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緒言 

 

強い刺激が身体に加えられた時に“痛み”が生じ、これが引っ込め反射などの生

体防御反応を引き起こす。すなわち、“痛み”の刺激としての役割は原始的機能で

あり、これがないと生体の安全が脅かされる。一方、慢性疼痛は急性疾患の通

常の経過あるいは創傷の治癒に要する妥当な時間を超えて持続する痛みである。

すなわち、慢性疼痛とは生体防御の意味を失い、“痛み”自体が疾患（Sweet, 1984;  

津田と井上, 2007）となる。慢性疼痛のひとつに、末梢神経あるいは中枢神経傷

害により引き起こされる神経因性疼痛がある。口腔顎顔面領域においては、持

続性の灼熱痛を伴う抜歯後カウザルギー、顎関節に発現する筋筋膜痛症、顎矯

正手術やインプラント埋入後に発現する慢性疼痛などが神経因性疼痛に該当す

る（Koyess and Fares 2006）。 

一方、末梢神経傷害後の神経因性疼痛の発現部位は、その傷害を受けた末梢

神経の支配領域と一致しないことがしばしば認められる（Tal and Bennett, 1994）。

このように、疼痛の感受部位と疼痛の発生源とが異なる状態は異所性疼痛と呼

ばれている（Koyess and Fares 2006）。このような病態は三叉神経支配領域でも生

じることが知られており、例えば下顎の歯に歯髄炎などの病巣があるにも拘わ

らず、上顎の痛みとして認知することがある。異所性疼痛は、的確な鑑別診断

の大きな障壁となりうる。すなわち、異所性疼痛が認められる部位への治療を

行っても効果がなく、原因となる病巣を根治しないと治療効果が現れない。ま

た、異所性疼痛の発現メカニズムについては不明な点が多くあり、一般的な非

ステロイド性抗炎症薬や鎮痛薬の効果が少ないことも、治療をより困難にして

いる。末梢神経傷害を伴う異所性疼痛は患者の QOLを低下させ、その原因とな

る疾患の治療を妨げるため、適切なペインコントロールが必要とされる。した
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がって、三叉神経系における異所性疼痛の治療を確立することは喫緊の課題で

ある。 

三叉神経は眼神経、上顎神経、下顎神経の 3 本の枝を持ち、その支配領域が

明確であることから、異所性疼痛モデルの開発には適している。そこで、臨床

症状に近似した三叉神経支配領域における異所性疼痛を再現した動物実験モデ

ルの開発がなされた。下歯槽神経（IAN: inferior alveolar nerve）、あるいはオトガ

イ神経（MN: mental nerve）を切断後、上顎神経支配領域であるラットの髭部皮

膚（whisker pad）（平沢と岡本, 1992）において疼痛閾値の低下が認められた（Iwata 

et al., 2001; Piao et al., 2006; Takahashi et al., 2011）。この実験モデルでは、オトガ

イ神経は完全に切断されているため、オトガイ神経の支配領域である下口唇皮

膚においては疼痛閾値の低下は認められなかった（Takahashi et al., 2011）。すな

わち、オトガイ神経切断（MNT: MN transaction）は異所性疼痛のみを発症する

ことになる（Takahashi et al., 2011）。一方、口腔顎顔面領域における痛覚を含む

感覚刺激は、一次求心性ニューロンの興奮を介して三叉神経脊髄路核の二次ニ

ューロンへ、次いで上位の視床や大脳皮質へ伝達され、特定の感覚として認知

される。このうち、一次ニューロンと二次ニューロンがシナプスを形成する三

叉神経脊髄路核については、これまでの研究結果から慢性疼痛の発症機序を解

明する上でとりわけ重要であると考えられている。 

神経膠細胞は星状膠細胞、希突起膠細胞、小膠細胞の 3 種に大別される。従

来、これらの神経膠細胞は、ニューロンの周辺組織の恒常性を維持するなど、

ニューロンに対し補助的な役割を演じると考えられてきた。しかし、ニューロ

ンとともに中枢神経系を構成する細胞群である神経膠細胞が、神経因性疼痛の

発生に関与していることが明らかにされた。すなわち末梢神経傷害後、星状膠

細胞および小膠細胞の形態が静止型から活性型へ変化し、その数も増加するこ
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と（Garrison, Dougherty and Carlton 1994, Jin et al., 2003; Piao et al., 2006; Takahashi  

et al., 2011）、星状膠細胞または小膠細胞の活性化阻害薬を髄腔内投与すると神経

因性疼痛が抑制されること（Meller et al., 1994; Milligan et al., 2000; Milligan et al.,  

2003; Piao et al., 2006; Qin et al., 2006; Ying et al., 2006）が確認された。また、小膠

細胞には adenosin triphosphate（ATP）受容体や Toll-like receptor（TLR）など様々

な受容体を発現していることが知られている。末梢神経傷害後、リガンドがこ

れらの受容体に結合することにより、小膠細胞内情報伝達分子のリン酸化や炎

症性サイトカインの放出が引き起こされると報告されているが、不明な点は多

い。 

ラクトフェリンは、母乳・涙・汗・唾液などの外分泌液中に含まれる、分子

量約 80 kDaの鉄結合性糖タンパク質である。ラクトフェリンは、牛乳中に含ま

れることが初めて報告された（Sorensen M et al., 1939）。その後、ヒトとウシの

乳より精製され、アミノ酸配列が決定された（Sanchez, Calvo and Brock 1992）。

ラクトフェリンは、抗菌活性、抗ウィルス作用、骨誘導活性、抗癌作用、脂質

代謝改善効果、抗炎症作用などの多様な生物学的作用を持つことが知られてい

る（Farnaud and Evans 2003; Azzam et al., 2007; Bharadwaj et al., 2009; Tsuda et al., 

2002; Chandra Mohan et al., 2006; Kawazoe et al., 2013; Haversen et al., 2002; 

Machnicki et al., Zimecki and Zagulski 1993）。このうち抗炎症作用については、In 

vitro の実験系で、ウシ由来ラクトフェリン（Bovine Lactoferrin: BLF）  は

lipopolysaccharide （LPS）によって誘導される TNF-α、IL-6、IL-1β の産生を抑

制されることが知られている（Haversen et al., 2002; Machnicki et al., 1993）。実際、

強い炎症反応を伴う辺縁性歯周炎や関節リュウマチに対するラクトフェリンの

応用を目指した研究も報告されている（Hayashida et al., 2004; Shimizu et al., 2011; 

Inubushi et al., 2012）。ラクトフェリンは食品由来のタンパク質であるため安全性

が高いと考えられ、現在多くの研究者によりその基礎研究と臨床応用が行われ

ている。前述したように、三叉神経傷害後に、三叉神経脊髄路核において TNF-α

や IL-1β などの炎症性サイトカインの過剰な産生状態、いわゆるサイトカインス

https://ja.wikipedia.org/wiki/%E6%AF%8D%E4%B9%B3
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E6%B6%99
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E6%B1%97
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E5%94%BE%E6%B6%B2
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E7%B3%96%E3%82%BF%E3%83%B3%E3%83%91%E3%82%AF%E8%B3%AA
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トームを引き起こし、これが異所性疼痛を引き起こすと考えられている。関与

している炎症性サイトカインとして、ごく最近の報告で IL-18、IL-6の報告もあ

り（Inoue et al., 2006; Sun et al., 2012）、さまざまなサイトカインが関与している

と考えられている。本研究では小膠細胞からの IL-18の分泌増加が末梢神経損傷

後、脊髄後角に認められることから、顎顔面領域での異所性疼痛での検討を試

みた。さらにここにおいて、ラクトフェリンは末梢神経傷害後の病態痛に対す

る鎮痛効果が期待されるが、いままで検討がなく、詳細は全く不明である。そ

こで本研究では、ラットオトガイ神経切断モデルを用いて、BLF の異所性疼痛

への鎮痛効果を検証するとともに、その作用機序を明らかにすることとした。

また、ラクトフェリンを細胞内へ担体輸送する受容体として、LDL 受容体の 1

つである Low density lipoprotein receptor-related protein 1（LRP1）が報告されてい

るが、中枢での発現については報告が無いため、本実験では確認を行った。 

本研究で検討した項目は、以下のとおりである。 

 

1. オトガイ神経切断後の三叉神経脊髄路核における p-NFκB p65、p-p38 MAPK、

IL-18、及び LRP1 の経時的発現変化について 

2. 三叉神経脊髄路核における p-NFκB p65の局在 

3. オトガイ神経切断後誘発される異所性疼痛に対する BLF髄腔内投与の影響 

4. オトガイ神経切断後誘発される異所性疼痛に対するLPS-RS（TLR4 antagonist） 

の影響 

5. オトガイ神経切断後誘発される異所性疼痛に対する Withaferin A（NFκB p65 

inhibitor）の影響 

6. オトガイ神経切断後誘発される異所性疼痛に対する SB203580（P38 MAPK 

inhibitor）の影響 

7. オトガイ神経切断後誘発される異所性疼痛に対する IL-18 binding protein 

（IL-18 BP）の影響 
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試料と方法 

 

