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Thesis

酸化型ガレクチン-1 による神経因性疼痛の抑制

－ラット坐骨神経切断モデルを用いた検討－

埼玉医科大学総合医療センター麻酔科

（指導：宮尾　秀樹教授）

会田　由紀男

　神経因性疼痛は末梢神経あるいは中枢神経の機能異常により生じる機能性疼痛である．その発症
メカニズムは複雑で治療に難渋することも多い．今回我々はラットを用いて坐骨神経切断モデルを作
製し，その坐骨神経切断部に末梢神経再生促進因子である酸化型ガレクチン- 1を 0.84μg，単回直接
投与した．そして末梢神経傷害後の神経再生と神経因性疼痛の発症抑制の関連および酸化型ガレクチ
ン- 1の神経因性疼痛治療としての可能性について検討した．
　坐骨神経を切断して酸化型ガレクチン- 1を投与した 14日後に，自傷行動を判定した．また後根神
経節を含む坐骨神経およびその入力相当レベルの脊髄を摘出して，抗サブスタンス P受容体（NK1R）
抗体を用いたウェスタンブロット解析と，抗サブスタンス P抗体，抗 NK1R抗体，抗 P0（末梢神経ミ
エリン糖蛋白）抗体を用いた免疫組織化学染色を行った．
　酸化型ガレクチン- 1投与により自傷行動スコアは有意な低下を示し，さらに坐骨神経切断端の神経
線維の伸長促進，抗 P0抗体の発現の増加，後根神経節での小型細胞の維持，サブスタンス Pの発現
の増加，脊髄でのサブスタンス Pの発現の増加と NK1Rの発現の減少が認められた．以上のことから
酸化型ガレクチン- 1が末梢神経切断後に後根神経節の小型細胞の維持を介して神経因性疼痛の発症
を抑制する可能性が示唆された．
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緒　言

　神経因性疼痛は侵害刺激を起こす組織損傷がなく
ても，末梢神経系や中枢神経系の器質的あるいは機能
異常の結果として生じる機能性難治性疼痛で，臨床的
には帯状疱疹後神経痛，三叉神経痛，幻肢痛などが良
く知られている．また動物モデルにおいても坐骨神経
切断モデルラットで患肢の爪や趾を噛み，傷つける自
傷行動を認めることが知られている．これは坐骨神経
切断後に患肢に生じた疼痛あるいは異常知覚に対す
る反応でヒトの神経因性疼痛に相応すると考えられて
いる1)．神経因性疼痛の発症には痛覚に関わる種々の
メカニズムが複雑に絡み合っていると考えられるが，
末梢におけるサブスタンス P（SP）や calcitonin gene -
related peptide（CGRP）などの神経ペプチドや脊髄後

