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緒言 

 

神経障害性疼痛は、体性感覚神経系に関与する病変または疾患が原因となり、疼痛感受性

の増加や自発痛が引き起こされたものである（Scholz et al, 2019）。例えば、帯状疱疹後神

経痛や、三叉神経痛、糖尿病などに起因する神経障害による痛みなどが挙げられる。神経障

害性疼痛の罹患率は 6.9～10％（van Hecke et al, 2014）で、その発症は、QOL の著しい低

下と相関する（Rowbotham , 2002）。痛みに伴って、患者の 70％以上が睡眠障害を訴え（Smith 

et al, 2000）、また、抑うつや不安等（Argoff , 2007）の症状が生じることもある。これらの

症状が高じれば、就業や社会生活の維持が困難になる場合もあり（Meyer-Rosberg et al, 

2001）、神経障害性疼痛の治療の重要性は高い。 

口腔顔面領域にも神経障害性疼痛は存在する。その多くは医原性で、歯科臨床で日常的に

行われている抜髄や抜歯は、機械的に神経や血管を切断する処置であること、さらに口腔外

科処置では舌神経や下歯槽神経を損傷する危険性もあり、その結果神経障害性疼痛を引き

起こし得る（千葉ら、2008）。このような患者の多くは、食事や会話の障害を訴え、QOL の

低下が著しい。 

神経障害性疼痛の治療法の主体は、薬物療法であるが、通常、痛みに対して用いられる非

ステロイド性抗炎症薬や麻薬性鎮痛薬は奏功しない場合が多い（髙塚、2021）。そのため、

薬物療法には、抗うつ薬や抗てんかん薬が用いられる。しかし、その薬物療法にしても、一
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部の患者で軽度もしくは中等度の痛みの緩和が得られるのみであり、効果が全く認められ

ない患者も多い（Finnerup et al, 2015）。また、これらの薬物の副作用には、倦怠感、めま

い、眠気等があるため、十分な量の薬物を使用できない場合も存在する（Cavalli et al, 2019）。

つまり、従来の薬物療法では、神経障害性疼痛を十分に緩和しているとは言えない状況であ

る。このような状況を打開するべく、新たな治療薬の開発を目指す研究が行われているが、

根本的な治療薬の報告はなされていない（津田、2021）。したがって高い鎮痛効果を持ち、

副作用の少ない、新たな作用機序を持った薬物が望まれている。 

 神経障害性疼痛の発症には、感覚神経の末梢性感作と中枢性感作が大きく関与している。

要約すると、末梢組織の細菌感染や外傷により、炎症細胞や免疫細胞の浸潤が生じると、浸

潤したそれらの細胞から、プロスタグランジン E₂、セロトニン、ヒスタミン等の様々な分

子が放出される。これらの分子が、一次ニューロンの末梢端に存在する各々の受容体に結合

し、細胞内情報伝達系を活性化させることで、一次侵害受容ニューロンの興奮性が増大する。

口腔顔面領域では、一次侵害受容ニューロンの細胞体が存在する三叉神経節において、神経

損傷により細胞内に神経型一酸化窒素合成酵素（neuronal nitric oxide synthase: nNOS）の

発現が増加し、一酸化窒素（NO）の合成が進む（Sugiyama et al, 2013）。細胞体から放出さ

れた NO は、三叉神経節に存在するサテライトグリア細胞の活性化や非損傷神経の興奮性

を増加させ(篠田、2019)、末梢性感作が生じる。また、一次侵害受容ニューロンの興奮によ

って、そのニューロンの中枢端から、グルタミン酸が放出され、反復的な一次ニューロンの
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興奮下ではグルタミン酸と結合した NMDA 受容体が活性化し、二次ニューロンが興奮する

（Woolf and Salter, 2000）。さらに、持続的な一次ニューロンの興奮はサブスタンス P や

CGRP、ATP 等の合成やそれらの中枢端からの放出を促進する。それらの神経伝達物質が

二次ニューロンの受容体に結合すると、extracellular signal-regulated kinase（ERK）のリン

酸化を介して NMDA 受容体の興奮性を増強する（Milligan and Watkins, 2009）。その他、

様々な神経調節機構の変調により、中枢性感作が生じる。 

神経障害性疼痛の発症にはミクログリアが関与し、その活性化が生じていることはよく

知られている（Ren et al, 2010; Costigan et al, 2009; Calvo et al, 2012）。活性化したミクロ

グリアからはさまざまなケミカルメディエーターが放出され、二次ニューロンやグリア細

胞に作用する。ミクログリアの活性化の経路は完全に解明されているわけではないが、脊髄

後角ニューロンから放出された ATP は、ミクログリアの P2X4 受容体を介してミクログリ

アを刺激する（Masuda et al, 2016）。また、一次ニューロンの中枢端からケモカインの一つ

であるフラクタルカイン（FKN）が遊離され、ミクログリアの FKN 受容体に結合すること

で三叉神経脊髄路核尾側亜核（trigeminal spinal subnucleus caudalis :Vc)のミクログリアが

活性化する（Gao and Ji, 2010）。さらに、IFN-γ受容体がミクログリアに発現しており(Asano 

et al, 2019)、IFN-γを介して活性化したミクログリア自身も IFN-γを放出し（Hanisch et 

al, 2007; Kawanokuchi et al, 2006）さらに、近傍のミクログリアを活性化する可能性などが

報告されている。 
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ミクログリアには transient receptor potential (TRP)スーパーファミリーの一つである