1. 実験動物 

実験動物として 8週齢雄性 Sprague-Dawleyラット（日本チャールズ・リバー,

横浜）を用いた。動物の取り扱いは、広島大学自然科学研究支援開発センター

動物実験施設倫理委員会の承認を受け（実験許可番号：f0009-0003-5）、国際疼

痛学会の実験指針を順守して行った（Zimmermann, 1983）。 

 

2. 薬剤の髄膜下投与のための準備 

薬剤投与の準備を行った。ペントバルビタール（共立製薬、東京）腔内投与

（0.5 ml/kg）による深麻酔下で、ポリエチレンチューブ（PE10; Becton Dickinson, 

Sparks, MD, USA）を第一、第二頸椎間から埋入し、チューブ先端を三叉神経脊

髄路核相当部である第三頸椎付近の髄膜下に留置し、5-0号絹製縫合糸（アルフ

レッサファーマ、大阪）を用いて固定し、他端を皮膚外に位置させカニューレ

としたのち、皮膚縫合した。外科的侵襲による疼痛発生の影響を排除するため、

1週間の休息期を設けた後、オトガイ神経切断処置を施し、タイムスケージュー

ルに従って機械的逃避行動試験を行った。 

 

 

3. オトガイ神経切断、異所性疼痛モデルラットの作成 

ペントバルビタール（共立製薬）腹腔内投与（0.5 ml/kg）による深麻酔下で

左側オトガイ神経を剖出し、5-0 号絹製縫合糸（アルフレッサファーマ、大阪）

を用いて結紮後、結紮部遠位を 1 mm 切断した。その後、１週間後に機械的逃

避行動試験を実施し、異所性疼痛の発症を確認した。 
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4. von Frey filaments を用いた機械的疼痛逃避行動試験の実施 

von Freyフィラメント（North Coast Medical, Inc., Morgan Hill, CA, USA）を用

いた。術者は軍手を装着し、ラットの前足と頭部を手のひらにつつみこむよう

に屈ませる姿勢を取らせるよう訓練し、上口唇のヒゲ部皮膚（whisker pad）に

フィラメントを垂直に押し当て、頭部を急速に動かした場合を反応ありと判断

した。フィラメントは垂直に押し当てることで屈曲圧が 0.02-100g の圧力がか

かるようになっている。5回フィラメントを押し当て、反応回数を記録した後、

GraphPad Prism（GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA）を用いて回帰曲線

を作成し、effective force 50（EF50）を算出した。EF50 値は 50%の頻度で von Frey 

filaments に反応する値として用いられる。 

 

5. 薬剤の髄膜下投与 

1) オトガイ神経切断後の BLFの投与 

オトガイ神経切断処置を行い、慢性疼痛を発症させて 1週間後、実験群（n=4）

に対し、BLF（SUNSTAR、大阪）を生理食塩水溶媒で 1 μg/μl、10 μg/μl に調

整したものを、対照群（n=4）には、生理食塩水、albumin を生理食塩水溶媒

にて 10 μg/μl に調整したものを、10 μl のハミルトンシリンジを用いて、20 μl

ずつ投与した。albumin は BLF と同等の分子量のためコントロールとして用

いた。 

2) オトガイ神経切断後の Withaferin A （NFκB p65 inhibitor） の投与 

オトガイ神経切断処置を行い、慢性疼痛を発症させて１週間後、実験群（n=4）

に対し NFκB 拮抗薬である Witherferin A を生理食塩水溶媒で 6.3 μg/μl、0.63 

μg/μl に調整したものを、対照群（n=4）には、生理食塩水を、10 μl のハミル

トンシリンジを用いて、10 μl ずつ投与した。 

3) オトガイ神経切断後の LPS-RS （TLR4 antagonist） の投与 

オトガイ神経切断処置を行い、慢性疼痛を発症させて 1週間後、実験群（n=4）
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に対し TLR4 antagonist である LPS-RS（Hycult biotech, Urden, Neitherlands）を

生理食塩水溶媒で 0.01 μg/μl、0.001 μg/μl に調整したものを、対照群（n=4）

には、生理食塩水、を、10 μl のハミルトンシリンジを用いて、20 μl ずつ投

与した。 

4) オトガイ神経切断後の SB203580 （p38 MAPK inhibitor） の投与 

オトガイ神経切断処置を行い、慢性疼痛を発症させて 1週間後、実験群（n=4）

に対しMAPK p38 inhibitorである SB203580 （InvivoGen, San Diego, CA, USA）

を生理食塩水溶媒で 0.5 μg/μl、0.05 μg/μl に調整したものを、対照群（n=4）

には、生理食塩水を、10 μl のハミルトンシリンジを用いて、20 μl ずつ投与

した。 

5) オトガイ神経切断後の IL-18 Binding Protein（IL-18 BP）の投与 

オトガイ神経切断処置を行い、慢性疼痛を発症させて 1週間後、実験群（n=4）

に対し IL-18 BP（R&D, Urden, Neitherlands）を PBS 溶媒で 0.1 µg/μl、0.01 μg/μl

に調整したものを、対照群（n=4）には、生理食塩水を、10 μl のハミルトン

シリンジを用いて、20 μl ずつ投与した。 

 

6. Western blot 解析 

エーテル（和光純薬工業、大阪）深麻酔下でラットの脊髄および腹大動脈を

切断し放血致死させた後、断頭し脳幹を含む脳をすばやく摘出し、ドライア

イスで凍結させた。そのあと脳幹から ovexを中心に前頭断厚さ 2 mm 程度の

スライス片を３枚作成し、断面上の三叉神経中位核尾側核移行部および尾側

核部分をパンチドアウトしサンプルを規格化した（Paxinos and Watson, 2006）。

このサンプルに radio-immunoprecipitation assay（RIPA）buffer（ナカライテス

ク、京都）と phosphatase inhibitor cocktail（ナカライテスク）を混和した液を

200 μl 添加し、凍らせたガラスビーズを用いてホモゲナイズした後、上精を
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1℃, 15,000 rpm にて遠心し分離し、Bradford protain assay（Bio-Rad laboratories, 

Hercules, CA, USA）と VARIO SCAN FLASH（Theamo scientific, Waltham, MA, 

USA）によってタンパク濃度を定量した。次いで、25 μgのタンパクを 5×Blue 

Loading Buffer（Cell Signaling Technology、東京）に混和し、100℃5 分間で

Heat block した後、15%アクリルアミドゲル上で、SDS-PAGE電気泳動して分

離した。それをニトロセルロースメンブレン（Bio-Rad laboratories）上に転写

した。ブロッキングはブロッキングエース（ATTO, 東京）を用い、1 時間振

盪した。 

一次抗体にはウサギ抗 LRP1 抗体（1:100000; Hycultbiotech）、ウサギ抗リン

酸化MAPK p38（p-p38 MAPK）抗体（1:1000; Cell Signaling Technology）、ウ

サギ抗MAPK p38（p38 MAPK）抗体（1:1000; Cell Signaling Technology）、ウ

サギ抗リン酸化 NFκB p65（p-NFκB p65）抗体（1:1000; Cell Signaling 

Technology）、ウサギ抗 NFκB p65（NFκB p65）抗体（1:1000; Cell Signaling 

Technology）、ウサギ抗リン酸化 IKKb抗体（1:500; Cell Signaling Technology）, 

ウサギ抗 IKKb抗体（1:1000; Cell Signaling Technology）、ヤギ抗 IL-18 抗体

（1:500; R&D systems）、マウス抗β-actin抗体（1:2000; Cell Signaling Technology）

を使用し、4℃ over night で反応させた。二次抗体には HRP 標識抗ウサギ抗

体（1:1000; GE Healthcare, Fairfield, CT, USA）、HRP 標識抗マウス抗体（1:1000; 

GE Healthcare）、HRP 標識抗ヤギ抗体（1:1000; R&D systems）を用いた。リ

ン酸化タンパクの発現を確認した後、EzReprobe （ATTO）によって同一の

メンブレン上の抗体をはがし、総タンパクを検出した。 

検出には Chemi-Lumi One Super （ナカライテスク）を用い、Chemi Doc
TM

 XRS
+

（ Bio-Rad laboratories）で撮影した。 

撮影した画像は、Image J（National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA）を
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用いて数値化し、NFκB p65、IKKb、とMAPK p38 リン酸化タンパクと総タンパ

