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第１章 緒言 

 

臨床上、「痛み」は患者の訴えのなかで最も多い。痛みは常に主観的であり、

そして不快な感覚であるが、生体防御にとって重要な役割を担っている。疼痛反

応は組織障害の回避や察知のための生体アラートシステムという生理的意味を

もつが、一部の痛みは慢性疼痛と呼ばれる様な組織障害が治癒したあとも痛み

だけが残る疼痛反応の機能的障害を引き起こすことがある。慢性疼痛は身体の

生理機能や精神状態にも悪影響を及ぼし、睡眠障害、抑うつ、食欲不振などの症

状を引き起こし生活の質を著しく低下させる。近年、慢性疼痛に対する治療薬が

使用されるようになったが、全ての患者に効果があるものではなく、有効な治療

法が確立されたとは言えないのが現状である。慢性疼痛のなかでも神経系の損

傷や機能異常に起因しているものは神経障害性疼痛と呼称され、軽微な触覚刺

激を痛みとして感じる「アロディニア」と、痛みを通常よりも強く感じる「痛覚

過敏」などの特徴的な症状を呈する。神経障害性疼痛のメカニズム解明は慢性疼

痛に対する有効な治療法開発の鍵となると考えられ、多くの研究が行われてい

る。 
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細胞外シグナル調節キナーゼ extracellular signal—regulated kinase(ERK; 

ERK1/2 を含む)は MAPK ファミリーに属するセリン・スレオニンキナーゼであり

様々な細胞応答に関与している。動物実験において ERK の上流にある MEK の活

性化を MEK阻害薬で阻害すると記憶・学習に異常がみられることから、ERKは海

馬などのニューロンの可塑性において重要な役割を果たしていると考えられる

(1)。疼痛領域においても ERK は、脊髄後角や後根神経節(DRG)の痛みを伝達す

るニューロンの可塑性において重要な役割を果たしており、痛みシグナル伝達

の修飾に関係していると考えられる。カプサイシンやホルマリンをげっ歯類の

後肢足底皮下へ注射すると脊髄後角のリン酸化 ERK 陽性ニューロンが投与後 1

分以内に増加する(2)。この陽性ニューロンの数は疼痛刺激の強さに依存してお

り、熱刺激でも温度が高い方が陽性細胞の数が多い。また、触覚刺激や非常に短

い時間(10 秒以内)の侵害刺激ではこのようなリン酸化は誘導されない。また炎

症性疼痛を測定するホルマリンテスト(ホルマリンをマウス後肢の足底皮下に

注射し、それに対する疼痛様行動を計測するテストで、投与後 5 分以内に認め

られる第 1相性反応と投与後 10〜40分頃に再度認められる第 2相性反応が観察

される。第 2 相性反応は中枢性感作を反映すると考えられている)においてホル
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マリン投与前に MEK 阻害薬を髄腔内投与すると、第 2 相性反応が大きく抑制さ

れることから、脊髄ニューロンにおける ERK のリン酸化は中枢性感作に関係し

ていると考えられる(2)。 

ホルマリンテストの第 2 相の反応のような急性期の中枢性感作における分子

メカニズムについて、ERK による電位依存性カリウムチャネル Kv4.2 のリン酸化

によるものが提唱されている。ERK が Kv4.2を直接リン酸化し、その結果として

A 型カリウム電流が減少することによってニューロンの興奮性が増加する(3)。

このニューロンの興奮性の増加が中枢性感作メカニズムの一つだと考えられる。

ちなみに Kv4.2 をノックアウトしたマウスでは急性期の中枢性感作は起こらな

い(3)。 

ERKのアイソフォームである ERK1と ERK2はアミノ酸配列が 80%以上同じであ

り、両者とも MEK1/2によってリン酸化される。そのため、MEK 阻害薬を用いる

と ERK1と ERK2 の両方のリン酸化が阻害される。そのため、MEK 阻害薬を用いた

解析では、二つのアイソフォームの違いを詳細に解析するには限界があった。そ

こでわれわれのグループでは ERK2 を部位特異的に標的遺伝子欠損(ノックアウ

ト)したマウスを作出し、疼痛における ERKの役割を解析した。その結果、中枢
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神経特異的に ERK2をノックアウトしたマウスではホルマリンテストにおいて第