角で起こるシナプスの構造的変化すなわち神経再構築
が強く関与しているといわれている2, 3)．SPは後根神経
節（dorsal root ganglion : DRG）の小型細胞で産生され
脊髄後角に運ばれるが，末梢神経切断後には脊髄後角
の SPの発現量は減少しシナプス後細胞では SP受容
体である NK1Rの発現が増加する2, 3)．また脊髄後角の
表層に存在する NK1Rを，選択的な細胞毒である SP -
サポリンを用いて不活化すると神経因性疼痛の発症が
抑制され，また発症後でも治療効果を示したという報
告もある4, 5)．このことは NK1Rを発現している脊髄の
神経細胞が神経因性疼痛の発症と継続に何らかの役割
を果たしていることを示唆している．
　末梢神経が切断されると脊髄後角 I層，II層に終わ
り痛覚を伝える C線維が萎縮，消失し，本来 III層，
IV層に終わり触覚を伝える Aβ線維が I層，II層に進
入し後角ニューロンとシナプスを形成，いわゆる Aβ医学博士　甲第 866号　平成 15年 3月 28日 （埼玉医科大学）
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線維の C線維化が起こるようになる．この結果正常
では痛みを引き起こさない軽微な触覚刺激により痛
みを生じるようになると考えられており，神経因性疼
痛発症の理論的根拠となっている2, 3, 6)．神経成長因子
（NGF）を投与して DRGの小型神経細胞を維持するこ
とによりこれらの変化を阻止できることがラットを用
いた実験で確認されており2, 7, 8)，神経再構築は中枢側
への NGFの供給が途絶して DRGの神経細胞が死滅
することがその一因とされている2, 9)．
　神経因性疼痛に対しては各種の鎮痛薬，神経ブロッ
クなどの対症療法が主に行われてきたが多彩な症状
と複雑な発症メカニズム，また心理的要因もありその
治療には難渋することが多い．しかしその原因療法は
やはり傷害された神経の修復とそれに伴う機能回復で
あると考えられる．NGFによりラットの坐骨神経の
再生が促進されたという報告10)もあるが，胎生期ラッ
トの DRGの神経細胞の生存維持と神経突起伸展には
NGFは必須で高い活性を示すのに対して成熟後は必
須ではなく11 -13)，さらに NGFには突起伸展作用はある
が生存維持作用はないことも現在では明らかになって
いる11, 14)．
　傷害された神経を修復，再生する役割を担う物質と
して，最近，堀江らにより報告された酸化型ガレクチ
ン- 1が注目されている15, 16)．堀江らはミドリザル腎由
来の株細胞である COS1細胞の培養上清に末梢神経の
再生促進活性を見いだし，ここから酸化型ガレクチン
- 1が同定された16)．ガレクチン- 1はβ-ガラクトシドに
特異的に結合する動物レクチンであるガレクチンファ
ミリーの一種であり，還元型では細胞の接着，増殖
などに関与するといわれている17, 18)．このガレクチ
ン- 1の酸化型が生体内で損傷後軸策再生の初期過程
において重要な役割を果たしていることが明らかに
なった 16, 19)．
　本研究では坐骨神経切断モデルラットに酸化型ガ
レクチン - 1を投与して，自傷行動の評価，また脊髄，
DRGにおける SP，NK1Rの発現の解析を行い，末梢神
経の修復，再生による神経因性疼痛治療の可能性につ
いて検討した．

対象と方法

1. 坐骨神経切断モデルと酸化型ガレクチン-1投与
　本実験のすべての実験動物の取り扱いは埼玉医科大
学動物実験指針に基いて行われた．
　生後 10～ 12週の 200～ 250 gの Sprague -Dawley系
雄性ラット（埼玉実験動物供給所，埼玉）32匹をペ
ントバルビタール腹腔内投与（40 mg/kg）によって
麻酔した後，右側大腿中央部を切開して坐骨神経を
露出，三枝分岐中央側を切離した．再結合を避けるた
め切断神経末梢側を 5 mm切除し，0.84μgの酸化型
ガレクチン- 1を切断部に直接投与した後（酸化型ガレ

クチン- 1投与群 n＝19），筋層および皮膚を縫合によ
り閉創した．また対照群（n＝13）には同量のリン酸緩
衝液（PBS）を投与した．坐骨神経切断の 14日後に右
側大腿部を切開して坐骨神経の伸長を肉眼で観察し，
抗 P0（末梢神経ミエリン糖蛋白）抗体を用いた免疫組
織化学染色を行い，酸化型ガレクチン- 1投与群と対照
群の神経再生の差違について検討した．尚，酸化型ガ
レクチン- 1はキリンビール株式会社医薬カンパニー生
産技術センターの門屋利彦博士より供与されたものを
使用した．

2. 自傷行動の評価
　坐骨神経切断の 14日後にWallらの方法1)を用いて
自傷行動の評価を行った．すなわち 1趾以上の爪の
咬傷は 1点とし，末梢関節 1趾の損傷につき各 1点
の追加，中枢関節 1趾の損傷につき各 1点を追加し
ていった．この合計を自傷行動スコアとし，すべて
の趾の爪および趾関節の損傷があった場合の合計は
11点となる．投与群と対照群の比較解析にはMann -
Whitneyの U検定を用い，P値が 0.05未満の場合を
有意とした．