クの比を、IL-18は β-actin との比を計算し、算出した数値は全て、Excel 2007

（Microsoft, Redmond, WA, USA）を用いて分散分析（ANOVA）を行った後、

Dunn-Bonferroni test によって、有意水準 1%もしくは 5%条件下で、各群の有意

差検定を行った。 

7. 免疫組織蛍光染色 

ペントバルビタール（共立製薬、東京）腹腔内投与（0.5 ml/kg）による深麻酔

で、4%パラホルムルデヒド（メルク、東京）、0.1M リン酸緩衝液（PBS; pH7.4

シグマアルドリッチ、東京）を含む固定液を用いてラットの還流固定を行った。

灌流固定後脳幹を摘出し、同固定液に 3時間浸漬した。次に、4 ℃で 30%スクロ

ースを含む 0.01M PBS（三菱化学ヤトロン、東京）に 3日間浸漬した。その後、

凍結ミクロトーム（Leica, Wetzlar, Land Hessen, Germany）を用いて、厚さ 30 µm

の連続凍結切片を作製した。 

内因性ペルオキシダーゼを不活化させるため、1 %過酸化水素水を含む PBS

（シグマアルドリッチ、東京）で 30 分間処理し、0.1 %トリトン X-100（シグマ

アルドリッチ）を含む PBS（PBST）による洗浄後、非特異的反応を抑制するた

めに、室温で 3 % Normal goat serum を含む PBST でブロッキングし、一次抗体

に切片を一晩浸漬させた。一次抗体としてヤギ抗 Iba1 抗体（1:400; abcam, 

Cambridge, MA, USA）、ウサギ抗 p-NFκB p65 抗体（1:1000; Cell Signaling 

Technology）抗体、ヤギ抗 IL-18抗体（1:500; R&D systems）、マウス抗 GFAP 抗

体（1:10,000; Millipore, Bedford, CA, USA）、マウス抗 NeuN抗体（1:3,000; Millipore 

Corporation, Bedford, MA, USA）を用いた。一次抗体浸漬後、PBST で洗浄し、蛍

光標識二次抗体を 120 分間反応させた染色後、Vectorsield（Vector Laboratories Inc., 

Burlingame, CA, USA）で封入し、共焦点レーザー顕微鏡（Lsm5 Pascal; Carl Zeiss, 
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Oberkochen, Germany）を用いて Alexa Fluor 488（適正励起波長 496 nm）および

Alexa Fluor568（適正励起波長 578 nm）に対し、レーザーを照射し切片の観察お

よび写真撮影を行った。 

また、二次抗体として Alexa Fluor 488標識抗ウサギ抗体、Alexa Fluor 568 標識

抗ヤギ抗体（1:400; Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, USA）を用いた。 

 

8. 免疫沈降 

BLF 200 µg/rat 髄腔内投与 24時間後の脳幹部サンプルを摘出し、コントロー

ルとして無処置脳幹部サンプルを用いた。サンプルはタンパク当量 1000 µg用意

し、IP ライセートを用い液量 600 µl に調整した。Input 用のサンプルを 25 µg当

量分を BLF髄腔内投与+IgG群、無処置群、BLF髄腔内投与+TRAF6 群に 3つの

チューブに分注ストックし-80 ℃で保存した。 

 IP ライセートしたサンプルを 10秒×4回、超音波処理しタンパクを切断処理

した後、BLF髄腔内投与+IgG群は HRP 標識抗ウサギ抗体（1:25; Amersham 

Bioscienses）を、BLF 髄腔内投与+TRAF6群は、ウサギ抗 TRAF6 抗体（1:20; 

Hycultbiotech）を添加し、4℃ over night で回転させた。その後、IP ライセートで

洗浄したアガロース IgG 担体 25 µg（Roche, Switzerland）を添加し 1時間回転し

反応させた後、Low Salt Buffer、High Salt Buffer、HEPE、TEの順に洗浄し、IP elution 

Buffer 40 µl を添加し、室温にて 15 分間シーソー振とう器上で振盪し、担体を

切断した後に、温度 4℃、回転速度 1000 rpm で、15分間遠心回転した後、上清

を回収し IP サンプルとした。 

 回収した IPサンプルと Inputサンプルを 5×Blue Loading Buffer （Cell, Signaling 

Technology）に混和し、100℃で 5分間 Heat block した後、15%アクリルアミドゲ

ル上で、SDS-PAGE電気泳動して分離した。それをニトロセルロースメンブレ
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ン（Bio-Rad laboratories）上に転写した。ブロッキングはブロッキングエース

（ATTO）を用い、1 時間振盪した。 

マウス抗 BLF抗体（1:500; Hycultbiotech）、ウサギ抗 TRAF6抗体（1:500; 

Hycultbiotech）、マウス抗 β-actin 抗体（1:2000; Cell Signaling Technology）を使用

し、4℃ over night で反応させた。二次抗体には HRP 標識抗ウサギ抗体（1:1000; 

Amersham Bioscienses）、HRP 標識抗マウス抗体（1:1000; Amersham Bioscienses）

を用いた。 
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結果 

 

1. オトガイ神経切断後の三叉神経脊髄路核における p-NFκB p65 p-p38 MAPK、

IL-18、及び LRP1 の経時的発現変化について 

ラットオトガイ神経切断後、24 時間から 6週間までの長期に渡り異所性疼痛

が発生することが報告されている（Takahashi et al., 2011; Murasaki et al., 2013）。

そこで、ラットオトガイ神経切断 24 時間から 6 週間後の、三叉神経脊髄路

核尾側亜核（subnucleus caudalis:Vc）における NFκB p65 及び p38 MAPK のリ

ン酸化、IL-18、LRP1 の経時的発現変化について Western blot 解析を用いて

検討を行った。 

1) 無処置動物と偽手術（sham ope）動物の、NFκB p65 及び p- NFκB p65

発現量はほぼ同じであった。オトガイ神経切断 24時間から 6週間後の

NFκB p65 の発現は、無処置動物及び sham ope動物と同レヴェルであっ

た。しかし、オトガイ神経切断 24時間から 6週間後、p-NFκB p65 の発

現増加、すなわち NFκB p65 のリン酸化が認められた（図 1-A）。 

2) 無処置動物と sham ope動物の、p38 MAPK 及び p-p38 MAPK発現量は

ほぼ同じであった。オトガイ神経切断 24時間から 6週間後の p38 MAPK

の発現は、無処置動物及び sham ope動物と同程度であった。しかし、

オトガイ神経切断 24 時間から 6週間後、p-p38 MAPKの発現増加、す

なわち p38 MAPK のリン酸化が認められた（図 1-B）。 

3) 無処置動物と sham ope動物の、IL-18の発現量は同程度であった。オト

ガイ神経切断 24 時間から 6 週間後の IL-18 の発現は、無処置動物及び

sham ope動物と比較すると発現増加が認められた（図 1-C）。 
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4) いずれの実験動物においても、同程度の LRP1 の発現が認められた（図

1-D）。 

 

図 1 オトガイ神経切断後の Vcにおける LRP1、p-p65、p-p38、IL-18のタンパ

ク発現変化 

 

 

 

 

 



17 

 

2. 三叉神経脊髄路核における p-NFκB p65の局在 

末梢神経傷害後、脊髄後角または三叉神経脊髄路核の小膠細胞に p-p38 が

発現すると報告されている（Murasaki, Watanabe et al., 2013）。一方、末梢神

経傷害後の p-NFκB p65 の局在は明らかにされていない。そこでオトガイ神

経切断後、三叉神経脊髄路核における p-NFκB p65の局在を検討するために、

オトガイ神経切断 3日後の三叉神経脊髄路核における p-NFκB p65の発現を、

小膠細胞、星状膠細胞、ニューロンとの二重蛍光標識抗体法で検討した。 

オトガイ神経切断側の三叉神経脊髄路核において、赤で染色された NFκB 

p65 のリン酸化が無処置側と比較して発現増加しており、さらに緑で染色さ

れた星状膠細胞のマーカーである glial fibrillary acidic protein（GFAP）陽性細

胞と重なった（図 2-A a-f）。すなわち、オトガイ神経切断側の三叉神経脊髄

路核において、星状膠細胞に発現する NFκB p65 のリン酸化が確認された。

一方 p-NFκB p65 は、小膠細胞のマーカーである Iba1 陽性細胞と共局在を示

さず、さらに神経細胞のマーカーである neuronal nuclear antigen（NeuN）と

の共局在も示さなかった（図 2-A g-l）。 
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図 2-A オトガイ神経切断 3 日後の Vc における p-p65、小膠細胞、星状膠細

胞および神経細胞の発現 
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2-1 三叉神経脊髄路核における p-p38 MAPKの局在の確認について 

 次に、オトガイ神経切断後、三叉神経脊髄路核における p-p38 MAPK が小膠

細胞上に発現するかどうかについて、確認実験を行った。赤で染色された小膠

細胞のマーカーである Iba1 陽性細胞と、緑で染色された p-p38 MAPK発現箇所

が一致した（図 2-B a-c）。 

以上より、小膠細胞と p-p38 MAPKの共局在が示された。 

 

 

 

 

 