2 相性反応が野生型マウスと比較して大きく抑制された(4)。また、このマウス

を用いて神経障害性疼痛モデルを坐骨神経結紮により作製したところ、野生型

マウスと比較して症状が大きく緩和されていた。一方、 ERK1 を全身でノック

アウトしたマウスでは野生型マウスと比較して有意な差はなかった。これらの

結果から、脊髄後角 ニューロンにおける ERK2 がこれらのメカニズムに大きく

関与しているのに対し、ERK1 は痛みシグナルの調節にはほとんど関わっていな

いことが明らかとなった。 

脊髄後角には脳へ投射するニューロンの他にも多くの介在ニューロンが存在

し、それらが脊髄後角内で回路を形成している。介在ニューロンには興奮性のも

のと抑制性のものがあり、gate control 仮説を支持するシナプス伝達の修飾を

行っている可能性がある。GABAA受容体拮抗薬であるビククリンの髄腔内投与に

よって痛覚過敏やアロディニアが惹起されることから(5)、脊髄後角内の GABAA

作動性(抑制性)介在ニューロンの機能喪失による脱抑制(disinhibition)が神

経障害性疼痛メカニズムに関係していると考えられる。脊髄スライスにおいて

も痛覚を伝達する神経線維である Aδ線維や C線維の刺激によってリン酸化 ERK
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陽性ニューロンの数が増加するが、触覚を伝達する神経線維である Aβ線維の刺

激では増加しない(2)。一方、ビククリン存在下では Aβ線維の刺激でもリン酸

化 ERK陽性ニューロンの数が増加する(6)。つまり、脱抑制下では弱い刺激でも

ERK のリン酸化が誘導される。 

過去の研究では脊髄後角のニューロンにおける ERK2 が中枢性感作と神経障

害性疼痛の発症に関与していることがわかっていた。しかし ERK2の役割につい

て、興奮性ニューロンと抑制性ニューロンを区別することができなかった。そこ

で本研究では GABA 作動性（抑制性）ニューロン特異的に ERK2 を標的遺伝子欠

損したマウスを用いて GABA 作動性(抑制性)ニューロンにおける ERK2 の疼痛に

対する役割を明らかにすることを目的とした。 
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第１章 方法 

第１節 倫理 

 本研究は、防衛医科大学校動物実験委員会(倫理委員会承認番号 21008)及び組

換え DNA 実験安全委員会(承認番号 2018-5)の承認を受けて実施した。また動

物実験を行うにあたっては国際疼痛学会の倫理委員会が定めたガイドラインを

厳守した。 

 

第２節 実験動物 

 動物は学内動物実験施設にて 12 時間明暗サイクル、室温 23±1℃、適切な給

水給餌で管理飼育された、生後 8－10 週齢の C57BL/6JJcl マウスを使用した。

Erk2が GABA作動性ニューロン特異的に欠損したマウスの作出は Erk2を loxp配

列で挟み込んだ Erk2 flox マウスと、GAD67遺伝子特異的プロモータの制御下に

cre を発現するノックインマウスとの掛け合わせによって達成した。以後、Erk2

を GAD67 特異的に欠損したマウス(Erk2flox/flox; GAD67-Cre(+))を Erk2CKO(GAD67)と

表記する。Erk2 floxマウスは当研究室の佐藤および健康長寿医療センターの遠

藤昌吾によって作製された。コントロールマウスとして、Erk2flox/flox; GAD67-
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Cre(-)マウスを使用した。 

  

第３節 麻酔 

三種混合麻酔 

 神経障害性疼痛モデル作成時及び免疫染色法の灌流固定には、ミダゾラム 

(SANDO, Tokyo, Japan）2 mL、ドミトール(Nippon Zenyaku Kogyo Company, 

Kouriyama, Japan)1.875 mL、ベトルファール(Meiji Seika Pharma Company, 

Tokyo, Japan)2.5mLを生理食塩水 18.625 mL で希釈して 25 mL溶液を作成し、

腹腔内に投与し麻酔薬として使用した。 

 

