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研究成果の概要（和文）：　本研究では、神経障害性疼痛関連分子として同定したbrain enriched guanylate 
kinase associated protein (BEGAIN)の分子機能、細胞内局在、および発現細胞について脊髄後角で解析をおこ
なった。
　その結果、BEGAINは脊髄後角でシナプスに局在し、NMDA受容体への機能調節を介して慢性疼痛病態の異常感な
くであるアロディニアの発症に関与することが示された。さらにBEGAIN蛋白の発現領域が脊髄後角のIIi-IIIo層
に限局しているのに対し、BEGAINのmRNAの発現は広く前角にも及び、ほぼ全てのニューロンに認められること示
した。

研究成果の概要（英文）：To clarify the molecular function of brain enriched guanylate kinase 
associated protein (BEGAIN) in the spinal dorsal horn, we performed electrophysiological recording 
of NMDA receptor, immunohistochemistry for BEGAIN and synaptic marker proteins, PSD-95 and 
synaptophysin, and in situ hybridization for BEGAIN in the spinal cord.  In these analyses, we 
identified the relationship between BEGAIN and NMDA receptor as a delay of time to peak of EPSC in 
SG neurons of BEGAIN knockout mouse and the synaptic localization of BEGAIN in the spinal laminae 
Iii-IIIo.  These results and previous results by us indicate that BEGAIN is involved in the 
mechanical allodynia in neuropathic pain concerned with the action of NMDA receptor.  Furthermore, 
broad distribution of BEGAIN-positive neurons in not only spinal dorsal horn but also spinal ventral
 horn was demonstrated by in situ hybridization.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまで、機能が不明であったBEGAINという蛋白質を、慢性疼痛の発症維持に関与する分子として、詳細な分
子機序について解析をおこなった。そしてBEGAINは、脊髄のニューロンにおいてシナプスに局在し、NMDA受容体
との機能的相互作用を介し、疼痛病態での異常感覚の発生に関与することを明らかにした。慢性疼痛に関わるタ
ンパク質の同定と機能解析は、将来の創薬につながる能性があることから、BEGAINの研究成果と今後のより詳細
なBEGAINの分子基盤における成果は、疼痛発症機序の解明という学術的意義だけでなく、慢性疼痛患者を対照と
した創薬研究の創出という社会的意義も大きいものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 神経障害性疼痛では、中枢性感作と呼ばれる神経の可塑的変化が起こることから、感受性が亢
進し、痛覚過敏や触覚を強い痛みと感じるアロディニアなどの「異常」な感覚が長期間持続する。 
 これまでに我々は、中枢性感作に関与する後シナプスのタンパク質群に着目し、NMDA受容
体サブユニット GluN2B の Y1472 のリン酸化が神経障害性疼痛に関与すること、同部位をフ
ェニルアラニンに置換した Y1472F ノックイン(KI)マウスではアロディニアが有意に抑制する
ことを明らかにした。そして Y1472F-KIマウスを用いたプロテオミクス解析で、野生型マウス
の神経障害性疼痛(Spared Nerve Injury, SNI)モデル群でのみ増加する分子 brain enriched 
guanylate kinase associated protein (BEGAIN)と CASK interacting protein 1(Caskin1)を見
いだした。 
 
２．研究の目的 
 痛覚過敏やアロディニアなどの異常感覚の発症機序に、BEGAINおよび Caskin1がどのよう
に関与するのかを明らかにするために、これら 2 分子のノックアウト(KO)マウスを作成し、
BEGAIN-KO マウスでは生理的疼痛の伝達には影響を与えず、神経障害性疼痛の発症を有意に
抑制することを明らかにしている。 
 よって本申請課題では、BEGAINの（１）NMDA受容体との機能的相互作用、（２）シナプ
ス局在、および（３）脊髄後角での BEGAIN陽性細胞を明らかにすることで、生理的疼痛とは
異なる異常感覚発症時の脊髄神経回路での BEGAIN の分子基盤を明らかにすることをめざす。
これらの解析から、近年注目される脊髄内疼痛回路における BEGAINの疼痛関連分子としての
位置づけを明らかにし、脊髄後角での異常感覚の発症機構の解明を目指す。 
 他方、Caskin1の in vivoにおける機能について明らかにするために Caskin1の発現部位と、
Caskin1-KOマウスを用いた網羅的行動解析を実施する。 
 
