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緒言 

 

神経障害性疼痛は国際疼痛学会により「体性感覚神経系の病変や疾患によって引き起こされる

疼痛」と定義され（Jensen TS., 2011）、侵害受容性疼痛とは異なる特徴的な痛みを呈する。障害さ

れた神経支配領域と一致した部位に、自発的な痛み（持続的もしくは間歇的）や刺激によって誘

発される痛み（アロディニアや痛覚過敏）が生じ、神経が障害されることにより様々な感覚異常

を合併する特徴がある（Haanpää and Treede, 2010）。神経障害性疼痛は、顎顔面領域においても手

術などによる神経の損傷や悪性腫瘍による神経障害、神経変性疾患など様々な要因で生じる。特

に歯科臨床で日常的に行われる抜髄や抜歯などの処置は、機械的に神経や血管を切断する処置で

あり、さらに口腔外科処置では舌神経や下歯槽神経を誤って損傷してしまうこともあり、神経障

害性疼痛を引き起こす可能性がある（千葉 et al., 2008）。治療法としては、三環系抗うつ薬やセ

ロトニン・アドレナリン再取り込み阻害薬、オピオイド鎮痛薬などの薬物療法や神経ブロック療

法などが行われるが、鎮痛効果が不十分な場合や、年齢や副作用のために使用できない場合もあ

り（Baron et al., 2010）、新規の分子メカニズムを解明することで効果的な治療法を確立すること

が必要と考えられる。 

Netrin は、細胞外基質を構成するタンパク質であるラミニンに相同性を持つ分泌タンパク質で、

細胞移動や細胞死、神経突起形成、シナプス形成など発生・胎生期における神経回路形成に重要

な役割を担っている (Schwarting et al., 2004; Manitt et al., 2009; Takemoto et al., 2011)。受容体とし

ては Deleted Colorectal Cancer (DCC) や Neogenin、Unc5(A~D)などが同定されている （Sun et al., 

2011）。その Netrin ファミリーの 1 つである Netrin-4 は、ラミニンの β 鎖と相同性があり（Cirulli 

and Yebra, 2007）、発達期には大脳に発現し、視床大脳皮質軸索の枝分かれを促進している（Hayano 

et al., 2014）。成体では、Netrin-4 は肺や腎臓、血管などに発現しているが、その機能については

明らかにされていなかった。しかし、坐骨神経が損傷されると Netrin-4 が脊髄後角第Ⅱ層の介在

ニューロンから分泌され、Netrin-4 受容体の一つとされる Unc5B に結合することで、興奮性神経
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伝達を増強し、坐骨神経痛を引き起こすことが明らかとなった（Hayano et al., 2016）。さらにその

痛みは抗 Netrin-4 抗体を投与することで抑制されることが報告された。 

そこで本研究では、顎顔面領域の神経障害性疼痛においても、脊髄後角に相当する三叉神経脊

髄路核尾側亜核（Vc）において Netrin-4 が分泌され、神経障害性疼痛の発症に関与しているか、

さらにその痛みに対して、抗 Netrin-4 抗体が鎮痛効果を示すかを検討した。 
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実験方法 

  

すべての動物実験は大阪大学大学院医学研究科の飼育と取り扱いのガイドラインに従って行

い、大阪大学大学院医学研究科動物実験委員会によって承認された。 

 

１．神経障害性疼痛モデルラットの作製 

実験には、6 週齢の雄性 SD ラット（体重 190g；日本 SLC）を用いた。Vos ら（Vos et al., 1994）

の方法を参考に、眼窩下神経（infraorbital nerve：ION）の慢性絞扼神経損傷（chronic constriction 

injury：CCI）による神経障害性疼痛ラットを作製した。 

ラットにイソフルラン（099-06571、Wako）吸入による全身麻酔を行い、左側の whisker pad の端

に 5mm の切開を入れ、筋組織等をよけて左側眼窩下神経を露出させた。黒ナイロン糸（6-0）を

神経の下に通し、2mm の間隔をあけ、2 か所を緩やかに結紮し、黒ナイロン糸（4-0）で閉創し

た（以降、CCI：ipsi 側）。さらに対側の右側眼窩下神経も同様に露出させ、結紮はせずに閉創し

た（以降、Sham：contra 側）。これらの処置を以降、CCI-Sham 処置と表記する。 

 