TRP melastatin 2 (TRPM2)が発現している（Kraft et al, 2004）。TRPM2 の C 末端には、

アデノシン二リン酸リボース (ADPR) を加水分解する NUDT9 酵素と類似性を有する

Nudix 様ドメインが存在し、N 末端には IQ 様カルモジュリン結合モチーフが存在する

(Sumoza-Toledo and Penner, 2011 ; Wang et al, 2018)。TRPM2 は、過酸化水素などの活性

酸素種（ROS）により直接的に、あるいは、ADPR の産生を介して間接的に活性化される

Ca²⁺透過性の非選択的カチオンチャネルである（Kashio et al, 2012; Takahashi et al, 2011）。

TRPM２の阻害剤として、flufenamic acid (FFA), 2-(3-methylphenyl) aminobenzoic acid ( 3-

MFA), N-(p-amylcinnamoyl) anthranilic acid (ACA), and 2-aminoethoxydiphenyl borate （2-

APB）、などが報告されている（Zhang et al , 2021）。またイミダゾール環を有する抗真菌薬

であるクロトリマゾールとエコナゾール、ミコナゾールは、TRPM2 の不可逆的拮抗作用を

もつことが確認されている（Hill et al, 2004 ; Togashi, 2008）。 

TRPM2 遺伝子欠損マウスを用いた、末梢神経損傷による神経障害性疼痛モデルが、疼痛

関連行動の有意な減弱を示した（Nakagawa et al, 2014）ことから、TRPM2 が神経障害性疼

痛の発症やミクログリアの活性化に関与することが示唆される。TRPM2 が神経障害性疼痛

に関与しているならば、治療のための新たな標的となる可能性を持つ。そこで本研究では、

ラットの眼窩下神経を結紮して作製した口腔顔面領域の神経障害性疼痛モデルを使用して、

神経障害性疼痛と TRPM2 の関係を明らかにすることを目的とした。 
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実験方法 

 

本研究計画は NIH の実験動物の飼育と取扱いのガイドラインに沿って立案したもので

あり、大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の審査を受け、承認を得た (動歯- R-01-

013-0)。 

 

1. 眼窩下神経結紮による神経障害性疼痛モデルラットの作製 

実験には、7 週齢の雄性 Wistar ラット（170～190 g；日本 SLC, 静岡）を用いた。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（ION-CCI ラット）を作製した（Maegawa et al, 2020）。 

三種混合麻酔薬（ミダゾラム、2.0 mg/kg、丸石製薬株式会社、大阪、日本；ブトルファノ

ール、2.5 mg/kg、明治アニマルヘルス株式会社、熊本、日本；メデトミジン 0.375 mg/kg、

日本全薬工業株式会社、福島、日本；溶媒は生理食塩水）をラットの腹腔内に投与し、左側

の whisker pad の端を 10mm 切開し、筋組織等を避けて眼窩下神経を露出させた。絹糸（4-

0）を 2 本神経の下に通し、2 mm の間隔で緩やかに結紮した。切開創は絹糸（4-0）で縫合

した。神経結紮を除く同様の処置（sham operation）を施したラットを sham 群とした。 

 

2. von Frey filament を用いた機械的刺激に対する逃避反応の閾値の測定（von Frey test） 
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機械的刺激に対する逃避反応の閾値の測定は、Maegawa ら（2020）の方法を参考に行っ

た。まずラットを直径 6cm×長さ 15cm のプラスチック製の円筒形の容器に入れる。その容

器の一方の末端には、ラットが鼻口部のみを出せる程度の直径 2cm の大きさの穴が開いて

いる。実験開始前 3 日前からラットをその容器に入れ、馴化させた。その後、0.04、0.16、

0.6、1.0、2.0、4.0、8.0、15.0、26.0ｇの von Frey filament（Semmes-Weinstein Von Frey 

esthesiometer、室町機械株式会社、東京、日本）を用いて、whisker pad 中央部に機械的刺

激を与え、ラットが 5 回中 3 回以上の逃避反応を示した時の von Frey filament の最小値を

逃避反応の閾値とした。 

まず、神経結紮を実施する前に逃避反応の閾値を測定し、26.0 g 以下で反応するラットは

実験から除外した。それ以外のラットに神経結紮あるいは sham operation を行い、処置後

3 日目に von Frey test を行った。15.0 g 以下で逃避反応の閾値の低下を示したラットを ION-

CCI ラットとして、以降の実験に使用した。  

 

3. 三叉神経脊髄路核尾側亜核（trigeminal spinal subnucleus caudalis :Vc)のミクログリア上の

TRPM2 に対する免疫組織学的検討 

眼窩下神経結紮の 1 日、3 日、7 日後、ラットにペントバルビタール 80 mg/kg（東京化

学工業、東京、日本）を腹腔内投与し、100 ml の 0.01 M リン酸緩衝生理食塩水(phosphate 

buffered saline: PBS、pH 7.4) を用いて瀉血し、その後 300 ml の 4%パラホルムアルデヒ
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ド（富士フィルム和光純薬株式会社、大阪、日本）を含む PBS を用いて灌流固定を行った。

