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神経障害性痙痛発生に与える影響
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<はしがき＞

末梢感覚ニューロンが損傷されると、損傷部位及び脊髄後根神経節の細胞体

において異常自発性放電が観察される。この現象は、神経損傷、糖尿病、帯状

萢疹をはじめとする多くの疾患に伴う瘻痛の要因と考えられている。旧来の電

気生理学的研究に基づいて、この自発性放電現象はナトリウム(Na+)チャネルと

カリウム(K+)チャネルの相対的な活動状態の変化によるものとして説明されて

いる。しかしながら、今日多数の膜電位依存性Na並びにK+チャネルの遺伝子が

同定されているにもかかわらず、この現象を分子生物学的あるいは生化学的に

掘り下げて解析した研究はない。

これまで研究で我々は、電位依存性Na+,K+チャネルの脊髄後根神経節におけ

る発現および局在をメッセンジャー剛A(InRNA)あるいは蛋白レベルで明らかに

してきた。さらに坐骨神経切断ラットの脊髄後根神経節での予備実験から、(i)

膜電位依存性Na+チャネルの特定のサブタイプのmRNAが増加することと、(ii)

膜電位依存性K+チャネルの特定のサブタイプのmRNAと蛋白が減少することを

見出しつつある。

我々は神経障害性痙痛の発生機序として、一次感覚ニューロンの損傷受傷部

位で誘導される未知の分子がもたらすシグナルが逆行性に核に伝達され、膜電

位依存性イオンチャネル遺伝子群の転写活性を増減させるという作業仮説を立

てている。この仮説の検証のために、本研究では損傷ニューロンで異常発現を

示す電位依存性Na+,K令チャネルのサブタイプを特定し、その遺伝子発現を調節

する誘導因子を同定することを試みた。
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研究成果

三

1．損傷受傷一次感覚ニューロンにおけるイオンチャネルの発現変化（論文投

稿準備中）

経過および結果は、以下の通りである。

（1）ラット膜電位依存性K+チャネル(Kvl.1とKvl．2)のアミノ末端に対する抗

体を作製した｡Kvl.1あるいはKvl.2の相補DNAを導入したCOS-7細胞で特異的

な染色が認められた。いずれの抗体でも、ラット小脳膜分画を用いたウエスタ

ンプロット解析において、約75kDの特異的なバンドが確認された。

（2）正常ラット腰部脊髄後根神経節と三叉神経節を蛍光抗体法によって染色

したところ、Kvl.1あるいはKvl｡2陽性の細胞は中～大型であり、その50%以上

はニューロフイラメント(RT97)にも同時陽性であった。IB4(イソレクチン）

あるいはペリフェリンと同時陽性の細胞は僅かであった｡

（3）脊髄後角の免疫組織染色では、Kvl｡1、Kvl.2の反応性は深部III-IV層で

顕著であった。

（4）ラットヒラメ筋の免疫組織染色では、Kvl｡1およびKvl｡2の反応性が螺旋

状の構造物に認められた。この部位は、抗ニューロフイラメント抗体にも反応

性を示したことから、感覚ニューロンの末梢側の筋感覚受容体として特殊な構

造とっていると考えら、Kvl.1およびKvl.2チャネルは筋感覚受容体近傍の活動

電位の発生調節に関与することが推測された。



（5）成体ラットの前脛部に蛍光標識金コロイドを注入して脊髄後根神経節内

の細胞体を蛍光標識したところ、その一部はKv1.1あるいはKv1.2についても

陽性であった。

（6）成体ラットの坐骨神経を結紮した痙痛モデルでは、腰部脊髄後根神経節

ニューロンの細胞体でKvlo1およびKvl｡2の免疫反応性の低下が認められた。

以上の（1）～（6）の結果から、Kv1.1，Kv1.2チャネルの正常神経におけ

