神経を順向性に輸送されたものに由来していると

考えられている。摘出した脊髄組織にBDNFを処置する

と脊髄後角神経の興奮性が増大することから14・15）、一次

求心性神経末端から遊離されたBDNFは、内因性神経伝

達物質あるいは神経調節物質として脊髄後角神経の興奮

性を調節すると考えられている16・17｝。このようなことか

ら、神経因性疾痛の形成にも脊髄におけるBDNFが関与

している可能性が示唆されるが、その役割についてはい

まだ明確にされていない。そこで本研究では、坐骨神経

を半周だけ強度に結紮することによって作製した神経因

性疾痛モデルを用い、脊髄におけるBDNFが神経因性疹

痛の形成にどのような役割を果たしているかについて検

討した。

　本研究で用いた神経因性疾痛モデルでは、臨床の神経

因性疾痛患者で認められるのと同様に、著明かつ持続的

な熱刺激に対する痛覚過敏反応ならびに触覚刺激に対す

るアロディニアが結紮側の後肢においてのみ観察される。

このような神経因性疾痛モデルを用いて、脊髄後角にお

けるBDNFの免疫活性の変化を免疫組織化学的に検討し

たところ、坐骨神経を結紮した側の脊髄後角表層部では、

非結紮側と比較してBDNF免疫活性の有意な増大が認め

られた。このことから、神経損傷による脊髄後角での

BDNFの遊離増加が、神経因性疾痛の形成に関与してい

る可能性が想定される。そこで、神経因性疾痛モデルの

髄腔内にBDNFの特異的抗体を投与し、神経因性疾痛の

形成に及ぼす脊髄内BDNFの役割について検討した。そ

の結果、BDNFの特異的抗体を坐骨神経結紮前および各

測定前に繰り返し髄腔内投与することにより、坐骨神経

結紮による熱痛覚過敏反応は著明に抑制された（Fig．1）。

さらに、このような抑制効果は、特異的BDNF抗体の繰

り返し髄腔内投与を中止した後においても有意に維持さ

れていた（Fig．1）。こうしたことから、脊髄における

BDNFは神経因性痔痛の形成に重要な役割を果たしてい

る因子の一つである可能性が示唆された。

　一方、neurotrophin－4（NT－4）と呼ばれる神経栄養

因子も、BDNFと同様に細胞内にprotein　tyrosine

ldnase（PTK）ドメインを有する受容体型tyrosine

垣naseのTrkBに結合することが知られている。　NT－4は、

DRGならびに脊髄のいずれにおいてもその発現が認め

られる’°）ことから、脊髄のNT－4も神経因性疾痛の形成

に関与している可能性が考えられる。そこで本研究では、

神経因性疾痛の形成にNT－4が関与しているか否かにつ

いても検討した。しかしながら、NT－4の特異的抗体を

繰り返し髄腔内前処置しても、坐骨神経結紮による熱痛

覚過敏反応は全く抑制されなかった。近年、BDNF遺伝

子ノックアウトマウスの脊髄摘出標本では、C線維刺激

による脊髄反射ならびに脊髄後角神経のwind－up現象

（脊髄後角細胞の反応が刺激ごとに増強していく現象）
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Fig．1．　Effbct　of　repeated　mtrathecal（i．t．）treatment　witk　a