灌流固定終了後に脳を取り出し、 4 ℃の同固定液で一晩浸漬して固定した後、30%スクロ

ースを含む PBS（4 ℃）に移した。その後、ミクロトーム（大和光機工業株式会社、埼玉、

日本）を用いて、脳幹を含む部位の厚さ 50 µm の連続横断凍結切片を作製した。 

切片を PBS で洗浄後、10％正常ヤギ血清（S-1000、Vector Laboratories、CA、USA）で ブ

ロッキングを行い、一次抗体である抗 TRPM2 抗体（1:500、NB110-81601、Novus Biologicals、

CO、USA）と二次抗体の結合した抗 ionized calcium binding adapter molecule１（Iba1）抗

体である Anti Iba1 rabbit red fluorochrome(635)-conjugated（1:500、013-26471、富士フィ

ルム和光純薬株式会社）を 4 ℃冷所にて遮光下に一晩反応させた。切片を PBS で洗浄後、

二次抗体である Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG [H+L](1:500、A11008、Thermo Fisher 

Scientific、MA、USA)を室温にて 2 時間反応させた。その後、PBS で洗浄し、スライドガ

ラスに貼り付け、VECTASHIELD Mounting Medium（H-1000、Vector Laboratories）を用

いて封入した。 

切片の観察・撮影は共焦点レーザー走査型顕微鏡（TCS SP8、Leica、Wetzlar、Germany）

を用い、Vc を吻尾的に観察した。免疫反応性の検討には obex から 1200、1350、1500、

1650、1800µｍに位置する代表切片 5 枚を用いた。Image J（ver. 1.53 NIH、MD、USA）を

用いて、Iba1 と TRPM2 が共局在している部位の面積を算出し、視野の面積に対する割合

を算出した（Maegawa et al, 2021、2022 の方法を参考）。 
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4. TRPM2 の拮抗薬であるミコナゾール投与が逃避反応に与える影響の検討 

TRPM2 の拮抗薬であるミコナゾール（ミコナゾール硝酸塩、134-12661、富士フィルム

和光純薬株式会社）を投与し、機械的刺激に対する逃避反応の閾値に与える影響を検討した。

本研究では神経結紮 3 日目に過敏性が確認できた個体にミコナゾールの投与を行った。投

与法は、連続投与と単回投与の 2 通りの方法を検討した。 

連続投与の場合、眼窩下神経結紮の３、４、５、６日目にミコナゾール 10 mg/kg を１日

１回腹腔内投与し、最終投与から 24 時間後の神経結紮から７日目に von Frey test を行い、

逃避反応の閾値を測定した。単回投与の場合、眼窩下神経結紮の 3 日目にミコナゾール 10 

mg/kg を腹腔内投与し、その 15、30、45、60 分後に von Frey test を行い、逃避反応の閾

値の変化を記録した。 

 

ミコナゾールはジメチルスルホキシド（dimethyl sulfoxide：DMSO；043-07216、富士フ

ィルム和光純薬株式会社)に溶解して使用した。DMSO は生理食塩水と混和し、DMSO の

配合を 1％とした。以降、ION-CCI ラットに対し、ミコナゾールを投与した群をミコナゾ

ール群、溶媒である DMSO を投与した群を vehicle 群と表記する。 

 

5. TRPM2 の拮抗薬であるミコナゾールが Vc に発現するニューロンとミクログリアの活

性化に与える影響の検討 



9 

 

ミコナゾールを 4 日間連続投与したラットに対し、神経結紮の７日後に 15.0 g の filament

を用いて、ラットの whisker pad 中央部に 1 Hz、5 分間の機械的刺激を加える。その 5 分後

に灌流固定を行った。灌流固定終了後に脳を取り出し、4 ℃の同固定液で一晩浸漬して固定

した後、30%スクロースを含む PBS（4 ℃）に移した。その後、ミクロトーム（大和光機

工業株式会社、埼玉、日本）を用いて、脳幹を含む部位の厚さ 50 µm の連続横断凍結切片

を作製した。 

ニューロンの活性化の指標となる抗 phosphorylated extracellular signal-regulated kinase

（pERK）抗体陽性細胞と活性化ミクログリアの指標となる抗 CD68 抗体陽性細胞の数を検

討するため、以下の処理を行った。切片を PBS で洗浄後、5％正常ヤギ血清（S-1000、Vector 

Laboratories）で ブロッキングを行い、一次抗体である抗 pERK 抗体（1:200、Pospho-p44/42 

MAPK (Erk1/2)(Thr202/Tyr204)、#4370、Cell Signaling Technology、MA、USA）を 4 ℃

で一晩反応させた。切片を PBS で洗浄後、二次抗体であるウサギ抗ヤギ抗体（1:200、BA-

1000、Vector Laboratories）を室温にて 1 時間反応させた。同様に、切片を PBS で洗浄後、

5％正常ウマ血清（S-２000、Vector Laboratories）でブロッキングを行い、一次抗体である抗

CD68 抗体（1:400、GTX41868、GeneTex、CA、USA）を 4 ℃で一晩反応させた。切片を

PBS で洗浄後、二次抗体であるマウス抗ウマ抗体（1:200、BA-2000、Vector Laboratories）

を 室 温 に て 1 時間 反応 さ せ た 。 そ の 後 、 PBS で 洗 浄 し 、0.05% diaminobenzidine 

tetrahydrochloride、0.1% ammonium nickel sulphate、0.01% 過酸化水素を含む 0.05 M Tris-
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HCl buffer (pH 7.2)で反応させた。PBS で洗浄後、スライドガラスに貼り付け、Mount-