3. ウェスタンブロット解析
　吉村らの方法20)に若干の変更を加え，ウェスタン
ブロット解析を行った．坐骨神経切断の 14日後に投
与群（n＝12）と対照群（n＝9）それぞれから脊髄（L4）
を摘出しサンプルバッファー21)にてホモジネイトし
た後，12,000×gで 10分間遠心して可溶性蛋白抗原を
得た．抗原蛋白 100μgに 2 -メルカプトエタノールを
加え，99℃，5分間の熱処理をした後 90 mm×73 mm
×1 mmの 5 -20％のポリアクリルアミドグラジエン
トゲル（パジェル®，アトー（株），東京）で室温，20 mA
の条件下にて約 70分間電気泳動を行った．そしてニ
トロセルロースメンブレン（日本バイオラッド（株），
東京）にゲル中の蛋白を室温，125 mAの条件で 90
分間，転写した．5％スキムミルクと 0.1％ Tween 20
を含むトリスバッファー（TBS-T）中で 1時間メンブ
レンを振盪した．一次抗体として 10,000倍希釈した
ウサギ抗 NK1ポリクローナル抗体（CHEMICON, LA, 
USA）を 4℃にて 24時間反応させた後，TBS-Tで洗浄
した．次に二次抗体として 10,000倍希釈したペルオ
キシダーゼ標識ロバ抗ウサギ IgG抗体（PIERCE, IL, 
USA）を室温にて 1時間反応させ，TBS-Tで洗浄した．
抗体の希釈は 5％スキムミルクと 0.1％ Tween 20を
含む TBS-Tで行った．スーパーシグナルフェムト
（PIECE, IL, USA）を用いた化学発光法にて得た画像は
Photoshop 5.0（Adobe, CA, USA）で処理した．

4. 免疫組織化学染色
　坐骨神経切断の 14日後に投与群（n＝7）と対照群
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（n＝4）から DRG，脊髄，坐骨神経を摘出し，吉村らの
方法に従って免疫組織化学染色を行った20)．
　ペントバルビタール腹腔内投与（40 mg/kg）による
麻酔下でラットの心臓を露出し左心室よりまず生理食
塩水で灌流し，続いて 4％パラホルムアルデヒドを含
む PBSにて灌流固定を行った．DRG（L5），脊髄（L4）
および坐骨神経末梢中枢側断端を取り出して 4％パラ
ホルムアルデヒドにて一晩固定した後，30％ショ糖液
で置換した．OCTコンパンド（マイルス三共，東京）
で包埋し，クリオスタット（Leica, Nussloch, Germany）
で 8μm厚の凍結切片を作製した．0.1％ Triton X -100
と 5％正常ヤギ血清（バイオテスト研究所，東京）を含
む PBSで室温下で 30分間ブロッキングした後，一次
抗体として DRGでは 5,000倍希釈したウサギ抗 SP抗
体（CHEMICON, LA, USA），脊髄では 100倍希釈した
ウサギ抗 NK1抗体（CHEMICON, LA, USA），坐骨神
経では末梢神経ミエリンの主要な糖蛋白質である P0
に対するモノクローナル抗体 58A22)を用い 4℃で 24
時間反応させた（前述）．PBSで洗浄した後，二次抗
体として DRGと脊髄では 200倍ペルオキシダーゼ標
識ロバ抗マウス IgG抗体（PIERCE, IL, USA）を，坐骨
神経では 200倍希釈した Alexa 488標識ヤギ抗マウス
IgG抗体（Molecular Probes, OR, USA）を用い，室温
で 1時間反応させた．DABキット（フナコシ，東京）
を用いた発色法で得た DRGと脊髄の染色像は，デジ
タルカメラを装備した顕微鏡（ニコン，東京）にて取
り込み Photoshop 5.0（Adobe, CA, USA）にて処理を
行った．蛍光染色法を用いた坐骨神経についても同様
に処理をした．