　　　speci丘c　antibody　to　BDNF　on　themlal　hyperalgesia

　　　induced　by　nerve　ligation　in　mice．　Groups　of　mice

　　　were　repeatedly　treated　i．t．　with　a　specific　BDNF　an－

　　　tibody（Ant三一BDNF；1：100）or　saline　l　hr　p亘or　to　sur－

　　　gery（day　O）and　once　a　day丘｝r丘rst　7　days　aj陀er　sur－

　　　gery．　From　day　8　to　day　14　after　nerve　ligation，　mice

　　　were　not　treated　with　the　antibody．　Each　pomt　repre－

　　　sents　the　mean±S．E．M．　of　7－8　mice．＊＊＊p＜0．001　vs．

　　　Saline－Sham　group，＃＃＃p＜0．001　vs．　Saline－Ligation

　　　9「oup・

が抑制されるのに対し、NT－4遺伝子ノックアウトマウ

スの脊髄摘出標本ではこのような抑制は認められないこ

とが報告されている’3）。こうした知見から、脊髄におけ

るNT－4は神経因性疾痛の形成にはほとんど関与してお

らず、神経損傷により脊髄において増加したBDNFが神

経因性疾痛の形成に重要な役割を果たしているものと思

われる。そこでさらに、BDNFの（＋／一）ヘテロノックア

ウトマウスを用いて、神経因性疾痛の形成における

BDNFの直接的な関与について検討したところ、野生型

マウスで認められる坐骨神経結紮による熱痛覚過敏反応

ならびにアロディニアは、BDNF（＋／一）ヘテロノックア

ウトマウスでは有意に抑制された。これらの結果から、

BDNFが神経因性疾痛の形成に関与する因子であること

が遺伝子レベルでも明らかとなった。

　ここまでの研究成果から、神経損傷により一次求心性

神経末端からの遊離が増加したBDNFが脊髄後角の可塑

的変化を引き起こし、それにより神経因性疾痛が惹起さ

れた可能性が考えられる。一方、BDNFはghtamateの
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（A）BDNF（111g，．．mL　40　sec）
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Fig．2．　Eflbct　ofK－252a　or　Ro－32－04320n　th（）BDNF－induced　inc1・ease　in　intracellullu・Caz」concelltration　ill　cultll1℃d　spmal　nell－

　　　　　rons．｛A、　B－i　and　B－iilSequent．id　images　ofillcrease　in　intracelluklr　Ca；’トconcentration　induced　by　BDNF　n　ng／mD　in

　　　　　cultured　spinal　neu1・011s．　BDNF　at　l　ng／ml　was　applied　by　superfUsion　fbr　40　s．　K－252a（15　and　l50　nM）or　R（バー32－0432

　　　　　〔1and　10μM｝was　pretreated　ill　cultured　spina111eurol〕s　lOmill　pr▲or　to　BDNF｛1ng／ln1｝applicatio11．｛C）Amplit．ude

　　　　　ofthe　BDNF－fnduced　increases　ill　intracellular　Caご〒concentration　il〕spillal　neurons．　K－252a｛15　and　15011M）or　Ro－32－

　　　　　0432〔1and　lOμM｝was　preh・eated　in　cultured　spillal　neurons　10　n〕h〕prior　to　BDNF｛1ng／mI）applicatiol1．　Data　rep－

　　　　　resent　the　mean±S．E．M．　of154－126　cells　fY・om　three　separat〔・d　obselへ・ati〔ms．＃＃p〈0．01　and＃＃＃p＜0．〔）01　vs．　BDNF－

　　　　　treated　cells．

遊離を促進させることが報告されていることからト川、

BDNFは　・次求心’性神経」ミ端からのghltalnateの遊離を

介して、神経因’性握耳i盲を惹起しているll∫能性も考えられ

る　そこで、BDNFがト111経細胞にlltl：抜作川して神経細胞

を興奮させる作用をイ∫するか否かを明硫にするために、

ノヒ1麦111歯↑｝（ノ）マウスのfr骨違力・ら｛乍膓～したイr愉6　b」fC∫音夕きト申

経細胞を使川し、BDNFによる神経細胞の興奮性を蛍光

指示薬であるnuo－3　AMを用いてCa♪イメージングを行っ

た　その結果、BDNFを脊髄初代培養神＄f細胞に処置す

ると、著二明かつ・過性のCaづ農度の増加が観察されたこ

とから【Fig．2｝、　BDNFは脊髄後角神経細胞をll｝1：接興

奮させ、L位中枢へと痛’lxを伝達している｜1∫能性が示唆

された　そこでさらに、BDNFを［E常マウスの髄腔内に

投り・することにより、痛みが惹起されるか否かについて
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検討したところ、BDNFの単回髄腔内投与により、投与