２．機械刺激に対する疼痛閾値の測定（von Frey test) 

疼痛閾値の解析は Toyama ら（Toyama et al., 2016）の方法を参考に行った。まずラットを 30cm

四方のアクリルボックスの上で 5-10 分間放置し、環境に馴化させた。その後、4.0、8.0、15.0，

26.0ｇの von Frey filament（Semmes-Weinstein Von Frey esthesiometer、室町機械）を用いて、contra

側、ipsi 側の順に whisker pad 中央部に機械的刺激を与え、ラットが 5 回中の 3 回以上逃避行動を

示す von Frey filament の最小値を逃避閾値として記録した。逃避閾値の測定は、まず CCI-Sham

処置前に行い、26.0ｇ以下で反応するラットは本実験より除外した。それ以外のラットには、CCI-

Sham 処置を行い、処置後 7 日、14 日、21 日目に von Frey test を行った。 
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３．抗 Netrin-4 抗体投与による逃避閾値の変化 

CCI-Sham 処置後 14 日目に von Frey test を行い、ipsi 側において 4.0g もしくは 8.0g で 3 回以上

逃避行動を示し、CCI-Sham 処置前よりも逃避閾値が低下したラットに対し、イソフルラン吸入

にて全身麻酔を行い、脳定位固定装置に固定した。頭部後方から頸椎上部までの皮膚を正中切開

し、後頭骨と第一頸椎を露出させた。抗体投与量は Hayano ら（Hayano et al., 2016）の方法を参

考に決定した。抗 Netrin-4 抗体（AF1132、R&D Systems）、または Normal goat IgG (144-09531、

Wako) 各 30μg を 50μL の生理食塩水で溶解・希釈し、29G 針付注射筒（SS-10M2913A、TERUMO）

を使用してマイクロスコープ（CLS 150 MR、Leica）下で大槽に直接穿刺し、緩徐に投与した。

大槽より投与した抗体が目的とする Vc～上部頚髄（C1-C2）領域に達しているかは、Evans Blue

を投与して手技の確認を行い、さらに実際に神経細胞に結合しているかを確認するため、蛍光標

識した抗 Netrin-4 抗体（Lightning-Link Rapid Conjugation System DyLight488、Innova Biosciences）

を大槽より投与して評価した。 

 抗体投与後の逃避閾値は抗体投与後 1 日、7 日目（CCI-Sham 処置後 15 日、21 日目）に von 

Frey test にて測定した。 

 

４．抗 Netrin-4 抗体投与による神経活性の免疫組織化学的検討 

CCI-Sham 処置後 14 日目のラットと、方法 3 と同様の方法で抗体を投与後 1 日目のラットに、

von Frey test にて逃避閾値を測定した。その 30 分後に、0.01M リン酸緩衝生理食塩水（PBS）に

て脱血し、4%パラホルムアルデヒド（PFA）を含む 0.1M リン酸ナトリウムバッファー（PB）を

用いて脳の灌流固定を行った。灌流固定後、4℃の 4%PFA 溶液に 24 時間浸漬して後固定を行い、

30%スクロースを含むPBSに冷所にて48時間浸漬した。その後、三叉神経脊髄路核中間亜核（Vi）

～C2 を含むように摘出し、凍結した。クライオスタット（NX70、Thermo Scientific）にて厚さ

30µm の連続冠状断切片を作製し、obex より頭側に 720µm、1440µm、尾側に 720µm、1440µm、

2160µm の 6 切片を PBS で洗浄後、5％ウシ血清アルブミン（A7906-100G、Sigma-Aldrich）で ブ
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ロッキングを行い、一次抗体である抗 pERK 抗体（Pospho-p44/42 MAPK (Erk1/2)(Thr202/Tyr204)、