第４節 免疫染色 

 Erk2 のリン酸化を観察するために免疫染色を Satoh らの報告(7)を参考にし

て行った。検体を採取するために、マウスに麻酔薬として三種混合麻酔薬を

0.15mL 腹腔内に投与し、4% PFA（paraformaldehyde）で経心灌流固定した後、

脊髄の L3—L6 を採取した。検体を 4%PFA 溶液中で 1 時間後固定した後、1×PBS 

(Phosphate buffered saline)に移しパラフィンで包埋した。パラフィンブロッ
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クはロータリーミクロトーム(MICROM HM355S; Microm International GmbH, 

Walldorf, Germany)を用いて 5 µm に薄切した。切片をスライドガラスに載せ、

キシレンで脱パラフィンした後に、Antigen unmasking solution (H-3300; 

Vector Laboratory, Burlingame, CA, USA)を添加して 121℃で 5分間オートク

レーブを行った。その後、Nonspecific staining blocking reagent (Dako, 

Glostrup, Denmark)を用いてブロッキングを 30分間行い、1次抗体を添加して

4℃の加湿環境に一晩静置した。1 次抗体には、抗 GABA 抗体（A2052, rabbit 

polyclonal, Sigma-Aldrich, St. Louis, 1:500）、抗 GABA 抗体（A0310, mouse 

monoclonal, Sigma-Aldrich, St. Louis, 1:100）、抗 phospho-Erk1/2抗体（#4370, 

rabbit monoclonal, Cell Signaling Technology, 1:200）、抗 Erk2抗体（610104, 

mouse monoclonal, BD Transduction Laboratories, 1:200）を使用した。 

 蛍光染色には 2次抗体として Alexa-Fluor 546-conjugated goat anti-rabbit 

IgG（A-11035, Thermo Fisher Scientific, 1:100）、 Alexa-Fluor 488-

conjugated goat anti-mouse IgG（A-11001, Thermo Fisher Scientific, 1:100）

を使用した。切片の観察には Nikon fluorescence microscopy system CS1DW

（Nikon, Tokyo, Japan）と electron-multiplying（EM）CCD digital camera 
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C9100-13（Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan）を使用した。 

 

第 5節 疼痛モデル 

１. 侵害受容性疼痛モデル 

 Otsuboらの報告(4)を参考にして、足底に 2％ホルマリン水溶液（20 µL）を注

射して作製した。2％ホルマリン水溶液はホルムアルデヒド液（Wako pure 

chemical industries, Osaka, Japan）を用いて作製した。 

２. 神経障害性疼痛モデル 

Kawaguchi らの報告(8)を参考にして坐骨神経部分結紮(partial sciatic 

nerve ligation; PSNL）モデル（Seltzer model）を作製した。三種混合麻酔

薬を腹腔内注射して麻酔をし、腹臥位に固定した。その後、右大腿上部に小切

開を加え坐骨神経を露出し、背側(頚骨神経側)1/2-1/3を 8-0絹糸で結紮し

た。筋膜および皮膚ともに、閉創には 5-0絹糸を用いた。 

 

第 6節 行動学的評価 

 全ての行動実験は同一人物が行い、データ収集が終了してからコントロール
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マウスとノックアウトマウスの確認を行う盲検法を用いた。 

１. Formalin test 

 侵害受容性疼痛を評価するために行った。マウスをホルマリンテスト実施 1時

間前に幅 22 cm、長さ 17 cm、高さ 14 cmのアクリル製の箱に入れ、測定環境に

馴化させた。その後、2％ホルマリン溶液 20 µLをマウスの左足底に注射し、疼

痛行動（足を振る、足を咬む、足を舐めるなど）の持続秒数を 60 分間（5 分×

12 回）測定した。ホルマリン誘発疼痛モデルは、炎症性疼痛に対する反応と炎

症性の刺激による神経細胞の可塑性を研究するために使用される。マウスの後

肢にホルマリンを皮下注射すると、二相性の侵害受容反応（注射した肢を舐める

/噛む/持ち上げる行動）が誘発される。最初の段階は、化学物質が侵害受容器を

直接活性化するためと考えられており(9)、5分から 10分程度持続する。この最

初の段階に続き、相と相の間の短い静止反応がある。静止反応の後、第 2相は約

30 分続く。この第 2 相は、第 1 相で上昇した求心性活動によって引き起こされ

る脊髄神経細胞の使用依存的変化から生じる中枢性感作と関連していると考え

られている(10) (11)。 
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２. von Frey test 