図 2-B オトガイ神経切断 3日後の Vcにおける p-p38、小膠細胞の発現 
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3. オトガイ神経切断後誘発される異所性疼痛に対する BLF髄腔内投与の影響 

1) BLF髄腔内投与による疼痛閾値の変化 

BLFがオトガイ神経切断後の異所性疼痛に与える影響について調べた。全て

の実験群においてチューブ手術一週間後のEF50値はチューブ手術前と比較して

有意な差は認められず、チューブ手術による上顎神経支配領域の疼痛閾値に対

する影響はなかった。全ての実験群でオトガイ神経切断 1週間後に EF50 値の有

意な低下が認められ、異所性疼痛の発現が確認された。BLF（200 µg/rat）を投

与すると、EF50値は 24 時間から 2日後まで上昇した。一方、saline、albumin（200 

µg/rat）、BLF（20 µg/rat）を投与した場合、有意な EF50値の上昇は認められな

かった（図 3）。以上の結果より、BLFによる濃度依存的な異所性疼痛の抑制が

確認された。

 

 

図 3 オトガイ神経切断後、BLF髄腔内投与による疼痛閾値の変化 
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** p<0.01, vs pre-drug, ## p<0.01, vs saline, ††p<0.01, vs albumin, n=5  

2) BLF投与後の p-p38、p-p65、p-IKKB、IL-18の発現変化 

次に BLF の鎮痛効果メカニズムを分子レヴェルで解明するために、BLF 投与

がNFκB p65及びp38 MAPKのリン酸化、及び IL-18の発現に与える影響ついて、

Western blot 解析を用いて検討を行った。p-p38、p-p65、p-IKKbの発現は、saline、

albumin（200 µg/rat）投与群のいずれにおいても無処置群と比較して有意に増加

した。BLF高濃度投与群（200 µg/rat）では、その増加が有意に抑制されたもの

の、低濃度投与群（20 µg/rat）では抑制されなかった（図 4 A-C）。末梢神経傷害

後に脊髄後角において炎症性サイトカイン IL-18 が増加すると報告されている。

また IL-18 の産生は、p38 によって制御されている。そこで、BLF が IL-18 の発

現に与える影響についても調べた。IL-18の発現は、saline、albumin（200 µg/rat）

投与群のいずれにおいても無処置群と比較して有意に増加した。BLF 高濃度投

与群（200 µg/rat）では、その増加が有意に抑制されたが低濃度投与群（20 µg/rat）

では抑制されなかった（図 4 D）。 
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図 4 BLF投与によるオトガイ神経切断後のタンパク発現変化 

 ** p<0.01, * p<0.05, n=5  
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3) BLF髄腔内投与後の細胞内への取り込みと、TRAF6 との結合について 

骨髄由来幹細胞を用いた培養実験系では、BLFは細胞内に LRP1 を介し細胞内

に取り込まれ 細胞膜近傍に存在する TRAF6 と結合する。TRAF6は、TNF receptor 

associated factor（TRAF）protein familyとして、TNF 受容体スーパーファミリーのシ

グナル伝達を仲介するタンパクとして同定された。TRAF6 は、膜受容体の細胞

質内に発現している CD40 を介し活性化される。CD40が活性化されると、直接

結合していた TRAF6 がリクルートされ、その後のシグナル伝達を仲介している

といわれている。BLF が結合した TRAF6は、下流の NFκB p65、 P38 MAPK の

活性を抑制されることが報告されている。髄腔内投与した BLF の細胞内への取

り込みと TRAF6 への結合を確認するために、抗 TRAF6 抗体を用いた免疫沈降

を行った。 抗 TRAF6 抗体によって免疫沈降した BLF 髄腔内投与群のみにバン

ドが検出された（図 5）。したがって、BLF は髄腔内投与した後、細胞内に担体

輸送され細胞膜近傍に存在する TRAF6と結合することが示された。 

 

 

 

 

 

図 5 BLF髄腔内投与後の抗 TRAF6 抗体による免疫沈降を抗 BLF抗体で検出 
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4. オトガイ神経切断後誘発される異所性疼痛に対する LPS-RS（TLR4 

antagonist）の影響 

1) LPS-RS 髄腔内投与による疼痛閾値の変化 

 TRAF6 は細胞膜近傍に存在し、その上流となる受容体として Toll Like 

Receptorが知られている（Takeda et al., 2004）。特に TLR4 は小膠細胞に発現し、

末梢神経傷害後の神経因性疼痛の発現に関与していると報告されている（Yao et 

al., 2013 ）。そこで、TLR4 の antagonist である LPS-RS を髄腔内投与が、オトガ

イ神経切断後の異所性疼痛に与える影響について調べた。全ての実験群におい

てチューブ手術一週間後の EF50 値はチューブ手術前と有意な差は認められず、

チューブ手術による上顎神経支配領域の疼痛閾値に対する影響はなかった。全

ての実験群でオトガイ神経切断 1週間後に EF50 値の有意な低下が認められ、異

所性疼痛の発現が確認された。LPS-RS（0.2 µg/rat）を投与すると、EF50 値は 2

時間から 2日後まで上昇した。一方、saline、LPS-RS（0.02 µg/rat）を投与した

場合、有意な EF50値の上昇は認められなかった（図 6）。以上の結果より、LPS-RS

による濃度依存的な異所性疼痛の抑制が確認された。
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図 6 LPS-RS 投与後の疼痛閾値の変化 

** p<0.01, vs pre-drug, ## p<0.01, vs saline, n=4  

 

2) LPS-RS 投与後の p-p38、p-p65、IL-18の発現変化 

次に LPS-RS の鎮痛効果メカニズムを分子レヴェルで解明するために、LPS-RS

投与が NFκB p65 及び p38 MAPKのリン酸化、及び IL-18の発現に与える影響つ

いて、Western blot 解析を用いて検討を行った。p-p38の発現は、saline投与群に

おいて無処置群と比較して有意に増加し、LPS-RS 高濃度投与群（0.2 µg/rat）で

は、その増加が有意に抑制されたものの、低濃度投与群（0.02 µg/rat）では抑制

されなかった（図 7 A, B）。IL-18の発現は、saline投与群において無処置群と

比較して有意に増加し、LPS-RS 投与群で有意な差は認められなかったが、無処

置群と同程度の発現を認め、saline投与群と比較して明らかな発現の抑制が認め

られた。p-p65の発現は、saline、LPS-RS 高濃度投与群（0.2 µg/rat）,低濃度投与

群（0.02 µg/rat）のいずれにおいても無処置群と比較して有意に増加した（図 7 C）。

以上の結果より、小膠細胞上における TLR4 に制御される下流のシグナルは、p38 

MAPKであることが示唆された。 
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図 7 LPS-RS 投与によるオトガイ神経切断後のタンパク発現変化 

 ** p<0.01, * p<0.05, vs naive, n=4  
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5. オトガイ神経切断後誘発される異所性疼痛に対する Withaferin A（NFκB p65 

inhibitor）の影響 

1) Withaferin A 髄腔内投与による疼痛閾値の変化 

オトガイ神経切断後、長期にわたる p-NFκB p65 の発現が認められることから、

p-NFκB p65と異所性疼痛の関連性が考えられた。Withaferin Aは特異的 NFκB 

inhibitorとして知られているが、神経因性疼痛に対する鎮痛効果を目的とした報

告は全くない。そこで、Withaferin Aの髄腔内投与が、オトガイ神経切断後の異

所性疼痛に与える影響について調べた。全ての実験群においてチューブ手術一

週間後の EF50値はチューブ手術前と有意な差は認められず、チューブ手術によ

る上顎神経支配領域の疼痛閾値に対する影響はなかった。全ての実験群でオト

ガイ神経切断 1週間後に EF50値の有意な低下が認められ、異所性疼痛の発現が

確認された。Withaferin A（63 µg/rat）を投与すると、EF50 値は 2 時間から 3日

後まで上昇した。一方、saline、Withaferin A（6.3 µg/rat）を投与した場合、有意

な EF50値の上昇は認められなかった（図 8）。以上の結果より、Withaferin A に

よる濃度依存的な異所性疼痛の抑制が確認された。
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図 8 Withaferin A投与後の疼痛閾値の変化 

** p<0.01, vs pre-drug, ## p<0.01, vs saline, n=4  

 