1:200、#4370、CST）、抗 NeuN 抗体（1:1000、MAB377、Millipore）を 4℃冷所にて 24 時間反応

させた。切片を PBS で洗浄後、二次抗体である Alexa Fluor 488 donkey anti-rabbit IgG と Alexa Fluor 

594 donkey anti-mouse IgG (1:500、Invitrogen)を室温にて 2 時間反応させ、4’,6-Diamidino-2-

phenylindole dihydrochloride（DAPI、Vector Laboratory）を室温にて 15 分間反応させた。その後、

PBS で洗浄し、スライドガラスに貼り付け、Fluorescence Mount Medium（S3023、Dako）を用い

て封入した。 

観察、撮影は共焦点レーザー走査型顕微鏡（FV3000、Olympus）にて行い、6 切片の Vc～ 

C1 第Ⅱ層おいて抗 pERK 抗体、抗 NeuN 抗体がともに陽性である細胞数を計数した。 

 

５．Netrin-4 と Unc5B の発現に対する免疫組織化学的検討 

CCI-Sham 処置後 14 日目のラットに von Frey test にて逃避閾値を測定した後、脳の 4%PFA 灌

流固定、30%スクロース置換を行い、クライオスタットで厚さ 30µm の連続冠状断切片を作製し

た。obex より頭側に 720µm、1440µm、尾側に 720µm、1440µm、2160µm の 6 切片をクエン酸バ

ッファー（pH6.0）で抗原賦活化し、5％ウシ血清アルブミンで ブロッキングを行った後、一次

抗体である抗 Netrin-4 抗体（HPA049832、1:50、ATLAS）、抗 Unc5B 抗体（HPA01141、1:200、

ATLAS）、抗 NeuN 抗体を 4℃冷所にて 48 時間反応させた。切片を PBS で洗浄後、二次抗体であ

る Alexa Fluor 488 donkey anti-rabbit IgG と Alexa Fluor 594 donkey anti-mouse IgG を室温にて 2 時

間反応させ、DAPI を室温にて 15 分間反応させた。その後、PBS で洗浄し、スライドガラスに貼

り付け、Fluorescence Mount Medium を用いて封入した。 

観察、撮影は共焦点レーザー走査型顕微鏡（FV3000、Olympus）にて行い、主に Vc～C1 の三

叉神経第Ⅱ枝領域である中央部での発現を観察した（俣野 et.al., 1972; 大田, 2014）。 

 

６．Netrin-4 と Unc5B の発現に対する定量解析 
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CCI-Sham 処置前、処置後 7 日、14 日、21 日目のラットに von Frey test を行った後、0.01MPBS

で脱血させ、Vi～C2 を含むように摘出し、凍結させた。クライオスタットにて厚さ 12µm の新鮮

凍結切片を作製し、LMD 専用フォイル付フレーム（11600294、Leica）に貼り付け、レーザーマ

イクロダイセクション法（LMD7000、Leica）により Vc～C1 を部分的に採取した。採取した組織

から TRIzol Reagent（15596018、Invitrogen）を使用して RNA を抽出し、High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (4368814、Applied biosystems) を使用して cDNA を合成し、TaqMan Fast Advanced 

Master Mix（4444557、Applied biosystems）を使用して定量的 PCR 法を行った。 

Taqman Assay は Netrin-4(Rn01760394_m1)、Unc5B(Rn00573551_m1) を使用し、ΔΔCt 法にて解

析した。内在性コントロールとしてはラットのGAPDH（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase）

（Rn99999916_s1) を使用した。 

 

７．統計学的解析 

 結果は平均値±標準誤差として表した。統計解析には統計解析ソフト Prism7（GraphPad 社）を

使用して行った。 

 機械刺激に対する逃避閾値（von Frey test）の変化に対する統計学的解析は、反復測定二元配置

分散分析（Bonfferroni post-hoc test）を、抗体投与による逃避閾値の変化は反復測定三元配置分散

分析（Tukey post-hoc test）を用いた。また抗 pERK 抗体陽性細胞数に対する統計学的解析は、二

元配置分散分析（Tukey-Kramer post-hoc test）を、各測定日における mRNA の発現量の統計学的

解析は Mann-Whitney test を用いた。全ての統計学的解析において、危険率 p＜0.05 で有意差あり

とした。 
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結果 

 