結　果

1. 自傷行動の評価
　自傷行動は投与群では 19匹中 16匹（84.2％），対照
群では 13匹中 12匹（92.3％）に出現した．投与群にお
ける自傷行動スコアでは対照群と比較して有意に減少
していた（P＝0.0041）（Fig. 1）．

2. 切断後坐骨神経の伸長の促進
　対象としたモデルラットすなわち酸化型ガレクチ
ン- 1投与群 19匹および対照群 13匹全てにおいて，
14日後には坐骨神経中枢側切断端の神経線維の伸長
が認められた．対照群のうち 2匹では投与群と同程
度の伸長を示したが，それ以外では全て酸化型ガレ
クチン- 1を投与された場合の方がより伸長していた
（Fig. 2a, b）．　
　さらに抗 P0抗体の反応性を指標にして坐骨神経線
維の伸長を検討したところ，酸化型ガレクチン- 1投与
群ではその反応性は明らかに高く（Fig. 2c, d），投与群
の坐骨神経中枢側切断端でミエリン化線維が増加して
いることが確認された．

3. 脊髄における NK1Rの発現の減少
　酸化型ガレクチン- 1が坐骨神経切断後の疼痛に与え
る影響を，まず脊髄における NK1Rの発現量を指標と

Fig. 1.  14日後の自傷行動スコア．酸化型ガレクチン - 1投
与群は●，対照群は○で示した．自傷行動は投与群では 19
匹中 16匹（84.2％），対照群では 13匹中 12匹（92.3％）に出
現した．投与群における自傷行動スコアでは対照群と比較
して有意に減少していた（P＝0.0041）．

Fig. 2．14 日後のラット坐骨神経中枢側切断端の伸長．a，b
は坐骨神経中枢側切断端の肉眼像を示す．酸化型ガレクチ
ン - 1投与群（b），対照群（a）を示す．矢印（▲）が示すよう
に投与群（b）は対照群（a）に比べ坐骨神経切断端の伸長が認
められる．c，dは抗 P0抗体によるラット坐骨神経断端組織
の蛍光染色像を示す．酸化型ガレクチン- 1投与群の縦断面
（d）は対照群の縦断面（c）に比べ，抗 P0抗体による強い免疫
反応が認められる．scale bars 60μm
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して検討した．ウェスタンブロット法では投与群と対
照群とも 46 kDの位置にバンドが観察されたが，投与
群では対照群と比較して低濃度であった（Fig. 3a, b）．
次に免疫組織化学染色を行ったところ酸化型ガレク
チン- 1投与群では脊髄表層の神経細胞における NK1R
の発現が対照群と比較して低下していた（Fig. 3c, d）．
またこの実験の再現性を確認するため上記の実験を 3
回繰り返し同様な結果を得た．

4. 脊髄と DRGにおける SPの発現の増加
　脊髄では NK1Rのアゴニストである SPの発現は，
投与群では対照群と比較して高い傾向がみられた
（Fig. 4a, b）．また投与群の DRGでは小型細胞で SPの
発現が増加していた．（Fig. 4c, d）．またこの実験の再
現性を確認するため上記の実験を 4回繰り返し同様な
結果を得た．

考　察

　酸化型ガレクチン-1により自傷行動の抑制，切断神
経の伸長促進とミエリン形成の促進，脊髄における
NK1R（抗 SP受容体）の減少，脊髄と DRG（後根神
経節）での SPの増加，DRGでの小型神経細胞の維持
が認められた．
　酸化型ガレクチン- 1はこれまで末梢神経の再生を調
節する因子として同定，研究されてきた15, 16)．今回の研
究では神経の修復，再生による機能回復が神経因性疼