後6日間も持続する著明な熱痛覚過敏反応ならびにアロ

ディニァが観察された。このように脊髄におけるBDNF

は疾痛伝達に非常に重要な因子の一つであることが明ら

かとなり、一次求心性神経末端からのBDNFの遊離増加

が、神経因性疾痛の形成に深く関与している可能性が示

唆された。

2．神経因性痙痛の形成における脊髄内TrkBの役割

　BDNFはその受容体であるTrkBに作用し、様々なシ

グナル伝達を引き起こすことが知られている。そこで本

研究では、神経因性疾痛の形成におけるTrkBの関与に

ついて検討するために、TrkBのリガンド結合ドメイン

とヒトIgGのFc領域を結合させたTrkB／Fcキメラタンパ

ク質を用いて検討した。TrkB！Fcキメラタンパク質は、

自身が有するリガンド結合ドメインにより内因性の

BDNFを捕獲し、内因性のTrkBとBDNFとの結合を阻

害することでTrkBを介した反応を抑制する物質である。

このようなTrkB／Fcキメラタンパク質を繰り返し髄腔内

前処置すると、坐骨神経結紮による熱痛覚過敏反応なら

びにアロディニアは著明に抑制された。したがって、神

経因性疾痛の形成には脊髄におけるBDNFπ’r］田経路の

活性化が関与している可能性が示唆された。

　BDNFの受容体であるTrkBには、細胞内にPTKドメ

インを有する負111－length　TrkBとPTKドメインが欠損し

ているtruncated　TrkBの2種類の存在が知られてい

る2°・21｝。Full－length　TrkBは通常、単量体として存在す

るが、BDNFが結合すると二量体を形成し、これにより

血11－1ength　TrkBのPTK活性が上昇して、自身のチロシ

ン残基をリン酸化する。さらに、src　homology　2

（SH2）ドメインを有する様々な細胞内タンパク質が、

このリン酸化されたチロシン残基に結合し、PTKによ

るチロシンリン酸化を受け、他の細胞内分子との結合を

促進することにより細胞内へ次々と情報を伝えていくこ

とが明らかとなっている。一方、truncated　TrkBは

PTKドメインが欠損していることから、これまでシグ

ナル伝達能を有していないと考えられてきた22）。しかし

ながら近年、このtruncated　TrkBにも独自のシグナル

伝達経路が存在することが示唆されている2凡劉。さらに、

血ll－length　TrkBのみならず、　truncated　TrkBも疾痛

伝達に重要な役割を担う脊髄後角に存在していることが

報告されている25）。そこで本研究では、神経因性疾痛の

形成にどちらのタイプのTrkBが関与しているかについ

て、それぞれの特異的抗体を用いて行動薬理学的に検討

した。その結果、血ll－length　TrkBの特異的抗体の繰り

返し髄腔内前処置では、坐骨神経結紮による熱痛覚過敏

反応は著しく抑制されたのに対し、truncated　TrkBの

特異的抗体を繰り返し髄腔内前処置しても、坐骨神経結

紮による熱痛覚過敏反応は抑制されなかった（Fig．3）。

さらに、Trk（TrkA、　TrkBおよびTrkC）を介したPTK

の阻害薬であるK－252aを用いて、坐骨神経結紮による

熱痛覚過敏反応に対する影響について検討したところ、

K－252aの繰り返し髄腔内前処置により坐骨神経結紮に

よる熱痛覚過敏反応は著明に抑制された。また、正常動

物の髄腔内にBDNFを単回投与することにより認められ

る疾痛様症状も、K－252aの前処置により著明に抑制さ

れた。これら一連の結果から、神経損傷によって引き起

こされる神経因性疾痛の形成には、脊髄における血ll－le

ngth　TrkBのPTKの活性化を介した細胞内情報伝達系

の克進が深く関与している可能性が示唆された。

　一方、神経因性疾痛モデルの脊髄において、f㎞lL

】ength　TrkB量がどのように変化しているのかを検討す

るために、神経因性痔痛動物の脊髄から細胞膜分画標本

を作製し、脊髄における膜結合型full－length　TrkB量を

Western　blot法により検討した。その結果、坐骨神経

を結紮することにより、坐骨神経を結紮した側の脊髄に

おいて膜結合型fh11－1ength　TrkB量の著明な増加が認め

られた。最近、BDNF刺激により、血ll－length　TrkBの

PTKを介して、細胞内に存在するf㎞11－length　TrkBが細

胞膜へと移行する（トランスロケーション）現象が報告