１．眼窩下神経結紮モデルラットにおける逃避閾値の変化（von Frey test）(Fig.1) 

顎顔面領域に神経障害性疼痛を発症させたラットを作製するため眼窩下神経の結紮を行って、

von Frey test による疼痛閾値の変化を測定した。本研究において CCI-Sham 処置（n=23）による

痛覚過敏発症率は 30.4％であった（痛覚過敏発症群：n=7）。 

眼窩下神経のCCI処置を施した ipsi側は Sham処置を施した contra側と比較して処置後 14日、

21 日目において逃避閾値が有意に低下した。 

以降のすべての実験にはこのモデルを使用し、今回の研究で検討した総ラット数は 86 匹であ

った。（モデル作製 n=23、抗体投与実験 n=27、免疫組織化学的評価 n=20、定量 PCR 法 n=16） 

 

２．抗 Netrin-4 抗体投与による逃避閾値の変化（von Frey test）(Fig.2) 

抗 Netrin-4 抗体が眼窩下神経損傷による神経障害性疼痛にも鎮痛効果を示すのか検討するた

めに、抗 Netrin-4 抗体を大槽に直接投与した。抗体投与後 1 日目の体重変化は、Control 抗体では

-4～+2g、抗 Netrin-4 抗体では-14～+2g であった。また抗 Netrin-4 抗体投与による死亡例は認め

なかった。蛍光標識した抗 Netrin-4 抗体は Vc 領域の神経細胞に結合していた（Fig.2 A,B）。 

大槽への直接穿刺により目的領域に抗体投与が可能であったことを確認できたため、次に抗体

投与による機械的刺激に対する逃避閾値の変化を von Frey test にて観察した。CCI-Sham 処置後

14 日目に抗 Netrin-4 抗体（n=5）、あるいは Control 抗体（n=5）をそれぞれ投与したところ、抗

Netrin-4 抗体投与群は、投与後 1 日目（CCI-Sham 処置後 15 日目）に ipsi 側において Control 抗

体投与群よりも有意に逃避閾値が上昇した(Fig.2 C)。 

 

３．抗 Netrin-4 抗体による Vc の神経細胞の活性抑制（Fig.3、Fig.4） 

抗 Netrin-4 抗体により Vc における神経細胞の活性化に変化があるか、免疫組織化学的に検討
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した。CCI-Sham 処置により逃避閾値が有意に低下した処置後 14 日目おいて、抗 pERK 抗体陽性

細胞は ipsi 側、contra 側ともに発現を認めた（Fig.3 A,B）。抗 pERK 抗体と抗 NeuN 抗体に対し、

共陽性であった細胞数は ipsi 側で有意に増加した。一方、抗 Netrin-4 抗体を投与した場合、投与

しない場合と比較し、抗 pERK 抗体と抗 NeuN 抗体に対し共陽性を示した細胞数は ipsi 側で有意

に減少し、さらに Control 抗体投与群と比較しても ipsi 側で有意に減少していた（Fig.4）。 

 

４．Netrin-4 および Unc5Ｂの Vc における発現（Fig.5、Fig.6） 

Vc における、Netrin-4 と Unc5B の発現を免疫組織化学的にて検討したところ、抗 Netrin-4 抗

体陽性細胞と抗 Unc5B 抗体陽性細胞は Vc において発現を認め（Fig.5 A,C）、Netrin-4 と Unc5B

はともに Vc では神経細胞に発現していた（Fig.5 B,D）。 

さらに Netrin-4 および Unc5B の Vc における発現量が CCI-Sham 処置によって変化するのか検

討するため、RT-PCR 法で mRNA の定量解析を行った。Netrin-4 は CCI-Sham 処置後 14 日目にお

いて、処置前と比較して有意に増加したが、Unc5B はどの日数においても有意な変化を認めなか

った（Fig.6 A,B）。 
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考察 

 