2) Withaferin A 髄腔内投与による、p-p65、p-IKKb、IL-18、及び p-p38 のタン

パク発現変化 

NF-κB 活性化経路は古典的経路（ canonical pathway）と非古典的経路

（non-canonical pathway）の 2経路に大別される。古典的経路では、NFκBは、IκBα 

と結合することによりその活性を抑制されている。しかし、IκBα のリン酸化を

誘導する IKKbがリン酸化されると IκBαがリン酸化され、NFκBから分離する。

この結果、NF-κB がリン酸化される。Withaferin A は NFκB p65 の特異的阻害薬

であることは知られているが、p38に対する影響は不明である。そこで、Withaferin 

Aの鎮痛効果メカニズムを分子レヴェルで解明するために、Withaferin A 投与が

p-NFκB p65、p-IKKb、IL-18、及び p-p38の発現に与える影響ついて、Western blot

解析を用いて検討を行った。その結果、p-NFκB p65、p-IKKb、IL-18、及び p-p38

の発現は、saline 投与群において無処置群と比較して有意に増加した。p-NFκB 

p65と IL-18については、Withaferin A（63 µg/rat or 6.3 µg/rat）投与群で saline投

与群と比較して、その発現が抑制された。また、p-IKKbと p38 MAPKについて

は、Withaferin A（63 µg/rat）投与群で saline 投与群と比較して、その発現が抑制

された。（図 9 A-D）。以上の結果より、NFκB p65あるいは P38 MAPK のリン酸

化を抑制することにより、IL-18の分泌が抑制されることが示唆された。 

https://ja.wikipedia.org/w/index.php?title=I%CE%BAB&action=edit&redlink=1
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図 9 Withaferin A投与によるオトガイ神経切断後のタンパク発現変化 

** p<0.01, * p<0.05, n=4 
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6. オトガイ神経切断後誘発される異所性疼痛に対する SB203580（p38 MAPK 

inhibitor）の影響 

1) SB203580 髄腔内投与による疼痛閾値の変化 

オトガイ神経切断後、長期にわたる p-p38の発現が認められることから、p-p38

と異所性疼痛の関連性が考えられた。一方、SB203580 は特異的 p38の阻害薬と

して知られている。そこで、SB203580 の髄腔内投与が、オトガイ神経切断後の

異所性疼痛に与える影響について調べた。全ての実験群においてチューブ手術

一週間後の EF50値はチューブ手術前と有意な差は認められず、チューブ手術に

よる上顎神経支配領域の疼痛閾値に対する影響はなかった。全ての実験群でオ

トガイ神経切断 1週間後に EF50値の有意な低下が認められ、異所性疼痛の発現

が確認された。SB203580（10 µg/rat）を投与すると、EF50 値は 2 時間から 2日

後まで上昇した。SB203580（1.0 µg/rat）を投与すると、EF50 値は 24 時間後に

上昇した。一方、Saline を投与した場合、有意な EF50 値の上昇は認められなか

った（図 10）。以上の結果より、SB203580 による濃度依存的な異所性疼痛の抑

制が確認された。 
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図 10 SB203580投与後の疼痛閾値の変化 

** p<0.01, vs pre-drug, ## p<0.01, vs saline, n=4  

 

2) SB203580 髄腔内投与による p-p38、IL-18、p-p65 の発現変化 

SB203580 の鎮痛効果メカニズムを分子レヴェルで解明するために、SB203580

投与が p-NFκB p65、p-p38、及び IL-18の発現に与える影響ついて、Western blot

解析を用いて検討を行った。 

p-p38、IL-18、p-p65 の発現は、saline投与群において無処置群と比較して有意

に増加した。p-p38、IL-18については SB203580 高濃度投与群（5.0 µg/rat）、低

濃度投与群（0.5 µg/rat）のいずれにおいても、その増加が有意に抑制された（図

11 A, B）。p-p65の発現は、SB203580 高濃度投与群（5.0 µg/rat）, 低濃度投与群

（0.5 µg/rat）のいずれにおいても無処置群と比較して有意に増加し、抑制は認め

られなかった（図 11 C）。以上の結果より、p38 MAPK を抑制することにより

IL-18の産生が抑制されることが示唆された。 
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図 11 SB203580 投与によるオトガイ神経切断後のタンパク発現変化 

** p<0.01, * p<0.05, vs naive, n=4 
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7. オトガイ神経切断後誘発される異所性疼痛に対する IL-18 Binding Protei

（IL-18 BP）の影響 

1) IL-18 BP髄腔内投与による疼痛閾値の変化 

 

オトガイ神経切断後、長期にわたる IL-18 の発現が認められることから、

p-p38と異所性疼痛の関連性が考えられた。一方、IL-18BP はマクロファージ

から分泌され、IL-18 と結合することによりその活性を阻害する。そこで、

IL-18 BP の髄腔内投与が、オトガイ神経切断後の異所性疼痛に与える影響に

ついて調べた。 

 

全ての実験群においてチューブ手術一週間後のEF50値はチューブ手術前と有

意な差は認められず、チューブ手術による上顎神経支配領域の疼痛閾値に対す

る影響はなかった。全ての実験群でオトガイ神経切断 1週間後に EF50値の有意

な低下が認められ、異所性疼痛の発現が確認された。IL-18 BP（2.0 µg/rat）を投

与すると、EF50値は 5時間から 3日後まで上昇した。IL-18 BP（0.2 µg/rat）を

投与すると、EF50値は 24時間から 2日後まで上昇した。一方、salineを投与し

た場合、有意な EF50 値の上昇は認められなかった（図 12）。以上の結果より、

IL-18 BP による濃度依存的な異所性疼痛の抑制が確認された。 
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図 12 IL-18 BP投与後の疼痛閾値の変化 

 

2) IL-18 BP髄腔内投与による IL-18の発現変化 

オトガイ神経切断後、IL-18 BP 髄腔内投与したラット三叉神経脊髄路核におけ

るタンパク発現変化を Western blot 解析で検討した。 

 無処置と比較して、saline投与で IL-18の分泌発現は増加しており、その発現増

加は IL-18 BP 投与で発現抑制された。さらに IL-18 BP 投与によって、IL-18と

IL-18 BP との分子量の総和である 60 kDa相当部に不明瞭なバンドが出現した。 

このことから、IL-18 BP は、オトガイ神経切断によって、細胞外へ分泌増加し

た IL-18に結合することで、その活性を抑制したと示唆された。 
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図 13 IL-18 BP投与によるオトガイ神経切断後の IL-18の発現 
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考察 

 

1. 実験モデルの設計と有用性について 

1988年から1992年にかけて、Bennettら（Bennett and Xie 1988）、Sltzerら（Bennett 

and Xie 1988; Seltzer, Dubner and Shir 1990; Kim and Chung 1992）、Chung ら （Kim 

and Chung, 1992）が坐骨神経や脊髄神経の部分結紮を施した神経因性疼痛モデル

を報告し、現在もこのモデルの主流である。部分結紮である理由は、完全結紮

によって、麻痺があらわれ、動物での疼痛評価が困難になるためである。一方

で、三叉神経は眼神経、上顎神経、下顎神経が、顔面感覚の上部、中央部、下

部の感覚を各々担っており、その神経支配領域が明確に区分されていることか

ら、異所性疼痛モデルの開発に適している。過去の報告を参考に（Piao et al., 2006; 

Takahashi et al., 2011）、下顎神経の終末神経であるオトガイ神経を固く結紮して

から、遠位側を 1 mm 切り取った神経損傷モデルを作製し、その後上顎神経支配

領域である whisker pad において機械的痛覚過敏が生じることを用いて実験を行

った。オトガイ神経を完全切断することで、下顎神経支配領域では麻痺が生じ

ていることが容易に想像されるが、上顎支配領域に、神経因性疼痛である痛覚

過敏が認められることから、異所性疼痛とともに、神経因性疼痛のモデルとし

て有用であると考える。また、末梢神経領域の炎症反応が、中枢神経の神経膠

細胞の活性化や疼痛域値の低下を引き起こすと報告されているが（Iwata et al., 

1998）、このモデルでは、皮膚切開と神経剖出のみを行った偽手術後、EF50 値は

低下せず、異所性疼痛が発症しなかったことが既に報告されている（Takahashi et 

al., 2011）。さらに、オトガイ神経切断後、三叉神経脊髄路核において、小膠細

胞の特異的タンパクである Iba1 の発現レヴェルが長期にわたり増加することや、

それに伴う p38 MAPK の発現亢進が認められることが確認されており、対照と
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して偽オペ後の三叉神経脊髄路核の Iba1、p-p38 MAPK の増加は認められないこ

とが明らかとなっている（Murasaki et al., 2013）。 

本研究では、ポリエチレンチューブ埋入術や、オトガイ神経切断時に伴う皮膚

切開や神経剖出などの外科的処置の影響を調べるために、髄腔内投与のための

カニューレ形成する tube opeを行う前と、tube ope 1 週間後のオトガイ神経切断

前の各タイムポイントで疼痛閾値を計測した。結果として、疼痛閾値の低下は

認められず、皮膚切開などの外科的侵襲が痛覚過敏を誘発しないことが確認さ

れた。さらにオトガイ神経切断 1 週間後、薬剤を髄腔内投与する前に疼痛閾値

を計測することで、異所性疼痛の発症を確認した。 

本研究では、2013年の Murasaki らの報告（Murasaki et al., 2013）をもとに、

経時的な NFκB p65、p38 MAPK 及び IL-18 さらに LRP1 のタンパク発現レヴェ

ルを確認した。すると、オトガイ神経切断後、長期にわたって、NFκB p65、p38 

MAPKのリン酸化亢進と、IL-18の分泌増加が認められ、これらのシグナル伝達

系と、炎症性サイトカインが、異所性疼痛に深い関連があることが示唆された。

また、LRP1 については無処置、偽手術、オトガイ神経切断後においても、いず

れも高発現しており、中枢神経領域での存在が確認された。 

 

