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研究成果の概要（和文）：侵害受容性疼痛や神経障害性疼痛を成因とする難治性慢性疼痛に対する新たな鎮痛薬
として、P2X7受容体のみを選択的に阻害する薬物の開発に貢献するため、鎮痛作用を持つニューロステロイド、
プレグネノロン硫酸塩と、神経傷害性疼痛に対する鎮痛薬として使用されている抗うつ薬、パロキセチンのP2X7
受容体に対する影響を電気生理学的に調べた。その結果、これらの薬物が濃度依存性にP2X7受容体機能を抑制
し、その抑制機序が非拮抗阻害であることを発見した。これらの結果は、P2X7受容体機能抑制機序を解明するの
に役立つと考えられる。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effects of neurosteroid that have analgesic effect, 
pregnenolone sulfate and antidepressants, paroxetine that have been used for neuropathic pain on the
 function of P2X7 receptor using electrophysiological technique in order to contribute the 
development of selective P2X7 inhibitor as a novel analgesic for refractory chronic pain constituted
 by nociceptive and neuropathic pain. We found that these compounds inhibit the function of P2X7 
receptor dose-dependently, and that the inhibitory effect is noncompetitive inhibition. These 
results would help to clarify the mechanisms underlying inhibition of P2X7 receptor function, and 
contribute the development of selective P2X7 receptor inhibitor.

研究分野： 麻酔科学
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１．研究開始当初の背景 
（１）侵害受容性疼痛や神経障害性疼痛を成
因とする慢性疼痛は、その病態に対する研究
が進められてきたが、未だ病態解明にいたっ
ておらず、現在の鎮痛薬では無効な例も多く、
新たな鎮痛薬の開発は急務である。近年、ア
デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 （ Adenosin 
Triphosphate：ATP）受容体が疼痛発現に深
く関与していることが示されており、中でも
一次求心性感覚神経や脊髄グリア細胞に発
現している P2X3、P2X4、P2X7、P2Y12 が
炎症性疼痛・神経障害性疼痛の発現に重要で
あることが報告されている。従ってこれらを
ターゲットにした薬物の開発は、難治性慢性
疼痛に対する新たな鎮痛薬開発につながる
可能性がある。 
（２）一方、申請者らは、これら ATP 受容
体のうち、局所麻酔薬リドカインや鎮痛作用
を持つニューロステロイドが、P2X7 受容体
機能を選択的に抑制することを発見し、
P2X7 受容体機能の抑制がこれらの鎮痛機序
に関与している可能性を示してきた。 
 
２．研究の目的 
難治性慢性疼痛に対する新たな鎮痛薬とし
て、P2X7 受容体のみをターゲットにした選
択的阻害薬の開発に貢献するために、P2X7
受容体抑制機序を分子レベルで解明するこ
とを計画した。 
 
３．研究の方法 
（１）電気生理学的手法（アフリカツメガエ
ル卵母細胞発現系）を用いた P2X7 と P2X3 受
容体に対するニューロステロイド（NS）の影
響解析 
 申請者らはこれまでに、強い鎮痛作用を持
つ NS、アロプレグナノロン硫酸塩（APS）
が P2X7 受容体機能を抑制し、P2X3 受容体
機能を増強することを、アフリカツメガエル
卵母細胞発現系を用いた電気生理学的実験
によって確認してきた。そこで、その他の鎮
痛作用を持つ NS、プレグナノロン、プロゲ
ステロンなどの影響についても同様に解析
し、それらの作用を比較検討する。P2X7 は
疼痛発現だけでなく、慢性炎症のメカニズム
にも深く関与することが示されているため、
抗炎症薬として臨床的に使用されているデ
キサメタゾンなどの末梢性のステロイドに
ついても同様の解析を行う。さらに、その阻
害形式についても薬理学的な検討を行う。 
 