１．眼窩下神経結紮モデルについて 

本研究では、顎顔面領域の神経障害性疼痛に対する抗 Netrin-4 抗体の鎮痛効果について検討す

るために眼窩下神経結紮モデルを用いた。このモデルはこれまでにも多くの研究に用いられてお

り(Vos et al., 1994; Nakajima et al., 2011; Suzuki et al., 2013)、末梢神経結紮による慢性障害を与える

と、化学刺激や機械刺激、温熱刺激に対してアロディニアや痛覚過敏といった痛覚異常を示すよ

うになる（Calvelou et al., 1989; Vos et al., 1994; Imamura et al., 1997）。 

本研究では、同一個体内に眼窩下神経の結紮処置（CCI 処置）と非結紮処置（Sham 処置）を

施し、Von Frey test による逃避行動を解析した。多くの研究では、眼窩下神経の結紮（CCI-ION）

群と疑似損傷（Sham）群を別の個体に設けて比較している。しかし、その処置による逃避閾値は

Sham 群の損傷側や CCI-ION 群の健常側でも一時わずかな逃避閾値の低下を認めるものの結紮後

14 日目までには回復する（Nakajima et al., 2011）。本研究でも CCI-Sham 処置後 14 日目には Sham

処置側では回復し、CCI 処置側は有意に逃避閾値が低下した。したがって、実験に供する個体数

を少なくするため、同一個体に CCI-Sham 処置する方法を採用した。 

眼窩下神経結紮による逃避閾値の低下は結紮後 1 日目より観察され、少なくとも 21 日目まで

持続するという報告がある（Suzuki et al., 2013）。本研究でも、逃避閾値の低下は結紮後 21 日目

まで認められた。本研究での CCI-Sham 処置後 14 日目における痛覚過敏発症率は 30.4％であり、

CCI 群と Sham 群とを別の個体に設けた研究おける痛覚過敏発症率（31％）とほぼ一致した（讃

岐 et al., 2007）。 

以上のことから、本研究においては CCI-Sham 処置後 14 日目に CCI 処置側で痛覚過敏を発症

し、処置後 21 日目まで持続したと考えられ、この処置により 14 日目で逃避閾値が低下したラッ

トを以降の研究には使用した。 

  



11 

 

２．眼窩下神経結紮による痛覚過敏のメカニズムと Netrin-4 の役割 

眼窩下神経結紮などにより末梢神経が損傷されると、ブラジキニン（BK）やプロスタグラン

ジン E2（PGE2）などの炎症性物質が、一次求心性神経末梢側に存在する個々の受容体を介して

TRPV1 の閾値の低下や Na+チャネルの興奮性増大などを引き起こし、その結果、末梢性感作が

成立する（Scholz and Woolf, 2002）。さらに、一次求心性神経中枢側から放出されるグルタミン酸

や SP、BDNF などが二次求心性神経に存在する神経細胞の個々の受容体に結合すると、MEK

（（MAPK（mitogen-activated protein kinase）/ ERK kinase）がリン酸化され、次いで ERK（extracellular 