2. オトガイ神経切断後、BLF髄腔内投与の効果 

2-1 ラクトフェリンの生理活性について 

 ラクトフェリンは哺乳類の分泌液に存在し、免疫活性作用や抗菌作用をもつ

さまざまな生理活性を有する 80 kDaという比較的大きな糖タンパク質である。

数多くの生理活性を持ち、とくに抗炎症作用については、さまざまな炎症系サ

イトカインで検討されている（Inubushi et al., 2012）。In vitroの実験系で、LPS

刺激後の骨芽細胞によって産生される IL-1β、TNFα がラクトフェリンによって

抑制される。実際、in vivo でラクトフェリンを経口投与すると、歯周病、関節



38 

 

リウマチによる骨変形の改善が認められている（Inubushi et al., 2012）。一方、三

叉神経傷害後に誘発される三叉神経脊髄路核における持続的な炎症性サイトカ

インの分泌増加が、異所性疼痛の主な原因として知られている。そこで、本研

究では、ラクトフェリンが持つ炎症性サイトカインの抑制作用による、異所性

疼痛の抑制を仮説として設定し、中枢神経領域の異所性疼痛に対するラクトフ

ェリンの鎮痛効果とその分子メカニズムについて初めて報告した。 

 

2-2 異所性疼痛に対する BLFの効果について 

BLF の神経因性疼痛への効果について現在ほとんど報告されていない。その

ため、まず BLF の神経因性疼痛への効果を検討するために、オトガイ神経切断

により誘発させた異所性疼痛を持つラットに対し、BLF を髄腔内投与し、経時

的に機械的逃避行動試験を行った。その結果、オトガイ神経切断によって誘発

された異所性疼痛が、BLF 髄腔内投与後、BLF 高濃度群で有意に抑制された。

この効果は、ウシ由来 albumin の同濃度群には認められなかった。さらに、saline

や BLF の低濃度投与群においても疼痛は抑制されなかった。すなわち、BLF を

高濃度で髄腔内へ投与することで、異所性疼痛が抑制されることが判明した。 

 

2-3 BLF髄腔内投与後の分子メカニズムについて 

前述したように、異所性疼痛は、高濃度 BLF の髄腔内投与によって抑制され

ることが明らかとなった。そこで、タンパク発現レヴェルではどのような発現

変化が起こっているのかを、三叉神経脊髄路核の組織サンプルを用いて western 

blot 解析を行った。三叉神経脊髄路核の尾側核部分の組織サンプルでは小膠細胞

の局所凝集と、小膠細胞の特異的タンパクである Iba1 が強発現していることは

よく知られている。犬伏らの報告（Inubushi, et al., 2012）を参考に、NFκB p65

や p38 MAPK の細胞内シグナルに着目し、細胞から分泌される炎症性サイトカ
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インとして、IL-18 に着目した。IL-18 は、1995 年 IFN-γ 誘導因子として初めて

兵庫医科大学でクローニングされたサイトカインであり、当初は IFN-γを介した

Th1型免疫応答を誘導する結果、マクロファージの活性化や抗アレルギー作用が

注目されていた。しかしその後の研究で IL-18はTh1型免疫応答を誘導したあと、

Th1 細胞から分泌したサイトカインやケモカインを介して Th2 細胞を活性化し

アレルギー疾患の発症と、慢性炎症状態を維持することが報告されている

（Okamura et al., 1995; Nakanishi et al., 2001）。ごく最近では、坐骨神経損傷モデ

ルにおける神経因性疼痛において、IL-18 は、P2X7 受容体を介した p38 MAPK

のリン酸化亢進によって、小膠細胞から分泌されることが報告されている（Yang 

et al., 2015）。本研究では、オトガイ神経切断による、三叉神経脊髄路核におけ

る NFκB p65 と p38 MAPK のリン酸化発現亢進、および IL-18の分泌増加が、い

ずれも高濃度 BLFを髄腔内投与することにより発現抑制された。さらに、NFκB 

p65においてはそのリン酸化を IKKbのリン酸化を介することで誘導されている

ため、IKKbのタンパク発現レヴェルの検討も行った。その結果、オトガイ神経

切断後、IKKbのリン酸化が発現亢進したが、高濃度 BLFの髄腔内投与により抑

制された。以上の結果から、BLFによる NFκB p65 および p38 MAPKのシグナル

伝達の阻害と、IL-18 の産生抑制が確認された。 

 

2-4 BLFの細胞内への取り込みについて 

BLF は牛乳由来のラクトフェリンであり、経口摂取可能で、主な副作用の報

告がない安全性の高いタンパク質である。経口摂取後の BLF 取り込みについて

はいまだ議論の余地はあるが、血液・脳、脊髄関門を通過し、中枢の髄液中に

まで侵入していくことが報告されている（竹内 et al., 2004）。しかし、BLF髄腔

内投与後の、中枢神経領域の細胞への取り込みと、その作用については報告が
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ない。一方、間葉系幹細胞の培養実験系では、BLF は、LDL レセプターの一つ

である LRP1 を介して細胞内に取り込まれ、細胞膜近傍の TRAF6 に結合し、そ

の下流にある NFκB p65、p38 MAPK のリン酸化を抑制し、炎症系サイトカイン

の分泌抑制を誘導することが報告されている （Inubushi et al., 2012）。すなわち、

BLF が炎症系サイトカインの分泌抑制の作用を発揮するには、細胞内への取り

込みが必要である。そのため、本研究においても、BLF の細胞内への取り込み

を検討した。LRP1 の中枢神経領域での存在は今まで報告がなかったが、今回、

三叉神経脊髄路核における経時的なタンパク発現レヴェルを検討した結果、オ

トガイ神経切断前後で著明な変化はなく、一定に高発現が認められたことより、

中枢神経領域における LRP1 の存在は確認できた。そのため、オトガイ神経切断

後著しく分化増殖する小膠細胞だけでなく、星状膠細胞や神経細胞にも存在す

る可能性は強く示唆される。さらに、BLF 髄腔内投与後の延髄組織で、抗 TRAF6

抗体で免疫沈降した後、BLF の発現を認めたことから、BLF は中枢神経系のい

ずれかの細胞内に、LRP1 を介して担体輸送され、TRAF6に結合したことが示唆

された。 

以上より、髄腔内投与された BLF は中枢神経領域において、いずれかの細胞

の中に担体輸送され、TRAF6 と結合することにより、下流の NFκB p65、p38 

MAPKのリン酸化亢進を抑制し、さらに IL-18の分泌増加を抑制し、オトガイ神

経切断後に誘発された異所性疼痛を抑制することが明らかとなった。 

 

3. オトガイ神経切断後 TLR4 antagonist（LPS-RS）髄腔内投与の効果 

3-1 TLR4 について 

前述の実験結果から、細胞内に取り込まれた BLF は TRAF6 と結合することに

よって、細胞内シグナルカスケードの阻害とそれに伴う炎症性サイトカインの

阻害効果をもたらすことが示唆された。そこで TRAF6の上流を制御する受容体
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について考察した。TRAF6 の上流制御する受容体には、ほぼ全ての Toll like 

receptor や IL-1 受容体、IL-18 受容体が知られている（Mabilleau, Chappard and 

Sabokbar 2011; Burns et al., 1998）。一方で、小膠細胞の細胞膜上においては、数

多くの受容体が存在しており、ATP 受容体である P2X4、P2X7や Toll like receptor

のうち TLR4、TLR2、TLR７、および細胞内小胞の膜上に TLR9 などが報告され

ている（Yao et al., 2013; Hong et al., 2010, Chen et al., 2009; Matsuda et al., 2015;  

Zhao, Zhang and Li 2015）。P2X4、P2X7は特に、末梢神経損傷後、増加する ATP

など神経伝達物質をリガンドとして、小膠細胞の細胞内シグナルカスケードを

活性化し、p38 MAPK のリン酸化を介して炎症性サイトカイン IL-18の分泌を誘

導することが報告されている（Yao et al., 2013; Matsuda et al., 2015）。しかし、In 

vitroの実験系で、TLR4 は小膠細胞の細胞膜上に存在し、LPS 刺激により活性化

されることが報告（Lafrance et al., 2010）されているものの、TLR4 を介した IL-18

の発現調節については報告がない。そこで本研究では、TRAF6 の上流の受容体

として TLR4 に着目することにし、TLR4 の antagonist である LPS-RS を用いて実

験を行った。TLR4 は、外因性リガンドである LPS、内因性リガンドである細胞

外マトリックスの構成成分であるプロテオグリカンや、熱ショックプロテイン

（HSP）類によって活性化される受容体である（Marshak-Rothstein 2006）。In vitro

の小膠細胞では、LPS による TLR4 の活性化とそれに伴う TNFα、IL-1β、IL-6

の産生亢進についての報告がある（Bai et al., 2014; Yang et al., 2015）。 

 