る役割は、筋および皮層に分布する非侵害性感覚受容ニューロンにおける活動

電位の大きさ、頻度、伝播等の調節であることが示唆された。また、神経損傷

後にこれらのチャネルの発現低下が、非痛覚（触覚、振動覚、温度覚等）ニュ

ーロンと二次痛覚ニューロンとの異所性シナプスの形成と相俟って、痛覚過敏、

アロディニアで観察される過剰膜興奮をもたらす可能性が推測された。

2．軸索損傷後の末梢神経で誘導される遺伝子群の探索

哺乳動物の末梢神経軸索が損傷されると、損傷部位より遠位側はWaller変性

に陥り軸索は消失する。一方、近位側断端では軸索の再生が始まる。これらの

生体反応が生じる際には、多数の分子の発現が誘導されることが予想されてい

る。しかしながら、従来の多くの研究にもかかわらず、これらの分子群の全貌

は未だに明らかにされていない。また、このようなの中に膜電位依存性チャネ

ルの発現量を変化させる分子が存在すると予想される。本研究では、坐骨神経

伸長モデルおよび坐骨神経切断モデルを用いて、分子同定を試みた。

（1）坐骨神経伸長モデル(0samuraetal.,2005;Hagiwaraetal.,2005)

成体ラットの左大腿骨にステンレス製のピンを固定し、骨切り後に坐骨神経

を延長した。伸長速度によって1．0，2．0，20.0m/日の3群に分けて、いずれ



のグループも合計20.0mまで伸長した。伸張した神経のトルイジン・ブルー

染色を行ったところ､Waller変性は1｡0，2｡0m/日群では認められなかったが、

20.0m/日群では顕著であった。

次に、腰部脊髄後根神経節および坐骨神経からRNAを抽出し、インターロイ

キン16(IL16)、インターロイキン6(IL6)、腫瘍壊死因子a(TNFo!)、神経

成長因子(NGF)、脳由来神経栄養因子(BDNF)、ニユーロトロフイン3(NT-3)、

ニユーロトロフイン4/5(NT-4/5)に特異的なプライマーを用いて、半定量的

RT-PCRを行った。腰部脊髄後根神経節では、IL1β、IL6のnlRNA量が上昇がし、

TNFα、NGF、BDNF、NT-3、NT-4/5のmRNA量に有意な変化は認められなかった。

伸長した坐骨神経では、TNFαのmRNA量が上昇がし、ILlβ、IL6、NGF、BDNF、

NT-3、NT-4/5のInRNA量に有意な変化は認められなかった。腰部脊髄後根神経節

および坐骨神経におけるこれらのmRNA発現量の上昇は､Waller変性が認められ

ない1．0，2．0m/日群でも有意であった。

これらの結果から、IL6、TNFαをはじめとするサイトカインは、損傷を受け

たニューロン、シュワン細胞で誘導、分泌される主要な因子であることが想定

された。

（2）坐骨神経切断モデル（投稿準備中）

成体ラットの左坐骨神経を切断し、3－7日後に近位側断端および健常な右

坐骨神経幹からinRNAを抽出した。cDNA合成の後、サブトラクション・ハイブリ

ダイゼーシヨン法を行い、cDNAクローン約150個を得た。これらの塩基配列を

決定し、GenBank/EMBL/DDBJに登録されているデータと比較したところ、89%が

既存の配列と一致もしくは高い相同性を示した。コードされるタンパクの内訳

は、細胞外マトリックスおよび細胞膜表面分子25％、細胞骨格関連分子14％、



リン酸化酵素等の代謝酵素18％、分泌タンパク11％、RNA合成関連分子4%、

タンパク合成関連分子4％、細胞周期・DNA複製関連分子3%、その他21%であ

った。

3．今後の展開と計画

損傷後の末梢神経では多数の遺伝子の発現が誘導されることが確認された。

今後、これらの遺伝子産物が膜電位依存性チャネル（特にKvl.1とKvl.2)の発

現量を変化させるかどうか、またそのために神経損傷後の瘻痛が増強するかど

うか、詳細に検討する予定である。