signal-regulated kinase）がリン酸化により活性化することで、神経細胞核内の CREB（cAMP 

responsive element binding protein）の活性化を引き起こし、c-Fos や NK-1 などの様々な遺伝子が

発現する（Ji and Woolf, 2001; Ji et al., 2003; Ji et al., 2009）。さらに ERK の活性化により、AMPA

や NMDA 受容体などの翻訳後調節（Post-translational regulation）が行われて中枢性感作の発症や

維持に関与することが明らかとなっている（Woolf and Salter, 2000; Slack et al., 2004; Kohno et al., 

2008）。これら感作の結果、神経の興奮性が増強され、アロディニアや痛覚過敏が生じると考え

られている。脊髄神経の損傷後では、リン酸化した ERK（pERK）がまず表層の脊髄後角の神経

細胞に一時的に発現し、その後、長期に渡りミクログリアやアストロサイトに発現し、痛覚過敏

が惹起される（Zhuang et al., 2005; Gao and Ji, 2009）。MEK の選択的阻害剤により pERK を直接抑

制することにより、ホルマリンによる疼痛行動が減少することから、pERK は神経障害性疼痛の

発症、維持に深く関与していると考えられている（Ji et al., 1999; Gao and Ji, 2009）。本研究では

CCI-Sham 処置後 14 日目に CCI 側が Sham 側よりも pERK 陽性神経細胞が増加していたが、これ

は処置後 14 日目において眼窩下神経結紮による末梢性感作および中枢性感作が生じ、Vc の神経

細胞が pERK を発現して痛覚過敏状態にあることを示唆している。しかし、本研究で観察された

pERK 陽性神経細胞数は、これまでの報告（Sibuta et al., 2012; Suzuki et al., 2013）と比較し、大幅

に少なかった。これは本研究でモデルに与えた機械的刺激の強さや刺激方法が先行研究と異なる

ことが一因とも考えられるが、坐骨神経や脊髄を損傷させた動物モデルに軽微な刺激を与えた場
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合にも pERK の発現が増加した報告（Wang et al., 2004; Gao and Ji., 2010）があること、また pERK

は侵害刺激後数分で発現がピークに達し、10 分後には半数まで減少するとの報告（Gao and Ji., 

2009）があることから、本研究と先行研究との pERK 陽性神経細胞数の違いは、機械的刺激後の

組織採取までの時間の違いによるもので、機械的刺激直後よりも発現が減少したと考えられる。

そのため本研究においても機械的刺激後に、より早い段階で組織を採取した場合は、本研究の逃

避反応に相応の数の pERK 陽性神経細胞が確認できたのではないかと推測される。また、機械的

刺激後 30 分において、pERK 陽性神経細胞の総発現数が少ない中でも CCI 側が Sham 側よりも

有意に増加していたことは、機械的刺激により活性化した神経細胞の発現が持続することで、神

経障害性疼痛が長期にわたって発症する要因になるとも推測される。 

一方、脊髄において末梢神経が損傷されると、脊髄後角第Ⅱ層の介在ニューロンより Netrin-4

が分泌され、それが神経細胞に発現している Unc5B に結合することで、Unc5B に結合している

SHP2（SH2-domain containing protein tyrosine phosphatase 2）や NMDA 受容体のサブユニットの一

つである NR2B の活性化が起こる（Hayano et al., 2016）。その結果、神経細胞も活性化され、神

経障害性疼痛や炎症性疼痛が生じる。本研究において、大槽より抗 Netrin-4 抗体を投与したこと

で眼窩下神経結紮による逃避閾値は上昇し、さらには Vc における pERK 陽性神経細胞の発現も

減少した。このことから Vc においても Netrin-4 が神経細胞を活性化し、痛覚過敏を引き起こし

たと考えられる。 

 

３．Netrin-4 と Unc5B の発現について 

Netrin-4 はラットでは成体の健常脳の広範囲に存在し、大脳皮質だけでなく三叉神経脊髄路

（Sp5）や三叉神経脊髄路核中間亜核（Vi）にも発現している（Zhang et al., 2004）。このことから

Vc にも Netrin-4 は発現していると予想された。Unc5B は、Netrin の受容体の 1 つで、先行研究

から Netrin-1 や Netrin-4 が結合することが報告されている（Cirulli and Yebra, 2007; Lejmi et al., 

2008; Hayano et al., 2014）。 
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本研究では免疫組織化学的な検討により、痛覚過敏を発症した処置後 14 日目に、Vc～C1 にお