（２）P2X7 と P2X3 受容体の cRNA を用いたキ
メラ型 cRNA の作成 
 APS による P2X7 受容体の抑制機序・作用
部位を明らかにすることを目的として、高濃
度 APS によって機能が増強される P2X3 受
容体とP2X7受容体によるキメラ型P2X受容
体に対する APS の影響を解析するため、2 つ
の受容体 cRNA を用いて複数のキメラ型
cRNA を作成する。P2X7 受容体の構造は、

その他の P2X 受容体と同様に、細胞膜 2 回
貫通型のサブユニット 3 分子が 1 つのチャネ
ルを形成した三量体であると考えられてい
るが、その他の P2X 受容体と比較して長い細
胞内 C 末端を含むなど、最も長いアミノ酸配
列を持ち、P2X 受容体の中で特徴的な構造を
持っている。P2X3 受容体と比較すると、
P2X3 受容体が 397 のアミノ酸配列を持つの
に対して、P2X7 は 595 のアミノ酸配列を持
ち、その相同性は 42%である。従って、この
P2X7 受容体の特徴的な構造が、AP による抑
制作用に深く関わっていると考えられる。先
に示した図のように、N 末端細胞内領域、2
つの細胞膜貫通領域、細胞外領域、C 末端細
胞内領域を境とした複数のキメラ型cRNAを
作成する。 
 
（３）電気生理学的手法（アフリカツメガエ
ル卵母細胞発現系）を用いたキメラ型 P2X 受
容体に対する APを含む NSの影響解析による
作用部位の同定 
 ②で作成したキメラ型cRNAをアフリカツ
メガエル卵母細胞に注入し、P2X3 と P2X7
のキメラ型 P2X 受容体を発現させ、これに対
する APS を含む NS の影響を電気生理学的
に解析し、野生型 P2X7 受容体に対する影響
と比較することにより、これら薬物の P2X7
受容体機能抑制に関わる作用部位・構造を同
定する。 
 
（４）侵害受容性疼痛・神経障害性疼痛モデ
ルマウスに対する APS を含む NS の疼痛抑制
効果の解析（in vivo での行動薬理学による
作用解析Ⅰ） 
 慢性疼痛モデルマウスとして侵害受容性
モデルマウスと神経障害性疼痛モデルマウ
スを作成し、これらに対する APS を含む NS
の疼痛抑制効果を行動薬理学的に解析する。 
 
（５）遺伝子変異マウスに対する APS を含む
NS の疼痛抑制効果の解析（in vivo での行動
薬理学による作用解析Ⅱ） 
 （３）で得られた P2X7 受容体機能抑制機
序に関わる部位の遺伝子変異マウスを作成
する。さらに遺伝子変異マウスを用いて慢性
疼痛モデルマウスを作成し、これに対する
NS の疼痛抑制効果を解析する。 
 
４．研究成果 
（１）アフリカツメガエル卵母細胞発現を用
いた P2X7 受容体に対する種々の NS、アロプ
レグナノロン硫酸塩（APS）、プレグネノロン
硫酸塩（PS）、プレグナノロン硫酸塩（PAS）、
デヒドロエピアンドロステロン硫酸塩
（DHEAS）とステロイド系抗炎症薬、デキサ
メタゾン（DM）の影響解析 
 P2X7 受容体の cRNA をアフリカツメガエ
ル卵母細胞に注入し、細胞膜表面に受容体を
発現させた。Voltage-clamp 法による電気生
理学的手法により、ATP 1mM によって活性