されている。そのため、本研究で得られた坐骨神経結紮

による脊髄の膜結合型fh11－1ength　TrkB量の増加も、こ

のトランスロケーションに一部起因している可能性が推

察される。そこで、神経因性痔痛動物にBDNFの特異的

抗体を繰り返し髄腔内投与し、神経因性疾痛の形成を抑

制した動物から脊髄細胞膜分画標本を作製して、脊髄に

おける膜結合型f㎞11－1ength　TrkB量の変化について検討

した。その結果、BDNFの特異的抗体を繰り返し髄腔内

投与することにより、神経因性疾痛の形成と同様に、坐

骨神経結紮による膜結合型f㎞ll－length　TrkB量の増加は

著しく抑制された（Fig．4）。これらのことから、神経

損傷によって引き起こされる神経因性疾痛の形成には、

脊髄におけるBDNF刺激を介したfhll－length　TrkBの細

胞膜へのトランスロケーションが一部関与している可能

性が示唆された。

3．神経因性痙痛の形成における脊髄内PKCの役割

　BDNFの受容体である血ll－length　TrkBの下流には、

生体内の細胞内応答において非常に重要な役割を担う種々

の酵素が存在しており、これらの酵素の活性化により様々

な生理反応が引き起こされることが知られている。

Full－length　TrkBの下流に存在するこのような酵素の

うち、phospholipase　C（PLC）γ1はその構造中にSH2

ドメインを有していることから、前述したような機序を

介してPTKによる直接的な活性化を受ける26b　PLCγ1

は、他のPLCアイソフォームと同様に基質となるphospho一
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Fig．3．　Ef丘cts　of　repeated　i．t，　treatment　with　speci危c　antibodies　to　fhll－length　TrkB（A；Anti－fUll－length　TrkB）and　tmncated

　　　TrkB（B；Anti－truncated　TrkB）on　thermal　hyperalgesia　induced　by　nerve　ligation　in　mice．　Groups　of　mice　were　repeat－

　　　edly　treated　i．t．　with　these　TrkB　antibodies（1：100）or　saline　l　hr　p亘or　to　surgery（day　O）and　at　eveワassay　fbr　7　con・

　　　secutive　days　a丘er　surgery．　Each　poillt　represents　the　mean±S、E．M．　of　6　mice．＊p＜0．05，＊＊p＜0．01　and＊＊＊p＜0．001　vs．

　　　Saline－Sham　group，＃＃p＜0．01　and＃＃＃p＜0．001vs．　Saline－Ligation　group．

inositol－4，5－bisphosphate（PIP、）を加水分解し、

inositol－1，4，5－trisphosphate（IP，）産生を介した細胞内

Ca2＋の増加やdiacylgrycerolを介したprotein　kinase　C

（PKC）の活性化を引き起こす。　PKCは、その活性上昇

により、慢性疾痛の基盤をなすと考えられているwind

up現象やcentral　sensitization（脊髄後角細胞が過敏状

態になり、弱い刺激に対しても過剰に反応するようにな

る状態）といった脊髄後角の可塑的変化を惹起すること

が知られている6｝。そこで本研究では、神経因性疾痛動

物の脊髄におけるPKCの活性変化を、　PKCの活性化の

指標となるリン酸化型PKCの特異的抗体を用いて免疫

組織化学的に検討した。その結果、脊髄後角表層部にお

けるリン酸化型PKCの免疫活性は、坐骨神経を結紮す

ることにより著明かつ有意に増大した（Fig．5）。さら

に、その免疫活性は脊髄後角の内層部にまで浸潤してい

ることが明らかとなった。そこで選択的PKC阻害薬を

用いて、神経因性疾痛の形成における脊髄内PKCの役

割について行動薬理学的に検討したところ、神経因性疾
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　　　spinal　cords（L4－L6）obtamed伽m　sham－operated　or