いて Netrin-4 と Unc5B の発現を認めた。さらに Vc～C1 における選択的な mRNA の発現量を定

量解析したところ、CCI-Sham 処置後 14 日目に Netrin-4 の mRNA は処置前と比較して発現増加

していた。このことから神経損傷により Netin-4 の分泌が増加したことで、Vc の神経細胞の活性

化が増大し、疼痛過敏を引き起こしたと考えられる。 

一方、Unc5B に関しては、神経損傷後、脊髄では mRNA の発現増加が認められたのに対し、

Vc ではｍRNA の発現に変化を認めなかった。このことは脳と脊髄という部位の差異が関与して

いる可能性もあるが、Unc5B の mRNA の発現に関しては、脊髄損傷後、発現が一度減少した後

に回復するという報告（Ahn et al., 2007）もあり、Vc における mRNA の発現の変化を捉え切って

いない可能性もある。また、神経損傷後 14 日目というタイミングにおいては、Unc5B のタンパ

ク質の発現自体が変化している可能性もあり、更なる検討が必要である。また Netrin-4 が、Unc5B

以外の受容体であるラミニン γ1 と結合するという報告（Schneiders et al., 2007; Reuten et al., 2016）

もあり、Vc においては Unc5B 以外の受容体の関与も考慮する必要がある。 

また脊髄では Unc5B の mRNA の発現が損傷側（ipsi 側）と擬似損傷側（contra 側）とで変化を

認めたのに対し、Vc では mRNA の発現量は Netrin-4、Unc5B ともに CCI 側と Sham 側との間に

は有意な変化を認めなかった。これは脊髄において認められた Unc5B に結合している SHP2 の

活性や NMDA 受容体のサブユニットの一つである NR2B の活性（Hayano et al, 2016）などが、

Vc の CCI 側において変化し、機械的刺激に対する逃避閾値や pERK 陽性神経細胞数の Sham 側

との違いに影響している可能性も考えられるため、より詳細なメカニズムを解明するためにも今

後検討しなければならない。 

 

４．抗 Netrin-4 抗体の鎮痛効果について 

本研究では、抗 Netrin-4 抗体を大槽内投与すると、機械的刺激に対する逃避閾値が上昇し、さ

らに Vc の神経細胞の活性化が抑制された。これは抗 Netrin-4 抗体により Netriin-4 の Unc5B へ



14 

 

の結合が阻害され、Vc の神経細胞の活性化が抑制されることで、鎮痛効果を示したと考えられ

た。そのメカニズムとしては神経細胞に発現している Unc5B に結合している SHP2 の活性化が

抑制されることで、何らかのタンパク質を介して Ras-MAPK 経路が抑制されて pERK の発現が

低下し、神経細胞の活性化が抑制されるのではないかと推測される（Fig.7）（Tong et al., 2001; 

Krapivinskey et al.,2003; Kim et al., 2005; Easton et al., 2006; Round and Stein, 2007; Peng et al., 2012; 

Hayano et al., 2016; Abbasi et al., 2018）。 

Netrin-4 はヒトの成体では心臓や腎臓、脾臓に多く含まれ、脳や脊髄でもわずかではあるが発

現を認めている（Koch et al., 2000; Yin et al., 2000）。またラットでは脳でも広い範囲に発現してお

り(Zhang et al., 2004)、Netrin-4 をノックアウトしても発達段階で回路形成に異常は認めず、繁殖

および臓器・器官形成に顕著な異常は報告されていない（Hayano et al., 2016）。さらに本研究にお

いても抗 Netrin-4 抗体の大槽内投与でラットの死亡例は認めなかった。したがって抗 Netrin-4 抗

体は比較的安全に動物に対して使用可能であり、将来的にはヒトに対する臨床応用の可能性も示

唆している。 
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結語 

 

 本研究の結果より、眼窩下神経の慢性絞扼神経損傷によって三叉神経の持続的な興奮が起こり、

Vc において Netrin-4 の発現が増加し、Unc5B に結合することで疼痛過敏が発症したと推測され

た。また抗Netrin-4抗体は神経損傷による疼痛反応および神経細胞の活性化を抑制したことから、

神経障害性疼痛による疼痛過敏に有効であり、今後ヒトへの応用についても期待される。 
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Fig.1 眼窩下神経結紮による痛覚過敏の発症と時間的変化（平均値±SEM） 

 

 CCI-IONを施した ipsi側は Sham処置を施した contra側と比較して、結紮後 14日、21日目

において逃避閾値が有意に低下した。（＊p＜0.05 vs contra；2-way repeated-measure ANOVA 

post-hoc Bonferroni test,ｎ＝7） 
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Fig.2 抗 Netrin-4 抗体投与による疼痛行動への影響 

 