Quick (DM-01、コスモ・バイオ株式会社、東京、日本）を用いて封入した。切片の観察に

は光学顕微鏡（BX51、Olympus、東京、日本）を用いた。 

ミコナゾールを投与した群をミコナゾール群とし、溶媒である DMSO を投与した群を

vehicle 群とした。 

 

6. 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 SPSS（ver. 24、 IBM、

NY、USA）を使用して行った。機械刺激に対する逃避反応の閾値（von Frey test）の変化に

対しては、反復測定二元配置分散分析を行った後、post-hoc test に Bonfferroni を用いた。

また免疫組織学的結果に対する統計学的解析は、二元配置分散分析および t 検定を用いた。

二元配置分散分析を行った後、post-hoc test に Tukey-Kramer 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の作製 

本研究では結紮後７日目までのモデルラットを使用するため、結紮前から結紮後７日目

までの機械的刺激に対する閾値の変化を測定した。分散分析の結果、処置要因の主効果お

よび日数要因の主効果、さらに交互作用に有意差を認めた[順に F(2, 16) =33.237, p < 

0.001； F(1, 8)=171.633 ,p < 0.001；F (2, 16)＝33.237, p < 0.001]。眼窩下神経結紮を行

った ION-CCI 群(n = 5)では結紮前と比べ、結紮後 3 日目、7 日目に有意な閾値の低下を

示した(p < 0.001)。一方、sham 群(n = 5)では、いずれの時点においても閾値の低下は認

められなかった。sham 群と比較すると、ION-CCI 群では 3 日目と 7 日目で有意に閾値が

低下していた(p < 0.001、Fig. 1)。  

 

２． Vc のミクログリア上の TRPM2 の免疫反応性の検討 

抗 TRPM2 抗体と抗 Iba1 抗体を用いて、Vc におけるミクログリア上の TRPM2 の発現

を免疫組織化学的に検討した（Fig.２A、B）。抗 Iba1 抗体で標識されたミクログリアと、抗

TRPM２抗体での標識部位は重なり合うことが確認された。これにより、TRPM2 はミクロ

グリア上に発現していることが確認された。TRPM2 の発現は、吻尾的に結紮側の Vc 全域

にわたって認められた。静止型のミクログリアは長く、分岐した突起と小さな細胞体を有す
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るのに対し、活性化したミクログリアは増殖し、太い突起とより大きな細胞体を有するアメ

ーバ状の形態をとる（Tsuda et al, 2005; Hains and Waxman, 2006）。Sham 群では静止型ミ

クログリアが発現しており、ION-CCI 群では、活性型のミクログリアが多く発現していた

（Fig.２B）。 

ION-CCI 群の Vc におけるミクログリア上の TRPM2 の免疫反応性の分散分析の結果、

処置要因の主効果および日数要因の主効果、さらに交互作用に有意差を認めた[順に F (2, 

16)＝ 49.039, p < 0.001； F（1, 8）= 844.561 , p < 0.001； F(２, 16) = 52.455 ,p < 

0.001]。結紮後 1 日目と比べて結紮後 3 日目と 7 日目では有意に増加していた(p < 

0.001)。sham 群と比較すると、ION-CCI 群の結紮後 3 日目と 7 日目で TRPM2 の免疫反

応性にそれぞれ有意な増加が見られた(p < 0.001、Fig.３）。  

 

３．ミコナゾールが機械的刺激に対する逃避行動に与える効果の検討 

TRPM2 の不可逆的拮抗作用のあるミコナゾールが機械的刺激に対する逃避行動に与える

効果について、von Frey テストを用いて検討した。 

4 日間の連続投与の場合の分散分析の結果、球面性の仮定が成り立っていなかったため、

Huynh-Feldt による自由度の修正を行った。その結果、処置要因の主効果および日数要因の

主効果、さらに交互作用に有意差を認めた[順に F (1.227, 12.265)= 16.914, p = 0.001； F 

(1, 10)= 8.993, p = 0.006： F (1.227, 12.265)= 8.993, p = 0.008]。ミコナゾール群(n = 6)
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では、結紮後 7 日目においてミコナゾールの投与前の結紮後 3 日目と比較して有意に機械

的刺激に対する閾値が上昇していた（p < 0.001）。またミコナゾール群と vehicle 群(n = 6)

間においては、結紮後 7 日目にミコナゾール群で有意な上昇が認められた(p = 0.009、Fig.