Otsuboらの報告(4)を参考にし、機械刺激には 0.008 g - 300 gの荷重を与

えられる von Frey フィラメントを用い、刺激に対する PSNL モデルマウスの足

挙げや足振りなどの逃避行動を指標としてアロディニアを評価した。マウスを

テスト実施 1時間前に直径 10 cm×高さ 20 cm の遮光したプラスチック容器に

入れ、高さのあるメッシュ台に乗せ、測定環境に馴化させた。テストは最も荷

重の少ない 0.008 gのフィラメントから実施した。ひとつのフィラメントで 1

秒間の足底刺激を 5回ずつ加え、そのうち 3回以上に逃避行動がみられた場合

を「反応あり」とした。「反応なし」の場合には、0.02、0.04、0.07、0.16、

0.4、0.6、1.0、1.4、2.0 gの順番で荷重がかかるフィラメントを使用して同

様の操作を繰り返し、「反応あり」となるまで荷重をあげていった。最終的に

「反応あり」となったフィラメントの荷重値（g）を、そのマウスのアロディ

ニア閾値として記録した。結紮側と非結紮側の測定間隔は 5分以上あけて実施

した。測定は坐骨神経部分結紮前と結紮後 1、4、7、14、21、28、35 日に行っ

た。 
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３. Plantar test 

 Kawaguchi らの報告(8)を参考に行った。熱刺激に対する PSNLモデルマウス

の足挙げ行動を指標として熱痛覚過敏を評価した。熱刺激には足底に 5 mm程

度の狭い範囲で熱刺激を加えると同時に自動的にタイマーが稼働し、マウスが

足挙げを行うと熱刺激とタイマーが停止する測定装置（PAW Thermal 

Stimulator, Department of Anesthesiology, UC San Diego）を使用した。マ

ウスをテスト実施 1時間前に直径 10 cm×高さ 20 cmの遮光したプラスチック

容器に入れ、測定装置のガラス板に乗せ、測定環境に馴化させた。熱刺激によ

るマウスの足挙げ反応までの時間が 7秒になるように、あらかじめ熱刺激の強

さを調節した。マウスの足底に熱刺激を与え、足挙げ反応までの時間を 3回計

測し、その平均秒数を用いた。結紮側と非結紮側の測定間隔は 5分以上あけて

実施した。測定は坐骨神経部分結紮前と結紮後 1、4、7、14、21、28、35日に

行った。 

 

第 7節 統計解析 

統計解析には Graph Pad Prism8（GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, 
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USA）を使用し、Two-way repeated measures (RM) ANOVA および Bonferroni 

post hoc test、また等分散性が棄却された時は Kruscal-Wallis test および

Dunn’s post hoc testを用いて行った。エラーバーは標準偏差を示す。 

 

第３章 結果 

第１節 GABA 作動性ニューロン特異的 ERK2遺伝子欠損マウスの性質 

コントロールマウスと Erk2CKO(GAD67) マウスの脊髄の GABA 作動性ニューロンに

おける ERK2 発現を免疫染色で比較した（図 1）。コントロールマウスは脊髄の

GABA 作動性ニューロンにおける Erk2 の発現が認められたが、Erk2CKO(GAD67) マウ

スでは認められなかった。検体はコントロールマウスと Erk2CKO(GAD67) マウスか

らそれぞれ 4匹ずつ採取した。 

 

第２節 侵害受容性疼痛における GABA作動性ニューロン Erk2の役割 

炎症性疼痛および中枢性感作における GABA 作動性ニューロンの ERK2 活性

化の役割を明らかにするために、Erk2CKO(GAD67)マウスのホルマリン試験における

挙動を評価した。 

図 2 に示すように、コントロールマウス及び Erk2CKO(GAD67)マウスは、雌雄共
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にホルマリンに対して典型的な二相性の侵害受容反応を示し、炎症性疼痛に対

する反応に差は見られなかった。 

 