A and B:標識抗 Netrin-4 抗体と抗 NeuN 抗体陽性細胞の共染色像（B；A の white box 部拡大） 

標識抗 Netrin-4 抗体投与後の NeuN との共染色で、神経細胞に投与抗体が結合していること

が確認できた。（green：標識抗 Netrin-4 抗体、red：NeuN、Bars；A：0.1 ㎜ 、B：20μm、） 

C:抗 Netrin-4 抗体および Control 抗体投与による疼痛閾値の変化 

CCI-Sham 処置後 14 日目に抗体を投与したところ、抗体投与 24 時間後の ipsi 側において、抗

Netrin-4 抗体投与群は Control 抗体投与群よりも疼痛閾値が有意に上昇した。（＊p<0.05;3-way 

ANOVA post-hoc Tukey test、Netrin-4 抗体ｎ=5、Control 抗体ｎ=5、平均値±SEM） 
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Fig.3 CCI-Sham 処置による pERK の発現 

 

A：CCI-Sham 処置後 14 日目の pERK の発現  

ipshi 側および contra 側ともに抗 pERK 抗体陽性細胞を認めた。(Bar；0.1mm) 

B：抗 pERK 抗体と抗 NeuN 抗体の共染色像（A の red box 部拡大） 

 CCI-Sham 処置後 14 日目の ipsi 側における pERK 陽性神経細胞を示す。（green : pERK、red : 

NeuN、blue：DAPI、矢頭：pERK と NeuN が共局在した細胞、Bar；20μm） 
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Fig.4 抗 Netrin-4 抗体による神経細胞の活性抑制（pERK 陽性神経細胞数の変化） 

 

 CCI-Sham 処置後 14 日目において、ipsi 側では contra 側よりも pERK 陽性神経細胞数が有意

に増加した。また抗 Netrin-4 抗体を投与すると pERK 陽性神経細胞数は抗体投与を行わない場

合と比較して有意に減少した。抗 Netrin-4 抗体を投与した ipsi 側は Control 抗体を投与した群と

比較しても、pERK 陽性神経細胞数は有意に減少した。(＊p<0.05；Tukey-Kramer test、ｎ=4～

6、平均値±SEM) 
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Fig.5 Netrin-4 および Unc5B の Vc～C1 における発現 

 

A and B：Netrin-4 の Vc における発現（B; A の red box 拡大） 

  CCI 処置 14 日目の Vc において Nerin-4 の発現を認めた。（green：Netrin-4、red：NeuN、矢

頭：Netrin-4、Bars；A：0.1 ㎜、B：10µｍ) 

C and D：Unc5B の Vc における発現（D；C の red box 拡大） 

  CCI 処置 14 日目の Vc において Unc5B の発現を認めた。（green：Unc5B、red：NeuN、矢頭：

Unc5B、Bars；A：0.1 ㎜、B：10µｍ) 
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Fig.6 Netrin-4 および Unc5B の Vc～C1 における発現変化 

 

CCI-Sham 処置後 14 日において処置前と比較し、Netrin-4 では有意に mRNA の発現増加を認

めたが、Unc5B では発現量の変化は認めなかった。（A；Netrin-4 の mRNA 発現量、B；Unc5B

の mRNA 発現量、＊p<0.05；Mann-Whitney test、n=3～5、平均値±SEM） 
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Fig.7 Vc における Netrin-4 および Unc5B の作用機序（仮説） 

 

 末梢神経が損傷すると一次求心性神経（三叉神経）中枢側末端より BDNF や SP、グルタミン

酸などの神経伝達物質が分泌され各受容体に結合し、ERK がリン酸化されることで活性化し、

c-fos などの遺伝子が発現する。Netrin-4 は二次求心性神経（Vc）の神経細胞に発現しており、

神経細胞に発現する Unc5B と結合することで Unc5B に結合している SHP2 が活性化し、さらに

何らかのタンパク質を介して、NMDA 受容体のサブタイプの 1 つである NR2B の活性化や Ras

の活性化が起こり、リン酸化された ERK が増加することで痛覚過敏発症に関与すると考えられ

る（破線矢印は仮説）。 
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