3-2 異所性疼痛に対する LPS-RS（TLR4 antagonist）の効果について 

 LPS-RS は TLR4 の antagonist であり、Rhodobacter sphaeroides による LPS 成

分である。LPS-RS はそのリピド Aのアシル基の数が 5つであるペンタアシルの

ため、リガンドとして作用しても、その後の免疫活性が生じない。このことか
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ら、TLR4 の antagonist として利用されている。本研究では、まず LPS-RS の神

経因性疼痛への効果を検討するために、オトガイ神経切断によって誘発させた

異所性疼痛を持つラットに対し、LPS-RS を髄腔内投与し、経時的に機械的逃避

行動試験を行った。その結果、オトガイ神経切断によって誘発された異所性疼

痛が、LPS-RS 髄腔内投与後、LPS-RS 高濃度群で抑制されることが示された。

一方、salineや低濃度 LPS-RS 投与群では、抑制は認められなかった。すなわち、

LPS-RS を高濃度で髄腔内へ投与することにより、異所性疼痛が抑制されること

が明らかとなった。 

 

3-3 LPS-RS 髄腔内投与後の分子メカニズムについて 

次に、タンパク発現レヴェルではどのような発現変化が起こっているのかを、

三叉神経脊髄路核の組織サンプルを用いてwestern blot解析を行った。p38 MAPK

リン酸化と IL-18のタンパク発現レヴェルは、オトガイ神経切断後、発現増加し、

LPS-RS を髄腔内投与すると、その発現増加が抑制された。しかし、NFκB p65

のリン酸化のタンパク発現レヴェルに関しては、LPS-RS を高濃度で髄腔内投与

すると、やや減少傾向を認めるものの有意な抑制を認めなかった。 

 

3-4 オトガイ神経切断後の pNFκB p65 のリン酸化について 

NFκB p65 のリン酸化の局在を確認するため、オトガイ神経切断 3日後の三叉

神経脊髄路核中位核尾側核移行領域を免疫蛍光二重染色した。その結果、NFκB 

p65のリン酸化は星状膠細胞に局在していることが示され、尾側核において異常

凝集していた小膠細胞とは共局在を示さなかった。これらの結果を踏まえると、

小膠細胞の膜状に存在する TLR4の下流で NFκB p65の制御はされない可能性が

示唆された。 
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4. 異所性疼痛モデルと、NFκB p65 の関連性について 

4-1 NFκB p65 について 

NFκBは 1986 年、核内の免疫グロブリンの K 鎖遺伝子のエンハンサー領域に

直接結合する転写因子として働くタンパク質として同定された（Sen and 

Baltimore 1986）。当初は、B 細胞特有の細胞内タンパク質と考えられていたが、

後にほぼ全ての動物種の全ての細胞に存在することが判明した。さらに、活性

化された NFκB は、核内へ移行し主に免疫応答の制御反応を誘導する転写因子

として働く。通常、NFκB は細胞質内に不活性型 NFκB として存在しており、

inhibitor of NFκB（IκB）との複合体を形成し、その活性が抑えられている。しか

し、何らかのストレス応答で、IκB kinase（IKK）がリン酸化され、IκBがリン酸

化しユビキチン化することにより、NFκB p65 がリン酸化、核内移行し、IL-1、

IL-2、IL-6、TNFα、および cox2 など炎症性サイトカインの転写活性が亢進する

（Sitcheran, Cogswell and Baldwin 2003; Hayden and Ghosh 2004）。この過剰な炎症

性サイトカインの存在が、癌や多くの自己免疫疾患の原因と考えられている

（Tergaonkar et al., 2006）ため、NFκBの活性化阻害剤の研究がなされている。

NFκB阻害剤の多くは、天然の植物や昆虫からの防御物質から抽出される。例え

ば、フェロモンの一種である 3 つのイソプレンからなるセスキテルペン類に分

類される、ナツシロギク由来のフィバーフュー（Guzman et al., 2005）、ブドウの

皮由来のレスベラトロール（Guzman et al., 2005）、クミンに含まれるクルクミン

（Guzman et al., 2005）、そしてインドの原生種のナス科常緑低木であるアシュワ

ガンダの根や葉から抽出される Withaferin Aなどがある。Withaferin Aは、古く

からインドの伝統医学であるアーユルヴェーダにおいて、抗炎症、抗免疫反応、

抗疲労などの作用で使用されている（Bargagna-Mohan et al., 2007）。また、

Withaferin Aは強力な IκBα kinase（IKK complex）の阻害剤であり、IKK complex

のリン酸化を阻害することで、NFκBの活性を抑えていることも報告されている
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ため（Bargagna-Mohan et al., 2007; Gambhir et al., 2015）、本研究で NFκB p65 の阻

害薬として用いた。 

 

4-2 異所性疼痛に対する Withaferin A（NFκB inhibitor）の効果について 

まずWithaferin Aの神経因性疼痛への効果を検討するために、オトガイ神経切

断によって誘発させた異所性疼痛を持つラットに対し、Withaferin Aを髄腔内投

与し、経時的に機械的逃避行動試験を行った。その結果から、オトガイ神経切

断によって誘発された異所性疼痛が、Withaferin A 髄腔内投与後、Withaferin A 高

濃度群において抑制された。この効果は、salineやWithaferin A低濃度投与群で

は認められなかった。すなわち、Withaferin Aを高濃度で髄腔内へ投与すること

で、異所性疼痛は抑制されることが判明した。 

 

4-3 Withaferin A 髄腔内投与後の分子メカニズムについて 

タンパク発現レヴェルではどのような変化が生じているのかを三叉神経脊

髄路核の組織サンプルを用いて western blot 解析した。その結果、IKKb、NFκB p65

のリン酸化と IL-18 のタンパク発現レヴェルは、オトガイ神経切断後に増加し、

Withaferin Aを髄腔内投与することにより抑制された。最近では、Withaferin A に

強力な抗腫瘍効果が認められることが報告されている（Gambhir et al., 2015）。た

とえば、白血病細胞や黒色腫細胞に対して、Blc-1/p38 MAPK/Akt/ROS のリン酸

化を亢進し、カスパーゼを発現抑制することで、アポトーシスへ機転させる報

告がある（Mandal et al., 2008）。さらに、乳がん細胞の細胞培養実験系では、

Withaferin Aを添加処理すると、p38 MAPK のリン酸化が亢進し、それによる癌

細胞のアポトーシスへのスイッチングが認められると報告されている（Zhang et 

al., 2011; Nakajima et al., 2013）。そこで、今回の実験においても Withaferin A 投与

後の p38 MAPKのタンパク発現レヴェルについて検討を行った。p-p38 MAPK の
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タンパク発現レヴェルは、オトガイ神経切断後に亢進し、Withaferin A 投与 24

時間後では、その発現増加が有意に抑制された。本結果は、これまで癌細胞な

どにおいて報告されてきた、Withaferin Aによる p38 MAPKのリン酸化亢進を介

したアポトーシス促進効果とは異なることが示された。 

以上の結果から、Withaferin Aはオトガイ神経切断後に生じるリン酸化 IKKb、

NFκB p65、及び p38 MAPK の発現誘導をともに抑制し、IL-18の分泌増加を抑制

することが明らかとなった。この IL-18の分泌抑制については、NFκB p65 と p38 

MAPK の制御のうちどちらであるのかは、不明のままであった。 

 

5. 異所性疼痛モデルと、p38 MAPKの関連性について 

5-1 p38 MAPKについて 

MAPK とは、セリン/スレオニンキナーゼのひとつであり、分裂促進因子活性

化タンパク質キナーゼである。p38 MAPK、ERK、c-Jun N 末端キナーゼ（JNK）

等がMAPK ファミリーとして知られている。酸化ストレス、紫外線照射、熱シ

ョック、浸透圧ショック、サイトカインなどの刺激を受けると活性化され、細

胞の分化や増殖、あるいはその逆のアポトーシス、オートファジーを誘導する

（Yang et al., 2015）。 

神経因性疼痛では、坐骨損傷モデルにおいて、末梢神経損傷後の脊髄後角に

おいて、小膠細胞が異常活性を呈し、異常凝集していることが報告されてい

（Murasaki et al., 2013）。さらに、その小膠細胞において p38 MAPKのリン酸化

が発現増強されている。オトガイ神経切断による異所性疼痛モデルにおいても、

p38 MAPKのリン酸化は主に小膠細胞上のみで確認され、神経細胞や、星状膠細

胞上では認められない。このことは過去の神経因性疼痛における多数の報告と

一致している（Gosselin et al., 2010）。さらに、オトガイ神経切断後、p38 MAPK

のリン酸化は、タンパク発現レヴェルで長期間継続して亢進し、小膠細胞の異
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常活性は、末梢神経損傷後、神経因性疼痛初期だけではなく、長期的な活性を