３．研究の方法 

（１）神経障害性疼痛モデルマウスの脊髄の電気生理学的解析 

 野生型および BEGAIN-KOマウスを用いて神経障害性疼痛モデルマウスを作成する。神経障
害性疼痛モデルは、Woolf らのグループによって 2000 年に報告された SNI (Spared nerve 
injury)モデルを改変したもので、総腓骨神経と脛骨神経を完全に結紮し、遠位側の切断は伴わ
ないものとする。同マウスより速やかに脊髄を摘出、ビブラトームにより 500μm の横断切片
を作成、後角 II層の SGニューロンから、ブラインドパッチ法にて NMDA受容体の EPSCを
測定する。野生型および BEGAIN-KOマウス間での EPSCの差異について解析を行う。 

（２）BEGAINの免疫染色による定量とシナプス局在の解析 

 野生型および BEGAIN-KOマウスを麻酔下にて 4% PFAにて灌流固定後、凍結横断切片を作
成する。切片は、抗 BEGAIN、抗 PSD-95（後シナプスマーカー）および抗 synaptphysin（前
シナプスマーカー）抗体を用いて免疫染色を実施、共焦点レーザー顕微鏡にて撮影をおこなった。
可視化したシグナルはManders' overlap coefficientを用いた解析を実施し、BEGAINのシナプ
スマーカーとの共局在を定量的に解析する。 

（３）BEGAIN ｍRNAに対する in situ hybridization法による BEGAIN陽性細胞の同定 

 野生型マウス脊髄の横断切片を用いて、BEGAIN の in situ hybridization を実施する。
BEGAIN のｍRNA の検出は、BEGAIN の翻訳領域の全長を鋳型とした RNA プローブを使用
し実施する。陰性対象として、Senseプローブおよび、BEGAIN-KOマウスを使用する。 

４．研究成果 

（１）神経障害性疼痛モデルマウス脊髄の電

気生理学的解析 
 野生型および BEGAIN-KO マウスの神経障
害性疼痛(SNI)モデルで、NMDA 受容体の
EPSC を脊髄後角 SG ニューロンから測定し
た。BEGAIN-KOの SNIモデルマウスでは、
機械的アロディニアが野生型マウスに比べ、有
意に抑制されている。そのことから、BEGAIN-
KOマウスにおける SNIモデルでのNMDA受
容体の Amplitude は、減弱しているのではと
予想した。しかしながら、NMDA 受容体の
EPSC は、frequency および Amplitude のい
ずれにも差異を認めなかった。一方、NMDA受
容体EPSCの time to peakがBEGAIN-KOマ
ウスでは有意に遅延することがわかった（図
１）。他方、AMPA受容体の EPSCには影響を



及ぼさなかった。 

（２）BEGAINのシナプス局在の解析 
 脊髄の IIi-IIIo 層で検出される BEGAIN の局在
を詳細に調べるために、シナプスのマーカー蛋白
との多重免疫染色を実施した。そして、脊髄後角
か ら 検 出 し た BEGAIN 、 PSD-95 お よ び
synaptophysin (Synapt.)のシグナルを Manders' 
overlap coefficient解析をおこなった。およそ 70%
の BEGAINが PSD-95と、およそ 50%が Synapt.と
共局在することがわかった。他方、グリア細胞の
マーカーである GFAP とは殆ど共局在しなかっ
た。これらの結果から、BEGAINはニューロンに
存在し、且つシナプスで発現するタンパク質分子
であることが示された（図２）。 

（３）BEGAIN陽性細胞の同定 
 これまでに、免疫染色によって明らかにした
BEGAIN の脊髄での局在は、脊髄後角の IIi-IIIo
層に限局していることから、BEGAIN陽性細胞は
脊髄の介在ニューロンに特異的に発現すると考え
た。他方、BEGAINは免疫染色でも細胞内分画を
行った western blotting の結果でもシナプスに局
在することを示しており、脊髄後角においても神
経の細胞体を免疫染色で可視化することはできな
い。よって、BEGAIN陽性細胞を同定するために、
BEGAINのmRNAに対する in situ hybridizationを実施した。その結果、BEGAINのmRNA
は脊髄の後角の特定層だけではなく、前角にも広く均一に発現していることがわかった（図３）。
これらの結果から、BEGAINは細胞特異的に翻訳調節が行われている可能性が示された。 

 これまでの結果と、本申請課題内の 1と２の成果から、BEGAIN が脊髄後角 IIi-IIIo層の後
シナプスにおいて NMDA受容体を含む複合体機能に関与し、神経障害性疼痛を生じるものと
結論づけた。そして、BEGAINが新規の神経障害性疼痛関連分子であるとし論文発表をおこな
った（eNeuro, 2016）。さらに、BEGAINを同定したプロテオミクス解析にて、BEGAIN同様神
経障害性疼痛モデル群で有意に増加する分子として同定していた Caskin1が侵害刺激の感受性
および、不安様行動に関与することも明らかにし、論文発表をおこなった（Mol. Brain, 2018)  
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