４）。 

一方、ミコナゾールの単回投与の場合の分散分析を行った結果、球面性の仮定が成り立っ

ていなかったため、Huynh-Feldt による自由度の修正を行った。その結果、処置要因の主効

果および日数要因の主効果、さらに交互作用に有意差を認めた[順に F (1.816, 18.16)= 

10.332, p = 0.001； F (1, 10)= 6.304, p = 0.031： F (1.816, 18.16)= 4.0, p = 0.04]。ミコナ

ゾール群(n = 6)では投与前と比較して 15 分後から 60 分後までの 15 分間隔のすべての時

点において有意な閾値の上昇が認められた(15 分後：p = 0.001；30 分後：p = 0.002；45 分

後：p = 0.001；60 分後：p = 0.004)。また、vehicle 群(n = 6)と比較すると、15 分後の時点

においてミコナゾール群で有意に閾値が上昇していた（p = 0.024）が、30 分後の時点では、

両群間に有意差は認められなかった (p = 0.05、Fig.5)。 

 

４．ミコナゾールが Vc におけるニューロン及びミクログリアの活性化に及ぼす影響の検討 

Vc のニューロンの活性化を確認するために、抗 pERK 抗体陽性細胞数を計測した。ION-

CCI ラットの whisker pad 部の刺激後、Vc 表層に抗 pERK 抗体陽性細胞の発現が認められ

た（Fig6A、B）。抗 pERK 抗体陽性細胞は、vehicle 群、ミコナゾール群ともに obex から約
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1950～2250µm 尾側の Vc 表層において多く発現していたため、その部位の切片 5 枚につい

て解析を行った。抗 pERK 抗体陽性細胞数は、vehicle 群と比較してミコナゾール群で有意

に減少した（p = 0.047、Fig.7）。 

抗 CD68 抗体陽性細胞は、Vc の全域にわたって吻尾的に認められたが、抗 pERK 抗体陽

性細胞数が観察された obex から 1950～2250µm 尾側の Vc の背腹的中央部、表層のミクロ

グリアの活性化にミコナゾール投与の影響があるかを検討するため、同部位の切片 5 枚を

抽出して解析を行った。抗 CD68 抗体陽性細胞数はミコナゾール群では vehicle 群と比較し

て、有意に減少した（p < 0.001、Fig.８A、B、Fig.９）。 
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考察 

 

本研究から得られた主な結果は、ION-CCI ラットの Vc におけるミクログリア上の

TRPM2 の免疫反応性が増加したこと、また TRPM2 の拮抗薬であるミコナゾールを投与す

ると、機械的刺激に対する逃避反応の閾値が上昇し、Vc の抗 pERK 抗体陽性細胞数と抗

CD68 抗体陽性細胞数の減少が認められたことである。 

 

1. 眼窩下神経結紮による神経障害性疼痛モデルについて 

本研究では神経障害性疼痛と TRPM２との関係を調べるために、モデル動物として、眼窩

下神経を結紮したラットを用いた。神経障害性疼痛モデルとしては、坐骨神経結紮モデルが

広く用いられている（Bennett et al, 1988; Bridges D et al, 2001; Wang et al, 2003; Hogan et 

al, 2002; Maves et al, 1993; Kim et al, 1992; Seltzer et al, 1990; Decosterd et al, 2000; Rode 

et al, 2005; Bourquin et al, 2006）が、本研究では口腔顔面領域の神経障害性疼痛に焦点を

当てるため、眼窩下神経結紮（ION-CCI）モデルを採用した。ION-CCI ラットは口腔顔面

領域の神経障害性疼痛モデルとして多くの研究で用いられ、神経結紮の 3 日後から機械的

刺激に対する逃避反応の閾値の低下が認められ、21 日後まで持続する（Suzuki et al, 2013）。

本研究の ION-CCI ラットにおいても同様の変化が認められ、神経障害性疼痛モデル動物と

して適切であると考えられた。 
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2. 神経障害性疼痛とミクログリアの活性化の関係 

神経障害性疼痛の発症のメカニズムは解明には至っていないが、その発症にミクログリ

アが関与することが知られている（Tsuda et al, 2004; Tsuda et al, 2005; Coull et al, 2005; 

Inoue, 2006）。 

ION-CCI モデルにおいても Vc のミクログリアの活性化が生じることが報告され

（Shibuta et al, 2012）、Vc～C1 の広い範囲におけるミクログリアの活性化が、同領域の神

経興奮性の亢進に関与し、機械的アロディニアを発症させる（Shibuta et al, 2012）。本研究

においても、結紮 3 日目には Vc の逃避閾値の低下とミクログリアの活性化が認められ、そ

のミクログリア上には TRPM2 が発現していた。 

ミクログリアの活性化についての経路が完全に明らかになっているわけではない。L4 脊

髄神経を切断したマウスの脊髄後角において、3 日目にはマクロファージの浸潤はわずかで

あるが、7 日目、14 日目で増加し、マクロファージが存在する領域は、常在性ミクログリア

の活性化領域とほぼ一致していた（Nakagawa et al, 2013）。神経損傷の 3 日目をピークに常

在性ミクログリアが活性化し、その後、7 日目、14 日目にマクロファージの浸潤が生じる

ことが示唆される（Nakagawa et al, 2013）。本研究の結果からはマクロファージとミクログ

リアの区別は不可能であるが、神経障害性疼痛の発症に関して、中枢においては、先にミク

ログリアが関与し、その後、浸潤してきたマクロファージが関与すると考えられる。ミクロ

グリアと浸潤マクロファージは、細胞体の大きさや突起の数や長さなどの形態学的特徴、電
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気生理的特徴、また動的特性で異なる（Feng et al, 2019）が、多くの免疫学的特性を共有し