示すことが明らかとなっている（Murasaki et al., 2013）。        

また、p38 MAPK阻害薬が自己免疫疾患や炎症プロセスに対し治療薬となる可

能性があるため、近年盛んに研究が進められている（Goldstein and Gabriel, 2005）。

MAPK阻害薬の一つに SB203580 がある。SB203580 は、p38 MAPK の選択的阻

害剤であり、p38 MAPK および Hsp27のリン酸化で誘導される MAPKAPK-2の

活性化を阻害する合成薬剤である。その鎮痛効果は、神経因性疼痛モデルで数

多く報告されているが（Goldstein and Gabriel 2005; Zhang et al., 2014;）、顔面領域

の異所性疼痛モデルにおいては、眼窩下神経拘扼モデルでの報告しかない（Ma et 

al., 2012; Ito et al., 2013）。さらに本研究では、BLF髄腔内投与によってオトガイ

神経切断後の p38 MAPK のリン酸化発現亢進が抑制されたことから、SB203580

を用いたp38 MAPKの阻害によって異所性疼痛に対する効果について検討した。 

 

5-2 異所性疼痛に対する SB203580 の効果について 

オトガイ神経切断後に誘発された異所性疼痛は、SB203580 投与群において抑

制が認められた。この鎮痛効果は、高濃度群で顕著に、また長期に認められた。

さらに、誘発された異所性疼痛は saline 投与群では抑制されなかったことから、

SB203580 の髄腔内投与は異所性疼痛の鎮痛効果を持ことが明らかとなった。 

 

5-3 SB203580 髄腔内投与後の分子メカニズムについて 

次に、タンパク発現レヴェルではどのような発現変化が起こっているのかを

三叉神経脊髄路核の組織サンプルを用いてwestern blot解析を行った。p38 MAPK

のリン酸化と IL-18のタンパク発現レヴェルは、オトガイ神経切断後に発現増加

し、SB203580 を髄腔内投与すると増加は抑制された。また、NFκB p65 のリン酸

化のタンパク発現レヴェルもオトガイ神経切断後に発現増加したが、SB203580



47 

 

の髄腔内投与により、その発現増加が抑制されることはなかった。以上の結果

から、SB203580 は p38 MAPK に特異的に作用していることが明らかとなり、さ

らに、IL-18 の分泌の顕著な抑制が認められたことから、IL-18 は、小膠細胞内

の p38 MAPKのリン酸化を介して産生されることが示唆された。 

 

6. 異所性疼痛モデルと IL-18 の関連性について 

6-1 IL-18について 

IL-18 は IL-1 ファミリーに属し、IL-1β と同様に、通常時においては前駆体で

細胞内に存在しており、Caspase-1 の活性化により切断され、成熟型となると細

胞外に分泌される。IL-1β 前駆体は健常時、血清や血球内、造血細胞内には存在

しないのに対し、IL-18 は健常時においても、血球内、造血細胞内に存在してい

ることが報告されている（Dinarello et al., 2013; Fujita et al., 2011）。中枢神経系で

は、IL-18 は小膠細胞から産生されることが既に報告されており、分泌された

IL-18は、IL-18Rα/β を有する細胞に作用し、NFκB p65 を活性化し、炎症性サイ

トカインの誘導を促すとされている（善本 2005）。IL-18Rα/β の mRNA は、

Northern blot 解析によって視床下部や小脳、海馬領域からの神経細胞、小膠細

胞、星状膠細胞に幅広く発現している。さらに、星状膠細胞については、免疫

蛍光二重染色によって IL-18Rα/β タンパクの局在が明らかとなっている（Alboni 

et al., 2010; Miyoshi et al., 2008）。さらに、IL-18 の活性を阻害する血清成分とし

て、生体内に、IL-18BP が分泌されていることが知られており、正常時には

IL-18BP は IL-18 よりも過剰に存在することで IL-18 の活性を抑制し、炎症反応

時には IL-18 が多量に発現されることで炎症反応に向かうと考えられている 

（善本 2005）。 

 

6-2. 異所性疼痛に対する IL-18BPの鎮痛効果について 
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異所性疼痛時、三叉神経脊髄路核に過剰発現している IL-18と髄腔内投与した

IL-18 BP が結合し、疼痛が抑制されるのではないかと仮説を設定した。疼痛逃

避行動試験の結果、IL-18 BP の髄腔内投与によって、濃度に依存した作用時間

の差はあったが、オトガイ神経切断後誘発される異所性疼痛を抑制した。 

 

6-2 IL-18BP髄腔内投与後の IL-18のタンパク発現について 

次に、三叉神経脊髄路核における IL-18 のタンパク発現レヴェルを確認した。

IL-18 BP を髄腔内投与すると、成熟型 IL-18 の発現が無処置動物と同程度まで抑

制された。IL-18 BP と IL-18の分子量はそれぞれ 42 kDaと 18 kDa であるが、そ

の総和である 60 kDa 相当部に非常に薄い特異的バンドが出現していた。従って、

IL-18 BP がシナプス間隙に過剰分泌された IL-18 と特異的に吸着することで、異

所性疼痛を抑制すると考えられた。 

 

今後の課題について 

BLFはオトガイ神経切断後に星状膠細胞に増加する p-NFκB p65を抑制するこ

とが明らかとなったが、p-NFκB p65の異所性疼痛に対する役割は依然不明のま

まであった。また、小膠細胞から分泌された IL-18は異所性疼痛を誘発すること

が示唆されたが、具体的にどのようにして異所性疼痛を誘発するのかは不明で

あった。IL-18 receptor は星状膠細胞膜および神経細胞膜に発現しているとの報

告もあり（Alboni et al., 2010; Miyoshi et al., 2008）、さらなる検討が必要である。 

本研究では BLF の経口投与については検討していない。タンパク質はアミノ

酸レヴェルまで分解されてから腸管内で吸収されるため、BLF の経口投与では

その機能を発揮できない可能性がある。しかし、BLF を大豆レシチンでリポソ

ーム化すると、タンパク構造が維持されたまま腸管内で吸収され、BLF の機能
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が発揮されると報告されている（Ishikado et al. 2005）。鎮痛効果を目的とした BLF

の臨床応用には、大豆レシチンでリポソーム化した BLF を経口投与した実験系

が不可欠である。 
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総括 

本研究では、オトガイ神経切断モデルを用いて、TLR4 と炎症性サイトカイン

IL-18に着目して、BLFによる顎顔面領域異所性疼痛への抑制機構について、細

胞内シグナルとして、p38 MAPKと NFκB p65 について着目し、異所性疼痛の抑

制機構のメカニズムについて検討した。その結果以下の所見が認められた。 

 

1. オトガイ神経切断後、長期にわたる p38 MAPK、pNFκB p65 のリン酸化と、

IL-18の分泌増加が認められた。また、中枢神経における LRP1 の存在が確認

された。 

2. BLF投与後、リン酸化 p38、p65と IL-18の産生と異所性疼痛の抑制が認めら

れました。 さらに、BLF は、髄腔内投与後、細胞内に担体輸送され、TRAF6

と結合した。  

3. TLR4 アンタゴニストである LPS-RS 投与後、p38MAPKのリン酸化と IL-18

の産生増加の抑制と異所性疼痛の抑制が認められた。しかし、NFκB p65 リ

ン酸化の産生増加の抑制は認められず、リン酸化 NFκB p65 の局在は、アス

トロサイト細胞膜上に存在した。  

4. NFｋBインヒビターである、Withaferin A投与後、p38 MAPK、NFκB p65の

リン酸化と IL-18の産生増加の抑制と異所性疼痛の抑制が認められた。  

5. P38 MAPKのインヒビターである SB203580 投与後、p38MAPKのリン酸化と

IL-18の産生増加の抑制と異所性疼痛の抑制が認められた。  

6. 細胞外へ分泌された IL-18を IL-18BP で吸着すると、異所性疼痛が抑制され

た。  
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以上の結果より、BLF は、オトガイ神経切断後の活性化小膠細胞と星状膠細

胞の両方に作用している可能性が明らかとなった。BLF は、小膠細胞に発現す

る p38 MAPKのリン酸化と IL-18の産生を抑制することにより、鎮痛効果を発揮

した。BLF の髄腔内投与は異所性疼痛に対して非常に高い鎮痛効果を示した。

また、BLF は食品由来の安全性の高いタンパクである。従って、BLF は治療困

難な異所性疼痛に対する非常に有効な手段であると考えられた。 
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