第 3節 神経障害性疼痛における GABA作動性ニューロン Erk2の役割 

これまでに、ERK2 が神経障害性疼痛の発症に寄与していることが報告され

ている (4)。本研究では、PSNLモデルの Erk2CKO(GAD67)マウスを用いて、熱の侵

害刺激に対する熱痛覚過敏および、通常無害な非侵襲性機械的刺激（触覚）に

対する疼痛反応である機械的アロディニアにおける GABA 作動性ニューロンの

ERK2の関与を評価した。 

熱痛覚過敏を調べた Plantar試験において、PSNL手術をした Erk2CKO(GAD67) マ

ウスとコントロールマウスの術側の足底の放射熱に対する反応は健側と比較し

て、術後 35 日の期間で雌雄ともに有意差があり、神経障害性疼痛の症状であ

る熱痛覚過敏の発症を認めた(図 3)。 

PSNL術側の足底の放射熱に対する反応は Erk2CKO(GAD67) マウスとコントロール

マウスで比較すると、雌雄ともに有意差があった(図 3)。特に 21 日目以降の過

敏性において、Erk2CKO(GAD67) マウスではコントロールマウスと比較して寛解し
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ていることがわかった。 

機械的アロディニアを調べた von Frey 試験では、PSNL 手術をした

Erk2CKO(GAD67) マウスとコントロールマウスの術側の足底における機械的刺激に

対する逃避行動の閾値は健側と比較して、術後 35日の期間において雌雄とも

に有意差があり、神経障害性疼痛の症状であるアロディニアの発症を認めた

(図 4)。 

PSNL術側の機械的刺激に対する逃避行動の閾値は術後 35日の期間において

Erk2CKO(GAD67) マウスとコントロールマウスを比較すると雌雄ともに有意差があ

った(図 4)。特に 28日目以降の機械的刺激に対するアロディニアにおいて、

Erk2CKO(GAD67) マウスではコントロールマウスと比較して寛解していることがわ

かった。 

 

第 4節 坐骨神経結紮後のリン酸化 ERK2の比較 

坐骨神経結紮後の脊髄後角における ERKのリン酸化について免疫染色法を用

いて調べた  (図 5) 。検体は PSNL 前と PSNL15 分後、PSNL10日後、PSNL21日

後、PSNL35 日後のコントロールマウス及び Erk2CKO(GAD67)マウスからそれぞれ４
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匹ずつ採取した。 

コントロールマウスにおいては坐骨神経結紮前の脊髄後角ではリン酸化 ERK

の発現は少数見られる (図 5A)が、坐骨神経結紮 15分後にはリン酸化 ERKの発

現が増加し、GABAと共発現が認められるものと共発現していないものがあった 

(図 5B) 。坐骨神経結紮 10日後以降の脊髄後角ではリン酸化 ERK2の発現は減

少しており、コントロールマウスにおいてリン酸化 ERKの大部分は GABAと共

発現が認めらたが、共発現していないものも見られることがあった (図

5CDE) 。 

Erk2CKO(GAD67)マウスはコントロールマウスと同様に坐骨神経結紮前の脊髄後角

ではリン酸化 ERKの発現は少ない(図 5A)が、坐骨神経結紮 15 分後にリン酸化

ERK が多数見られるようになり(図 5B)、結紮後 10日以降では減少した(図

5CDE) が、GABA とリン酸化 ERKとの共発現は認めなかった 。 

 

第４章 考察 

1. 侵害受容性疼痛における GABA作動性ニューロン ERK2 の関与 

 中枢性感作は慢性痛の重要な基盤であると考えられている。このような病的
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な痛みに重要な役割を果たしている中枢性感作であるが(12)、その詳細な仕組