　　　nerve－ligated　mice．　Groups　of　mice　were　repeatedly

　　　treated　i．t．　with　a　speci五c　BDNF　antibody　or　salme

　　　just　before　surgery　alld　once　a　day貴）r　7　days　after

　　　surgery．　Samples　were　prepared　24　hr　after　the　last

　　　i．t．　i可ection．　Each　colu皿n　represents　the　mean±

　　　S．E．M．　fbr　4　samples．＊＊＊p＜0．001　vs．　Saline－Sham

　　　group，＃＃＃p＜0．001　vs．　Saline－Ligation　group．

痛動物において認められる熱痛覚過敏反応は、選択的

PKC阻害薬であるRo－32－0432の繰り返し髄腔内前処置

により用量依存的かつ有意に抑制された（Fig．6）。一方、

PKCアイソフォームの中でもCa2◆依存性PKCファミリー

に属するPKCγは、神経特異的で脳および脊髄にのみ

存在しており、活性化されると細胞膜にトランスロケー

ションする性質を有している。また、近年、Tonegawa

らのグループにより作製されたPKCγの遺伝子ノック

アウトマウスを用いた検討から、PKCγはシナプス長

期増強を調節する主要因子の一つであることが明らかと

なった27）。　Malmbergらは、このPKCγ遺伝子ノック

アウトマウスを用いて、神経因性疾痛の形成における

PKCγの役割について検討を行い、　PKCγが神経因性

疾痛の形成に関与する主要因子の一つであることを見出

した28’。そこで本研究では、このPKCγに着目し、神経

因性痔痛モデルの脊髄における膜結合型PKCγ量の変

化をWestern　blot法に従って検討したところ、神経因

性疾痛動物の脊髄では膜結合型PKCγ量の有意な増加

が認められた。これらの結果から、神経因性痔痛の形成

には脊髄におけるPKC、特にCa2＋依存性PKCの活性化

が重要な役割を果たしている可能性が示唆された。

　一方、脊髄初代培養神経細胞にBDNFを処置すること

により引き起こされる細胞内Ca2応答は、　Trk依存的な

PTK阻害薬であるK－252aならびに選択的PKC阻害薬で

あるRo－32－0432の前処置により著明に抑制された（Fig．

2）。さらに、BDNFの単回髄腔内投与により引き起こさ

れる疾痛様症状も、K－252aならびにRo－32－0432の前処

置により著しく抑制された。こうした結果から、脊髄に

おけるBDNF／血ll－length　TrkB経路の活性化に伴った

PKCの活性化は、脊髄後角の可塑的変化を惹起し、神

経因性疾痛を引き起こしている原因となっている可能性

が示唆された。

4．炎症性痔痛の形成における脊髄内BDNFおよび

　PKCの役割

　近年、炎症誘発物質であるcomplete　Freund’s

a（Uuvant（CFA）の足蹴皮下投与による炎症性疾痛動物

のDRGおよび脊髄において、　BDNFならびにTrkBの発

現量が増加することが報告されている291。また、TrkB

抗体の髄腔内投与により炎症誘発物質であるfb㎝alin投

与後の即時性の疾痛関連行動が抑制されることや1引、

BDNFならびにTrkBのアンチセンス核酸の髄腔内投与

によりcarrageenan投与による炎症性痔痛モデルにおけ

る熱痛覚過敏反応が抑制されることが報告されている3°‘。

そのため、神経因性疾痛のみならず、炎症性疾痛の形成

においても脊髄におけるBDNFが重要な役割を担ってい

る可能性が示唆される。そこで、炎症性疹痛の形成にも

この経路の活性化が関与しているか否かを明らかにする

ために、CFAの単回足蹟皮下投与による炎症性疾痛モ

デルを作製し、炎症性痔痛の形成における脊髄内BDNF

の関与について検討した。しかしながら、神経因性痔痛

モデルとは異なり、炎症性疾痛モデルに対してBDNFの

特異的抗体を繰り返し髄腔内前処置しても、熱痛覚過敏

反応は抑制されず、さらに脊髄における膜結合型f㎞11－le

ngth　TrkB量にも変化が認められなかった。こうした

結果は過去の報告と矛盾するものであるが、これまでの

報告のほとんどが炎症誘発物質投与数時間後から数日間

後に急性的な検討をしているのに対して、本研究では

CFAを投与してから少なくとも7日間にわたって炎症性

疾痛の形成における脊髄内BDNFやfhll－length　TrkBの

関与を慢性的に検討している。そのため、神経因性痔痛

と比較して炎症性痔痛の形成には、脊髄におけるBDNF

／血11－length　TrkB経路の関与は非常に少ない可能性が

示唆される。さらに、BDNFの下流に存在するPKCの

関与についても検討したが、CFA投与による熱痛覚過
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敏反応は選択的PKC阻害薬であるRo－32－0432を繰り返