痛の原因療法であるという考えに基づき，坐骨神経切
断モデルラットに酸化型ガレクチン- 1を投与して末梢
神経の再生と疼痛の関連について検討した．
　坐骨神経切断モデルにみられる自傷行動は患肢の
疼痛あるいは異常知覚に対する反応でヒトの神経因
性疼痛に相応すると考えられている1)．単なる坐骨神
経切断では再生により，運動機能の障害が見られない
ために，本研究では神経を 5 mmにわたって切除し，
モデルを作成した．ラットにおいて自傷行動スコアが
神経因性疼痛の程度を反映しているとすれば，今回，
酸化型ガレクチン- 1投与群で自傷行動スコアが有意に
低下していた（Fig. 1）ことは酸化型ガレクチン- 1が坐
骨神経切断後の神経因性疼痛を軽減したことを示唆し
ている．
　神経の再生には傷害された神経細胞の生存が維持
されること，そして軸索の伸長と突起の伸展が必要
である．神経再生を促進する因子として NGFや脳由
来神経栄養因子が知られているが，成熟ラットの神経
細胞の生存維持が NGF非依存性であることや神経損
傷部での NGFの発現が短時間一過性であること12, 13)，
また NGFに遅れて上昇する脳由来神経栄養因子では
神経突起伸展促進作用が弱いことなど23)から，損傷後
の神経再生を誘導する機構にはこれら以外の因子が関
与していることが考えられる．
　堀江らは坐骨神経凍結損傷モデルマウスと腓骨神経
切断モデルラットの神経損傷部に持続的に酸化型ガレ

Fig. 3. 14日後のラット脊髄（L4）における NK1Rのウェス
タンブロット解析と免疫組織染色像．a，bは抗 NK1抗体に
よるウェスタンブロット解析を示す．aは抗 NK1抗体なし，
bは抗 NK1抗体使用，またレーン 1は対照群，レーン 2は酸
化型ガレクチン - 1投与群を示す．46kDの位置に抗 NK1抗
体によるバンドが観察されたが，投与群（b，レーン 2）では対
照群（b，レーン 1）と比較して反応の低下が認められる．c，d
は抗 NK1抗体による脊髄（L4）の免疫組織染色像を示す．　
酸化型ガレクチン - 1投与群（d）は対照群（c）に比べ脊髄後角
表層の神経細胞の NK1Rの発現が低下していた．scale bars 
200μm