みは不明な点が多い。 

 ホルマリン投与による炎症性痛の疼痛反応において、Erk2CKO(GAD67)マウスはコ

ントロールマウスと比較して差がみられなかった（図 2）。ホルマリンテストの

第１相はホルマリンによる直接的な侵害刺激であるが、GABA 作動性ニューロン

における ERK2は第１相反応においては重要な働きをしていないことがわかっ

た。また、第 2相でも有意な差はみられなかった。ホルマリンテストの第 2相

は、第 1相で誘発される脊髄神経細胞の可塑化により起こるといわれている

(12)。今回の結果から、GABA作動性ニューロン ERK2は中枢性感作において重

要な役割を担っていないことが示唆された。 

2. 神経障害性疼痛における GABA作動性ニューロン ERK2 の関与 

 以前の研究では中枢神経特異的に ERK2をノックアウトしたマウスはコント

ロールマウスと比較し、坐骨神経部分結紮モデルにおいて有意にアロディニア

が減弱しており、脊髄 ERK2が神経障害性疼痛発症に関与していることを示し

ていた(4)。今回の研究では Erk2CKO(GAD67)マウスはコントロールマウスと比べて

アロディニアと熱痛覚過敏を発症したが、21 日目以降に寛解していた。このこ
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とよりアロディニア及び熱痛覚過敏の発症には GABA作動性ニューロン ERK2は

関与していないものの、痛みが長期化した際の痛みの維持に関与していると考

えられる。 

過去の研究により脊髄後角の ERK1/2は A型カリウムチャネルの Kv4.2 をリ

ン酸化し、A 型電流を減少させることで結果として神経細胞の興奮性が増加す

ることがわかっており、中枢性感作における ERKの重要な役割であると考えら

れている(13, 14)。このように ERK は神経の性質を変化させるような役割をし

ている。抑制性 GABAニューロンにおいて ERK2がどのような働きをしているか

は明らかにできないが、神経障害性疼痛には GABAニューロンの機能変化が関

係していることが示唆されている。慢性期の脊髄後角において、本来であれば

痛みの伝達に対して抑制性に働く GABAニューロンが何らかの影響を受けて機

能減退または不全を起こしている可能性があり、ERK2がこの可塑性に関係して

いる可能性がある。そのため、ERK2が欠損するとこの可塑的変化が起こらず、

結果として GABAニューロンの機能が維持されることによって慢性期の痛みが

寛解された可能性が考えられる。 
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3. 本研究の限界 

本研究の限界として、GABA作動性ニューロンが今回調べた脊髄後角以外に

も広く存在していることが挙げられる。それらの GABA作動性ニューロンにお

ける ERK2が神経障害性疼痛の維持に影響を与えている可能性がある。 

 

第 5章 結論 

1  脊髄後角 GABA作動性ニューロンの ERK2は、神経障害性疼痛の発症に関与

していないが維持に関与している。 

2  脊髄後角 GABA作動性ニューロンの ERK2は、炎症性疼痛に関与していな

い。 
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図 1 コントロールマウスでは GABA 作動性ニューロンにおいて ERK2 の発現が見

られたが、Erk2CKO(GAD67)では見られなかった。 

抗 ERK2抗体と抗 GABA抗体を用いた二重染色法により、脊髄後角における GABA

（赤）、Erk2（緑）の発現を解析した。スケールバー： 20μm。 
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図 2 炎症性疼痛においてコントロールマウスと Erk2CKO(GAD67)マウスを比較すると

雌雄ともに有意差がみられない。 

横軸は時間経過、縦軸は疼痛行動時間を示す。 

（A）雄におけるコントロールマウスと Erk2CKO(GAD67)マウスでは侵害受容反応は

genotype の要因では主効果は認められなかった(F1,9 = 1.14, p = 0.3134, Two-
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way RM ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 10)。交

互作用(genotype × 時間)は有意ではなかった(F3.218,28.96 = 0.7368, p = 0.5474, 

Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 10)。 

（B）雌におけるコントロールマウスと Erk2CKO(GAD67)マウスの間に genotype の要

因では主効果は認められなかった(F1,9 = 0.1233, p = 0.7335, Two-way RM ANOVA 

followed by Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 10)。交互作用(genotype 

× 時間)は有意ではなかった(F11,99 = 1.603, p = 0.1095, Two-way RM ANOVA 

followed by Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 10)。  
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図 3 坐骨神経部分結紮モデルにおいて、Erk2CKO(GAD67)マウスではコントロールマ

ウスと同様に結紮側の熱痛覚過敏が発症したが、より早く寛解した。 

（A） 雄のコントロールマウス（n = 12）と Erk2CKO(GAD67)（n = 12）の痛覚過敏 

の経過を確認した（p < 0.0001, Two-way RM ANOVA, Cont ipsilateral vs. 