し髄腔内前処置してもほとんど抑制されず（Fig．6）、

脊髄におけるPKCの免疫活性ならびに膜結合型PKCγ

量にも変化が認められなかった。これらの結果から、神

経因性疾痛と比較して、炎症性疾痛の形成には脊髄にお

けるPKCの関与も少ない可能性が推察される。

5．神経因性疾痛ならびに炎症性痔痛の形成における

　脊髄内PKAの役割

　最近、炎症時の脊髄後角においてprostaglandin　E、

（PGE、）の遊離が引き起こされ、これが痛覚過敏反応を

誘導する原因の一つであることが示唆されている3D。当

教室でも、CFAの足蹴皮下投与による炎症性疾痛モデ

ルの脊髄において、PGE、の反応性が充進していること

を確認している。また、炎症時の脊髄において誘導型

cyclooxygenase（COX）であるCOX－2のmRNAが増加

することや炎症性疾痛動物における熱痛覚過敏反応が、

COX－2阻害作用の強いNSAIDsの繰り返し髄腔内投与に

より抑制されることを明らかにしている。そのため、炎

症性疾痛の形成には、脊髄におけるCOX－2／PGE、経路の

活性化が重要な役割を担っている可能性が示唆される。

一方、このPGE、の受容体サブタイプの一つであるEP，

受容体は、Gsタンパク質共役型の受容体であり、脊髄

にもその局在が認められている32’。したがって、局所の

炎症により脊髄後角において遊離されたPGE、が、　EP、

受容体を介してその下流に存在するprotein　kinase　A

（PKA）を活性化し、炎症性疾痛を惹起させる可能性が

推察される。そこで、炎症性疾痛動物の脊髄凍結切片を

作製し、PKAの活性化の指標となるリン酸化型PKA免

疫活性の変化について免疫組織化学的に検討した。その

結果、炎症性疾痛モデルの脊髄後角では、リン酸化型

PKAの免疫活性の有意な増大が認められ（Fig．7）、ま

たPKAの基質であり、遺伝子発現を誘導するcyclic

AMP－response　binding　protein（CREB）のリン酸化

型免疫陽性細胞数も有意に増加していた。さらにはこう

した結果を支持するように、選択的PKA阻害薬である

KT－5720の繰り返し髄腔内前処置により、炎症性疾痛

モデルで認められる熱痛覚過敏反応は著明に抑制された

（Fig．8）。近年、　PKAの調節サブユニットの一つである

RIβサブユニット遺伝子ノックアウトマウスでは、　fbr

malinの足聴投与により引き起こされる即時性の疾痛関

連行動が、野生型マウスに比べて著明に減少することが

報告されている33）。これらのことから、急性の炎症性痔

痛のみならず、持続的な炎症性痔痛にも脊髄における

PKAの活性化が関与しているものと考えられる。

　一方、脊髄におけるPKAが、神経因性疾痛の形成に

も関与しているか否かについて検討したが、神経因性疾

痛モデルにおける熱痛覚過敏反応は、選択的PKA阻害

薬であるKT－5720を繰り返し髄腔内前処置しても抑制

されず（Fig．8）、脊髄後角におけるリン酸化型PKAの

免疫活性にも変化は認められなかった。こうした結果は、

PKA　RIβサブユニット遺伝子ノックアウトマウスでは、

神経損傷による痛覚過敏反応が抑制されないという報告

に非常によく対応している33）。これらのことから、脊髄

におけるPKAの活性化は神経因性疾痛よりも、炎症性

疾痛の形成に深く関与しているものと考えられる。

6．おわりに

　本研究成果により、神経因性疾痛の形成には脊髄にお

けるBDNF／血ll－length　TrkB経路の活性化に伴った

PKCの活性化が深く関与していることが明らかとなっ

た。一方、炎症性痔痛の形成には脊髄のPKAに連関し

た疾痛伝達機構が存在することが明らかとなり、神経因

性疾痛と炎症性疾痛の脊髄を介した疾痛伝達機構には、

異なる細胞内情報伝達系が関与する可能性が明らかとなっ

た。そのため、このような脊髄を介した疾痛伝達機構の

相違が、神経因性疾痛と炎症性疾痛時に認められるモル

ヒネの感受性の違いを生み出している可能性が想定され

る。しかしながら、これらの疹痛伝達機構に関してはい

まだ不明な点が多く残されているため、今後、神経因性

疾痛と炎症性疾痛形成機構の相違やそれらの共通因子を

より詳細に探索することにより、これらの疾痛伝達機構

の全貌や神経因性疾痛時に認められるモルヒネ抵抗性の

原因が解明されることを期待したい。
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Fig．7．　IIlcrease　ill　immunoreactivity｛IR｝to　phosphorylated－PKA｛p－PKA）at　7　days　after　CFA　injectiol1（B）in　the　stlperficial