ている（Koso et al, 2016）。Iba1 はミクログリアとマクロファージの両方に発現するタンパ

ク質であるため、今回、抗 Iba1 抗体陽性細胞はミクログリアだけでなく、浸潤したマクロ

ファージである可能性も排除できない。ミコナゾールの効果がミクログリアだけでなく、浸

潤したマクロファージの TRPM2 にも作用している可能性もある。 

 

3. 神経障害性疼痛と TRPM2 の関係 

TRPM2 ノックアウトマウスを用いた、L4 脊髄神経切断や、坐骨神経部分結紮による末梢

神経損傷モデルは、疼痛関連行動の有意な減少を示すことから、TRPM2 が神経障害性疼痛

に関与することが示唆されている（Nakagawa et al, 2014）。また、坐骨神経部分結紮モデル

において、後角内ミクログリアの TRPM2 の mRNA が増加し（Nakagawa et al, 2013）、こ

の所見も TRPM2 が神経障害性疼痛と関連することを示唆している。 

本研究では、眼窩下神経結紮後に Vc におけるミクログリアの活性化を示す形態変化とミ

クログリア上の TRPM2 免疫反応性の増加を認めたことは、これらの報告と矛盾しない。

また、whisker pad 部の機械的刺激により抗 pERK 抗体陽性細胞が多く発現していた領域の

抗 CD68 抗体陽性細胞数が TRPM2 の拮抗薬であるミコナゾール投与によって減少したこ

とは、TRPM2 を介した、ミクログリアの活性化の抑制を示唆している。この変化は、機械

的刺激に対する閾値の上昇と Vc における抗 pERK 抗体陽性細胞数の減少を伴っていた。 
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4. ミコナゾールの TRPM2 への作用 

ミコナゾールは TRPM2 の不可逆的拮抗薬とされている（Hill et al, 2004）。TRPM2 遺伝

子欠損マウスからの培養ミクログリアを用いた研究（Haraguchi et al, 2013; Miyake et al, 

2016）から、TRPM2 はミクログリアでの NO 産生に関与することが報告されている。NO

産生の増加は、一次ニューロン終末からの伝達物質増加を引き起こし、二次ニューロンの

NMDA 受容体の活性化を進行させる（Iyengar et al, 2017）。ミコナゾール投与による

TRPM2 の拮抗は、NO 産生を抑制することによって、神経障害性疼痛を抑制する可能性が

ある。しかし行動学的な評価に留まるが、ミコナゾールによる TRPM2 の拮抗によって得

られた閾値の上昇が投与 15 分後という短期間で生じることから、TRPM2 を介した NO 産

生の抑制に起因するような反応である可能性は低い。ミクログリアは LPS/IFNγ によって

誘導型一酸化窒素合成酵素（inducible nitric oxide synthase: iNOS）が誘導される（川原ら、

2004）。本研究においても iNOS が誘導された可能性がある。ミコナゾールは iNOS にも結

合することが報告されており（Yeo et al, 2020）、ミコナゾールが iNOS に直接的に作用する

なら、投与後短時間での効果発現も可能性があるのではないかと考える。同じく iNOS が誘

導される活性化マクロファージでは iNOS が転写・誘導されることで、サイトカインなどの

物質にさらされてから数時間後に NO の産生を開始し、数時間にわたって大量の NO が合

成されることがわかっている（Xie et al, 1992）。 

活性化ミクログリアは、眼窩下神経結紮後１日目ではなく、３日目をピークに Vc 領域で
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多く観察され、７日目から 14 日目まで持続するという報告がある（Shibuta et al, 2012）。

TRPM2 の出現も同時期と考え、ミコナゾールの効果を観察するには、ミクログリアの活性

化が顕著な結紮後３日目から７日目がよいと判断した。 

ミコナゾールを単回投与した後、一度上昇した逃避閾値が投与 30 分以降、再び低下する

という現象が認められた。この理由として単回投与では全ての TRPM2 が拮抗されるとは

限らず、拮抗されず残った TRPM2 では Ca²⁺の流入が生じ、その後のカスケード反応が続

き、投与から時間が経過するほど、その影響が現れた可能性が考えらえる。LPS や IFN-γ

を投与すると、30 分から 60 分後に緩やかにミクログリア内に Ca²⁺上昇が誘導されるが、

TRPM2 遺伝子欠損マウスではこの現象は生じなかった（Miyake et al, 2014）ことから、ミ

コナゾールにより拮抗されずに残った TRPM２が存在するミクログリアでは、細胞内 Ca²⁺

の上昇に暫く時間を要するため、45 分や 60 分後に閾値が再び低下した可能性も考えられ

る。 またラットに³H-ミコナゾール 1 mg(50µCi)/kg を静注し、2 コンパートメントモデル

で算出した半減期はα相 0.69 時間、β相 21.74 時間であり（持田製薬株式会社、2021）、お

よそ 40 分で血中濃度は約半分に減少する。また、今回のように腹腔内投与を行った場合、

肝臓での初回通過効果を受けることになるが、ミコナゾールは肝臓における初回通過効果

による代謝を受けやすいことが示唆されている（持田製薬株式会社、2021）。よって、本研

究におけるミコナゾール単回投与後 30 分以降の効果の減少は、ミコナゾールの血中濃度の

経時的な減少も関与している可能性がある。 
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5. 抗 pERK 抗体陽性細胞発現部位における抗 CD68 抗体陽性細胞数の変化 