Erk2CKO(GAD67)  ipsilateral, n = 12 for each, followed by Bonferroni post 

hoc test, ***p < 0.001）。雄のコントロールマウスは、PSNLと同側の足と対

側の足を比較すると熱刺激に対して強い過敏性を示し、足引き遅延に主効果が

認められた(F1,11 = 488.2, p < 0.0001, Two-way RM ANOVA followed by 

Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 12)。交互作用(side × 時間)に関

しても有意差が認められた(F7,77 = 27.9, p < 0.0001, Two-way RM ANOVA 

followed by Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 12)。雄の Erk2CKO(GAD67)
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マウスも同様に PSNLと同側の足は対側の足を比較すると熱刺激に対して強い

過敏性を示し、足引き遅延に主効果が認められた(F1,11 = 118.8, p < 0.0001, 

Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 

12)。交互作用(side × 時間)に関しても有意差が認められた(F7,77 = 26.46, p 

< 0.0001, Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; それ

ぞれ n = 12）。雄の PSNL 手術をした Erk2CKO(GAD67) マウスとコントロールマウス

の術側の足底の放射熱に対する反応は術後 35 日の期間において genotype の要

因で主効果が認められた(F1,11 = 47.8, p < 0.0001, Two-way RM ANOVA 

followed by Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 12)。交互作用

(genotype × 時間)に関しても有意差が認められた（F7,77 = 13.73, p < 

0.0001, Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; それぞ

れ n = 12）。ベースラインの足引き遅延は、手術前に有意差はなかった(p > 

0.9999, Bonferroni’s multiple comparisons test)。 

（B） 雌のコントロールマウス（n = 12）と Erk2CKO(GAD67)（n = 12）の痛覚過敏 

の経過を確認した（p = 0.006, Two-way RM ANOVA, Cont ipsilateral vs. 

Erk2CKO(GAD67)  ipsilateral, n = 12 for each, followed by Bonferroni post 
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hoc test, ***p < 0.001）。雌のコントロールマウスは PSNL 手術後から 35日

目までの観察期間の間、PSNLと同側の足が対側の足を比較して熱刺激に対して

強い過敏性を示し、足引き遅延に主効果が認められた(F1,11 = 426.6, p < 

0.0001, Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; それぞ

れ n = 12)。交互作用(side × 時間)に関しても有意差が認められた（F3.964,43.6 

= 22.11, p < 0.0001, Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni post hoc 

test; それぞれ n = 12）。雌の Erk2CKO(GAD67)マウスも同様に PSNLと同側の足は

対側の足を比較すると熱刺激に対して強い過敏性を示し、足引き遅延に主効果

が認められた(F1,11 = 318.3, p < 0.0001, Two-way RM ANOVA followed by 

Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 12)。交互作用(side × 時間)に関

しても有意差が認められた（F4.12,45.32 = 32.68, p < 0.0001, Two-way RM 

ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 12）。雌の PSNL

手術をした Erk2CKO(GAD67) マウスとコントロールマウスの放射熱に対する反応は

術後 35日の期間において genotype の要因で主効果が認められた(F1,11 = 

11.49, p = 0.006, Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni post hoc 

test; それぞれ n = 12)。交互作用(genotype × 時間)に関しても有意差が認
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められた(F7,77 = 10.85, p < 0.0001, Two-way RM ANOVA followed by 

Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 12)。ベースラインの足引き遅延

は、手術前に有意差はなかった(p > 0.9999, Bonferroni’s multiple 

comparisons test)。 
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図 4 坐骨神経部分結紮モデルにおいて、Erk2CKO(GAD67)マウスではコントロールマ