　　　　　　laminae　of　the　ipsilateral　dorsal　horn　of　the　spinal　cord　colnpared　t〔｝that　in　saline－injected（A）mice．　Scale　bars：50μ

　　　　　　m．〔C）The　density　of　p－PKA－like　IR　in　each　spinal　cord　slice　was　measured　using　NIH　Image．　The　level　of　p－PKA－like

　　　　　　IR　ill　the　superf］cial　dorsal　horn　of　the　spinal　cord　in　CFA－injected　mice　is　expressed　as　a　percent　increase（mean±

　　　　　　S．E．M．）with　I・espect　to　that　in　salille－injected　mice．二1；：…：pく0．01vs．　Saline　group．
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Fig．8．　Effbct　of　repeated　i．t，　treatment　with　tlle　selective　PKA　inhibitor　KT－57200n　thermal　hyperalgesia　induced　by　nerve

　　　　　　ligation（A）and　CFA　il亘ection（B）ill　mice．　Groups　of　mice　were　repeatedly　treated　i．t．　with　KT－5720（10，30　and　100

　　　　　　pmoVmouse）〔〕r　vehicle（VEH）30　mill　befbre　nerve　Iigation（A）or　CFA　injection｛B），　and　once　a　day　fbr　7　consecutive

　　　　　　days　after　nerve　hgation　or　CFA　injection，　respectively．　Data　sllow　the　latency　ofpaw　withdrawal　ill　respollse　to　a　ther－

　　　　　　mal　stimulus　oIl　t1〕e　ipsilateral　side　7　days　af七er　nel、・e　ligation　or　CFA　iIλiection　in　mice．　Each　column　represents　the

　　　　　　meall±S．E．M．　of　6　mice．：…；＊；…：p〈0．001　vs．　VEH－Sham　or　VEH－Saline　group，耕＃p＜0．001vs．　VEH－CFA　group．　n、s．；not

　　　　　　significant．
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DiHbrential　involvement　of　a　spinal　nociceptive　signaling　pathway　in　neuropathic　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pain－1ike　states　in　mice

inflammatory

Yoshino亘YAJIMA

Depart皿ent　of　Toxicology，　Hoshi　University，　School　of　Pharmacy　and　Pharmaceutical　Sciences

　　　Neuropathic　pain，　which　is　charactedzed　by　spontaneous　burning　pain，　hyperalgesia（exaggerated　pain　in　response　to

painf㎞l　stimuli）and　allodynia（pain　caused　by　normally　innocuous　stimuli），　is　the　most　dif五cult　pain　to　manage　in　the　pain

clinic，　because　the　pain　is　often　re丘actory　to　general　analgesics　such　as　non－steroidal　anti－inflammatory　drugs　and　morphine，

which　are　usually　used　fbr　inflammatory　pain．　There｛bre，　there　seems　to　be　dif丘rences　in　the　mechanisms　of　pain　processing

between　neuropathic　and　inflammatory　pain．　However，　the　respective　detailed　mechanisms　are　not　f已lly　understood．　The　pre－

sent　study　was　then　undertaken　to　investigate　the　dif琵rences　in　the　mechanisms　of　pain　processing　between　neuropathic　and

innammatory　pain　usmg　behavioral，　biochemical　and　immunohistochemical　approaches．　The　present　findings　demon8trated

that　the　activation　of　a　brain－derived　neurotrophic　factor！血ll－length　Trk助）rotein　kinase　C－mediated　signaling　pathway　in　the

spinal　cord　might　be　responsible　fbr　the　development　of　a　neuropathic　pain－like　state．　In　contrast，　the　activation　of　protein

kinase　A　in　the　spinal　cord　may　predominantly　contribute　to　the　development　of　an　innammatory　pain－like　state　in　mice．　Con．

clusively，　these　findings　provide　evidence　that　there　are　diHbrent　mechanisms　of　pain　processing　in　the　spinal　cord　between

neuropathic　and　inflammatory　pain－like　states．
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