坐骨神経結紮ラットの CD68 発現の有意な増加は CCI 損傷後に認められ、また結紮 7 日

目の抗 CD68 抗体陽性細胞が抗 Iba-1 抗体陽性細胞と一致することが確認されている（Li 

et al,  2013）。本研究で行った 5 分間の機械刺激では、刺激前後の抗 CD68 抗体陽性細胞の

発現量は変化しないと考えられる。 

ION-CCI ラットの Vc では、アストログリアやミクログリア細胞ではなく、ニューロン

で ERK がリン酸化されている（Suzuki et al, 2013）。口腔顔面領域に侵害刺激が伝わると、

数分以内に Vc ニューロンに ERK のリン酸化が生じ、抗 pERK 抗体陽性細胞として検出さ

れる。ERK のリン酸化は侵害刺激強度に依存して抗 pERK 抗体陽性細胞数を増加させる

（Kobayashi, 2011）。ただし、pERK は侵害刺激後 10 分経過すると減少し、抗 pERK 抗体

陽性細胞数が半減するとの報告もある（Gao and Ji, 2009）。 

結紮 7 日目に上顎 whisker pad 部皮膚を 15.0 g の von Frey filament で 5 分間刺激したと

ころ、抗 pERK 抗体陽性細胞が obex から 1950～2250µm 尾側の Vc 表層において多く発現

していた。ミコナゾールは、機械刺激に対する同部位の抗 pERK 抗体陽性細胞数と抗 CD68

抗体陽性細胞数を減少させ、神経障害性疼痛を改善した。 

過去の報告では、ION-CCI 後 3 日目に、結紮側の上顎 whisker pad 部皮膚を 15.0 g の

von Frey filament で刺激したところ、Vc の第２枝領域の抗 pERK 抗体陽性細胞数が sham

ラットに比べ有意に多かった（Shibuta et al, 2012）。また、処置後 7 日目の sham ラットお
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よび ION-CCI ラットにおいて、6.0 g の非痛覚刺激および 60 g の痛覚刺激を 15 分間与え

ると結紮側の Vc の表層に多数の抗 pERK 抗体陽性細胞が観察され、sham ラットおよび

ION-CCI ラットの非結紮側の Vc には抗 pERK 抗体陽性細胞は観察されなかった（Suzuki 

et al, 2013）。さらに、6.0 g の刺激を与えた場合、抗 pREK 抗体陽性細胞は obex から尾側

1.4mm にほぼ限局して存在し、60ｇの刺激では obex から尾側 1.4mm をピークに、尾側に

約 2.9mm の範囲に存在していた。一方、ION-CCI ラットに 60g の機械的刺激を１Hz で 

10 分間、結紮側に与えた場合、obex から尾側約 2400µm に抗 pERK 抗体陽性細胞が発現し

ていたという報告もある（佐藤ら、2018）。このように、抗 pERK 抗体陽性細胞の発現する

位置は、報告により違いはあるものの、Vc の表層の比較的狭い範囲に限局している。 

 

6. 抗真菌薬としてのミコナゾールの投与量と今回の投与量との比較 

Candida 感染ラットに対するミコナゾールの筋肉内投与量は 50 mg/kg/日で 85％の生存

率を示し、100 mg/kg/日で 100％の有効性を示したとの報告がある。また、20 匹のラット

を使った毒性試験ではミコナゾールを筋肉注射で 1 日 100 mg/kg の用量で 10 日間投与し

ても、副作用は認められていない（Balk et al,1978）。ミコナゾール 30mg/kg～60 mg/kg の

ラットの静脈内投与では、中枢神経系および末梢神経系、及び骨格筋に対しほとんど影響を

及ぼさないという報告もある（持田製薬株式会社、2021）。 

ラットの坐骨神経を鉗子でクランプして作製された sciatic nerve crush injury モデルに対
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して、ミコナゾールを 7 日間連続投与すると、軸索の再生、感覚の回復、シュワン細胞の増

殖等は認められるが、ミコナゾールに由来すると考えられる明らかな有害作用は報告され

ていない（Lin et al, 2018）。また、本研究で用いたミコナゾールの 1 回の投与量は、この研

究で用いられたものと同一である。ラットに ³H-ミコナゾール 1 mg(50µCi)/kg を単回静

注した場合、投与 5 分後の組織内濃度は血液 1.97 µg eq./g、脳 1.62 µg eq./g で、分布率

は血液 12.66、脳 0.96 であり、脳へのミコナゾールの分布が確認されている（持田製薬株

式会社、2021）。今回の実験では、ミコナゾールの抗真菌作用については評価していないが、

腹腔内投与された 10 mg/kg のミコナゾール濃度では既報の抗真菌作用よりも用量が低い

ため、本研究では抗真菌作用の影響は少ないものと推測される。ただし、ヒトの神経障害性

疼痛の治療に用いるミコナゾールの適切な投与量については、今後の検討が必須である。 
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結語 

 

TRPM2 は、神経障害性疼痛の治療のための新たな標的分子となる可能性がある。また、そ

の拮抗薬であるミコナゾールはドラッグリポジショニングとして神経障害性疼痛の治療薬

となる可能性を持つ。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本論文の内容の一部は，第 4９回日本歯科麻酔学会学術集会（2021 年，オンライン開催）