ウスと同様に結紮側のアロディニアが発症したが、より早く寛解した。 

（A） 雄のコントロールマウス（n = 12）と Erk2CKO(GAD67)（n = 12）のアロディ 

ニアの経過を確認した (p = 0.0003, Two-way RM ANOVA, Cont ipsilateral 

vs. Erk2CKO(GAD67) ipsilateral, n = 12 for each, followed by Bonferroni 

post hoc test, *p < 0.05, ***p < 0.001) 。雄の PSNL 手術後から 35日目ま

での観察期間の間、コントロールマウスは、PSNL と同側の機械的刺激に対する

逃避行動は対側と比較して強い過敏性を示し、逃避行動の閾値に主効果を認め

た(F1,11 = 522.7, p < 0.0001, Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni 

post hoc test; それぞれ n = 12)。交互作用(side × 時間)に関しても有意差

が認められた（F7,77 = 15.56, p < 0.0001, Two-way RM ANOVA followed by 
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Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 12）。雄の Erk2CKO(GAD67)マウスも同様

に PSNL手術後から 35日目までの期間で逃避行動の閾値に主効果が認められた

(F1,11 = 619.9, p < 0.0001, Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni post 

hoc test; それぞれ n = 12)。交互作用(side × 時間)に関しても有意差が認

められた（F7,77 = 8.149, p < 0.0001, Two-way RM ANOVA followed by 

Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 12）。雄の PSNL 手術をした

Erk2CKO(GAD67) マウスとコントロールマウスの機械的刺激に対する逃避行動の閾

値は術後 35 日の期間において genotype の要因で主効果は認められなかった

(F1,11 = 2.699, p = 0.0001, Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni post 

hoc test; それぞれ n = 12) が、交互作用(genotype × 時間)に関しては有意

差が認められた（F7,77 = 4.539, p = 0.003, Two-way RM ANOVA followed by 

Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 12）。ベースラインの逃避行動の閾

値は、手術前に有意差はなかった(p = 0.1927, Bonferroni’s multiple 

comparisons test)。 

（B） 雌のコントロールマウス（n = 12）と Erk2CKO(GAD67)（n = 12）のアロディ 

ニアの経過を確認した (p < 0.0001, Two-way RM ANOVA, Cont ipsilateral 
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vs. Erk2CKO(GAD67) ipsilateral, n = 12 for each, followed by Bonferroni 

post hoc test, *p < 0.05) 。雌のコントロールマウスは、PSNL手術後から

35 日目までの期間で PSNL と同側の機械的刺激に対する逃避行動は対側と比較

して強い過敏性を示し、逃避行動の閾値に主効果を認めた(F1,11 = 191.8, p < 

0.0001, Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; それぞ

れ n = 12)。交互作用(side × 時間)に関しても有意差が認められた（F7,77 = 

13.09, p < 0.0001, Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni post hoc 

test; それぞれ n = 12）。雌の Erk2CKO(GAD67)マウスも同様に PSNL手術後から 35

日目までの期間で足引き遅延に主効果が認められた(F1,11 = 304.7, p < 

0.0001, Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; それぞ

れ n = 12)。交互作用(side × 時間)に関しても有意差が認められた（F7,77 = 

8.342, p < 0.0001, Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni post hoc 

test; それぞれ n = 12）。雌の PSNL 手術をした Erk2CKO(GAD67) マウスとコントロ

ールマウスの機械的刺激に対する逃避行動の閾値は術後 35日の期間において

genotype の要因で主効果を認めなかった(F1,11 = 1.055, p = 0.3263, Two-way 

RM ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; それぞれ n = 12) が、交
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互作用(genotype × 時間)に関しては有意差が認められた（F7,77 = 5.213, p < 

0.0001, Two-way RM ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; それぞ

れ n = 12）。ベースラインの逃避行動の閾値は、手術前に有意差はなかった(p 

= 0.0766, Bonferroni’s multiple comparisons test)。 

  



 34 

 

(A) 坐骨神経結紮前 

 

 

(B) 坐骨神経結紮 15分後 
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(C) 坐骨神経結紮 10日後 

 

 

(D) 坐骨神経結紮 21日後 
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(E) 坐骨神経結紮 35日後 

 

図 5 坐骨神経結紮後の脊髄後角におけるリン酸化 ERK発現の変化。 

抗リン酸化 ERK抗体と抗 GABA抗体を用いた二重染色法により、坐骨神経結紮

前、結紮 15 分後、結紮 10日後、結紮 21日後、結紮 35日後の脊髄後角におけ

る GABA（緑）、リン酸化 ERK（赤）の発現をそれぞれ解析した。スケールバ

ー： 20μm。 

 