化された電流に対する鎮痛作用を持つ NS で
ある APS、PS、PAS、DHEAS と、ステロイ
ド系抗炎症薬、DM の P2X7 受容体に対する
影響を調べた。PAS、DHEAS、デキサメタ
ゾンは、P2X7 受容体機能に対して弱い抑制
作用しか示さなかったが、APS と PS は強い
抑制作用を持ち、PS が最も強く P2X7 受容
体機能を抑制した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）P2X7 受容体に対する種々の PS、APS の
抑制効果の濃度反応曲線 
 PS と APS が、P2X7 受容体機能を強く抑
制することが示されたため、ATP 1mM によ
る誘発性電流に対する種々の濃度のPS、APS
の効果を調べた。その結果、1µM、10µM、
30µM、100µM の PS は P2X7 の ATP 誘発性
電流を 86.8 ± 3.2、61.8 ± 8.1、40.3 ± 8.4、
10.7 ± 2.4 %にそれぞれ抑制し、APS もまた
93.1 ± 2.3、76.0 ± 5.3、63.7 ± 8.1、49.7 ± 
8.9 %にそれぞれ抑制し、濃度依存性の抑制
効果が示された。PS の方が、より強い抑制
効果を示し、濃度反応曲線の IC50値は、21.4  
± 4.6 µM であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）P2X7 受容体に対する PS の抑制機序に
関する解析 
 NS のうち、P2X7 に対して最も強い抑制効
果を示した PS の抑制機序について検討する
ために、0.01—5mM の ATP 濃度反応曲線に
対する PS 30µM の抑制効果を解析した。そ
の結果、PS は最大反応量 Emaxを 42.5 ± 7.6%
減少させ、PS の非存在下、存在下における
slope factor と EC50はそれぞれ、2.3 ± 0.7 と
1.1 ± 0.1mM、2.7 ± 2.4 と 1.2 ± 0.2mM であ
り、PS は slope factor と EC50を変化させな
かった。この結果より、PS による P2X7 受
容体機能の抑制は非拮抗阻害であることが
示された。 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）P2X7 受容体に対する種々の抗うつ薬の
影響解析 
 いつくかの抗うつ薬は、神経傷害性疼痛に
対する有効性が示されているが、その鎮痛機
序については不明な点も多い。そこで、種々
の抗うつ薬である三環系抗うつ薬（アミトリ
プチリン、イミプラミン、ノルトリプチリン、
デシプラミン）、四環系抗うつ薬（ミアンセ
リン）、SNRI（デュロキセチン）、SSRI（パ
ロキセチン）の P2X7 受容体に対する影響を
調べたところ、これらの抗うつ薬の中でパロ
キセチンが ATP 誘発性電流を有意に抑制し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（５）P2X7 受容体に対するパロキセチンの抑
制効果の濃度反応曲線 
 パロキセチン 100µM のみが、P2X7 受容体
機能を有意に抑制することが示されたため、
ATP 1mM による誘発性電流に対する種々の
濃度のパロキセチンの効果を調べた。その結
果、0.3µM、1µM、3µM、10µM、30µM、100µM
のパロキセチンは P2X7 の ATP 誘発性電流
を 84.1 ± 3.3、77.1 ± 3.3、64.7 ± 7.0、53.8 ± 
5.1、29.6 ± 1.7、14.7 ± 1.3 %にそれぞれ抑制
し、濃度依存性の抑制効果が示された。濃度
反応曲線の IC50値は、8.2 ± 1.7 µMであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（６）P2X7 受容体に対するパロキセチンの抑
制機序に関する解析 
 パロキセチンの抑制機序について検討す
るために、0.01—10mM の ATP 濃度反応曲線
に対するパロキセチン10µMの抑制効果を解
析した。その結果、パロキセチンは最大反応
量 Emaxを 59.8 ± 6.4%有意に減少させ、パロ
キセチンの非存在下、存在下における slope 
factor と EC50はそれぞれ、2.3 ± 0.7 と 1.1 ± 
0.1mM、2.1 ± 0.3 と 1.3 ± 0.1mM であり、
パロキセチンはslope factorとEC50を変化さ
せなかった。この結果より、パロキセチンに
よる P2X7 受容体機能の抑制は非拮抗阻害で
あることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これらパロキセチンの P2X7 受容体に対す
る抑制作用は、パロキセチンの鎮痛機序の一

つである可能性があり、さらなる解析を進め
ることで、P2X7 受容体活性化の調節機構を
解明する上で重要な手がかりになると考え
られる。 
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