にて発表した。 
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Fig.1 ．結紮後の逃避行動の閾値の変化 

眼窩下神経を結紮した後の逃避行動の閾値の変化を示す（平均±標準誤差）。眼窩下神経

結紮を行った ION-CCI 群は、結紮前と比べ、結紮後 3 日目、7 日目に有意な閾値の低下

を示した。一方、sham 群にはいずれの時点においても閾値の低下は認められなかった。 

ION-CCI 群は sham 群と比較して、3 日目と 7 日目で有意な閾値の低下を示した。 
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Fig.2 . Vc のミクログリアに発現している TRPM2 

A. 抗 Iba1 抗体で標識されたミクログリア（マゼンタ）と、抗 TRPM2 抗体での標識部

位（緑）を重ね合わせた顕微鏡写真を示す。両者は重なり合うことが確認された。これに

より、TRPM2 はミクログリア上に発現していることが確認された。 

B. 神経結紮後、3 日目に活性型ミクログリアが認められた（黄色の矢印）。sham 群には

活性型ミクログリアは認められず、静止型ミクログリアが認められた（緑の矢印）。  

 

  

 

Fig.3 ．Vc のミクログリア上の TRPM2 の免疫反応性 

眼窩下神経結紮後の日数経過に伴う Vc のミクログリア上の TRPM２の免疫反応性の 

変化を示す（平均±標準誤差）。Vc のミクログリア上の TRPM2 の免疫反応性は、 

ION-CCI 群において、結紮後 1 日目と比べて、結紮後 3 日目と 7 日目では有意な増加 

を認めた。ION-CCI 群の結紮後 3 日目と 7 日目は sham 群との比較でそれぞれ有意な 

増加を示した。 
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Fig.4 ．ミコナゾールの連続投与による効果 

ミコナゾールの連続投与を４日間行った場合の逃避行動の閾値の変化を示す 

（平均±標準誤差）。ミコナゾール群では結紮 7 日目において、3 日目と比較して有意に

機械的刺激に対する閾値が上昇していた。また、結紮後 7 日目において、ミコナゾール

群と vehicle 群と比較すると、ミコナゾール群で有意な閾値の上昇が認められた。 
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Fig.5 ．ミコナゾールの単回投与による効果 

結紮後 3 日目の ION-CCI ラットに対し、ミコナゾールを単回投与した場合の経時的な

閾値の変化を示す（平均±標準誤差）。 

ミコナゾール群では、投与前と比較して 15 分後から 60 分後までの全ての時点において 

有意な閾値の上昇が認められた。また vehicle 群と比較すると 15 分後の時点においては 

ミコナゾール群で有意に閾値が上昇していた。 
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       vehicle 群                       ミコナゾール群 

 

 

Fig.6 . Vc 表層に発現した抗 pERK 抗体陽性細胞 

ミコナゾールが Vc のニューロンの活性化に及ぼす影響を確認するために、ION-CCI

ラットの whisker pad 部を刺激した後、抗 pERK 抗体を用いて免疫染色した。 

A. vehicle 群、ミコナゾール群ともに obex から約 1950～2250µm 尾側の Vc 表層(I-Ⅱ層)

に抗 pERK 抗体陽性細胞の発現が認められた。 

B. 最も抗 pERK 抗体陽性細胞が発現していたそれぞれの切片の強拡大写真を示す。 

Vc : trigeminal subnucleus caudalis ; Vtr : spinal trigeminal tract ; Cu : cuneate nucleus ; cu : 

cuneate fasciculus 

A 

B 
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Fig.7 . Vc 領域に発現した抗 pERK 抗体陽性細胞数の比較 

ミコナゾールが Vc のニューロンの活性化に及ぼす影響を確認するために、ION-CCI 

ラットの whisker pad 部を刺激した後、抗 pERK 抗体を用いて免疫染色を行った。obex か

ら約 1950～2250µm 尾側の抗 pERK 抗体陽性細胞数を、同部位の切片５枚を抽出して解析

した（平均±標準誤差）。抗 pERK 抗体陽性細胞数は vehicle 群と比較してミコナゾール群

で有意に減少した。 
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A. vehicle 群                            B.ミコナゾール群

 

 

Fig.8 . Vc に発現した抗 CD68 抗体陽性細胞 

obex から約 1950～2250µm 尾側の Vc の顕微鏡写真を示す。ミクログリアの活性化を

評価するため、ION-CCI ラットの whisker pad 部を刺激した後、抗 CD68 抗体を用いて免

疫染色を行った。Vc 表層に抗 CD68 抗体陽性ミクログリア（黄色の矢印）の発現が認め

られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

mean±SEM 

⁂:vs 投与前(p<0.001) 

＊＊:投与前(p<0.004) 

＊ :vs 投 与 前

(p<0.002) 

†：:vs ontrol on the same 

time 
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Fig.9 . Vc 表層に発現した抗 CD68 抗体陽性細胞数の比較 

ION-CCI ラットの whisker pad 部を刺激した後、抗 CD68 抗体を用いて免疫染色を行

った。obex から約 1950～2250µm 尾側の同部位の切片５枚を抽出して抗 CD68 抗体陽性

細胞数を解析した（平均±標準誤差）。抗 CD68 抗体陽性細胞数は vehicle 群と比較してミ

コナゾール群で有意に減少した。 
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