Fig. 4. 14日後のラット脊髄（L4）と DRG（L5）の抗 SP抗体
による免疫組織染色像．a，bは抗 SP抗体による脊髄（L4）
の免疫組織染色像を示す．矢印（▲）が示すように酸化型ガ
レクチン- 1投与群（b）は対照群（a）に比べ脊髄後角表層の神
経細胞の SPの発現が増加していた．scale bars 200μm. c，d
は抗 SP抗体による DRG（L5）の免疫組織染色像を示す．矢
印（▲）が示すように酸化型ガレクチン- 1投与群（d）では対
照群（c）と比べ DRG小型細胞で SPの発現が増加していた．
scale bars 50μm
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クチン- 1を投与することにより神経再生が促進された
ことを報告している16, 17)．単回投与の今回の実験でも
酸化型ガレクチン- 1投与群では坐骨神経切断末端の神
経線維の伸長が肉眼的に認められ（Fig. 2a, b），また免
疫化学組織染色でも抗 P0抗体への免疫反応性が増加
（Fig. 2c, d）していたことからミエリン化線維が増加し
ていることが確認された．このことから酸化型ガレク
チン- 1の投与は持続的でなく一回のみの投与であって
も切断後の末梢神経再生に有効であると考えられた．
　NK1Rとそのアゴニストである SPは痛覚の伝達に
関わる重要な要素として以前から知られている2, 3)．
DRG小型細胞で産生された SPは軸索輸送により脊髄
後角に運ばれ，細胞表面の NK1Rと結合して速やかに
細胞内に移行する24)．末梢神経が切断されると，DRG
小型細胞が死滅し，脊髄後角の SPは減少しシナプス
後細胞におけるNK1Rの発現は増加する24)．従って SP
と NK1Rは一次ニューロンである DRGと二次ニュー
ロンである脊髄後角細胞との侵害受容線維連絡の指
標として重要である．Huaらは脊髄に NK1Rのアン
チセンス mRNAを投与したラットではホルマリンテ
ストに対する反応が減弱すること25)を報告している．
また NK1Rのノックアウトマウスでは電気刺激の強度
を認識したり末梢からの入力に対する脊髄後角細胞の
反応の増加を示す wind -up現象がみられない26)．これ
らのことは NK1Rが痛みの発現，特に痛みを増幅する
などの修飾効果と密接に関連していることを示唆して
おり，今回，投与群で脊髄における NK1Rの発現が低
下していたことから（Fig. 3）酸化型ガレクチン- 1が神
経因性疼痛を軽減したことが考えられた．
　NGFの投与により DRGの小型細胞を維持すると，
神経再構築を阻止できるという報告がある2, 7 - 9)．今回，
酸化型ガレクチン- 1投与群で DRGにおける SPの発
現が上昇しており（Fig. 4c, d），DRGの小型細胞が維
持されて神経再構築が阻止された結果，神経因性疼痛
が抑制された可能性がある．すなわち，今回の実験結
果を一義的に解釈するならば，実験事実を加味した以
下の仮説が考えられる．1. 末梢神経切断端に投与し
た酸化型ガレクチン-1が軸索内を上行し，DRGにお
ける小型細胞の生命活動を維持した．2．その小型細
胞から分泌された SPが末梢側においては坐骨神経の
伸長に関与した．3. 中枢側においては増加した SPに
よる NK1Rの内在化27)（NK1Rが細胞内に移行）が起
こり NK1Rの発現を抑え神経因性疼痛を抑制した．4. 
小型細胞の生命維持により Aβ線維の C線維化を抑
え中枢側における神経再構築を阻止した．5. 末梢神
経と脊髄での作用で神経因性疼痛から来る自傷行動を
抑制した． 上記 5つの項目の中心的意義は DRG小型
細胞の生命維持である． 上記 5項目の内，文献や本研
究で証明されていない事は 1のガレクチン-1の軸索内
輸送，2の SPによる切断坐骨神経伸長関与，3の SP

増加と NK1R内在化の関連，5の末梢神経伸長の神経
因性疼痛発症への関与の程度である．この 4点が今後
の研究の課題となる．
　今回の研究では坐骨神経完全切断モデル20)を用い
たが，神経因性疼痛の動物モデルには不完全絞扼性神
経損傷モデル28)，部分神経損傷モデル29)，脊髄神経結紮
モデル30)などがあり，モデルによって神経因性疼痛の
症状は異なることや31)，NMDA拮抗薬，オピオイド作
動薬などに対する反応に差があること32 -37)からその疼
痛発症の機序が異なることが示唆される．また同じ薬
物でも投与時期によって効果に違いが生じることも
知られており38)，酸化型ガレクチン - 1の投与時期やモ
デルの違いによる効果の差についても検討する必要が
ある．また神経線維の伸長には時間がかかるのに対し
て神経因性疼痛は数日で発症する場合もあることから
その発症には神経再構築以外の機序も複雑に関連して
いると考えられる．

結　論

　ラットを用いて坐骨神経切断モデルを作製し，末梢
神経再生促進因子である酸化型ガレクチン- 1を神経
切断部局所に単回直接投与したところ，自傷行動スコ
アの低下，切断神経の伸長促進，DRGにおける小型
神経細胞の生命維持とそれによる SPの発現の増加，
さらに脊髄後角における SP発現の増加と NK1Rの発
現低下が認められた．これらのことから酸化型ガレク
チン- 1は末梢神経の再生を促進するだけでなく神経因
性疼痛を抑制することが示唆され，臨床的にも神経再
生のみならず神経因性疼痛の発症抑制および治療への
応用が期待される．
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