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研究成果の概要（和文）：　疼痛の発生メカニズム及び神経系における伝達機構は多様でありその全貌は明らか
ではない。機械刺激や化学刺激に対して疼痛鈍麻の表現型を示すBACトランスジェニックマウス (TGマウス)の順
遺伝学的解析から疼痛関連候補因子として3遺伝子を同定し、本研究ではそのうちの一つSorting nexin 25 
(SNX25)について機能解析を行なった。TGマウス、SNX25 KOマウスおよびSNX25 floxedマウスと様々なCreドライ
バーマウスを用いたconditional-KOマウスの解析から免疫系細胞におけるSNX25が痛覚制御に重要であることを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The mechanisms of pain generation and its transmission in the nervous system
 are diverse and the full picture is not yet clear. In this study, we identified three genes (Snx25,
 Slc25a4, Cfap97) as candidate pain-related factors in BAC transgenic mice (TG mice), which show a 
pain-insensitive phenotype in response to mechanical and chemical stimuli. In this study, we focused
 on Snx25 and obtained Snx25 knockout (KO) mice and examined their pain behavior. Our results 
revealed that SNX25 is important for pain regulation in immune cells.

研究分野：神経化学

キーワード： 疼痛　マクロファージ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　侵害受容器から一次求心性神経、脊髄を介して視床・大脳皮質に伝達される痛覚の中枢経路に関する研究はこ
れまで多くの報告があるが、免疫系細胞と疼痛の関係は不明な点が多い。本研究では、疼痛鈍麻の表現型を示す
TGマウスを出発点としていることが最大の特徴であり、TGマウスやSNX25 KOマウスで免疫系細胞に異常が認めら
れたことから、従前の痛覚中枢機序解析では成し得なかった免疫-疼痛システム連関の詳細なデータを効率的に
取得することが出来た。本研究成果をもとに疼痛抑制物質のスクリーニング方法を特許申請中であり、さらに本
成果の医療応用を見据え疼痛に対する新規阻害剤の探索、開発、化合物評価法の確立を目指す。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

我々は別の研究テーマで使用している BAC トランスジェニックマウス（以下、TG マウス）
においてホルマリンによる化学刺激（5%ホルマリン溶液を足底に投与）に対する痛み反応が著
しく低下していることを見出した。特にホルマリンにより誘導される炎症反応で発症する第２
相（ホルマリン皮下注射後 20 - 60分）において疼痛行動をはじめ、発赤や腫脹が認められない。
TG マウスではホルマリン投与後の炎症反応の低下が認められることから、末梢における免疫シ
ステムに何らかの異常が起き、その結果、疼痛行動が起こらないことが示唆された。 

TG マウスは BACトランスジェニックマウスであるため、我々は当初、BAC内に含まれた遺
伝子こそが疼痛機序に重要であると考えたが、当該遺伝子の発現は野生型マウスと比較しても
変動せず、また疼痛の発生に寄与しないことを見出した。そこで次に、TG マウスは BAC トラ
ンスジーン (198kb) の挿入によって、その領域の内在性の遺伝子の発現を阻害または変動させ、
その結果生じる何らかの遺伝子の機能異常により、疼痛刺激に対する行動変化が起きたと考え
た。本研究課題開始までにトランスジーンが 8 番染色体に挿入されていること、挿入部位近傍
の 3 つ遺伝子制御が破綻していることを見出していた。本研究では、これら候補となる因子の
うち、細胞膜の動態や細胞内トラフィッキングに関与する Sorting nexin (SNX)ファミリーに属
するものの、その機能がほとんど不明であった SNX25に着目し免疫系細胞による疼痛への関与
について検討した。 

 

 

２．研究の目的 

 極端な疼痛鈍麻の表現型を示す TG マウスの順遺伝学的スクリーニングから、疼痛発生の原
因と考えられる遺伝子のうち、SNX25 に関して炎症・免疫系細胞に着目して新規疼痛分子機構
を解明することを目的とした。本研究課題では、SNX25 KO マウス、SNX25 conditional KO マ
ウスを用いた個体レベルでの解析、およびマウス骨髄から分化させたマクロファージ初代培養
細胞を用いた細胞レベルの解析から炎症性疼痛の発生における SNX25 を介した新規疼痛メカ
ニズムを解明することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

A. 部位および時期特異的な KO マウスの作製とその機能解析 

SNX25 KO マウスは TG マウス同様、痛み行動が減弱する。我々は末梢の免疫系細胞におけ
る SNX25 により疼痛が惹起されると仮説を立てたが、SNX25 KO マウスでは詳細な疼痛機序
が見出せない。SNX25 が疼痛に及ぼす責任部位は本当に免疫系細胞か、または痛みの伝導に関
わる DRG か、あるいは両方かを明らかにするためには部位時期特異的な KO マウスの解析が必
須であった。そこで、マクロファージ特異的 (Cx3cr1-CreERT2マウスを用いた)、および DRG

特異的(Advillin-CreERT2 マウスを用いた) に SNX25 を KO した conditional-KO マウスを作
製し、どちらの conditional-KO マウスで痛み行動が減弱するかを検討した。 

 

B. SNX25 KO、conditional KO マウスにおける末梢レベルでの解析 

 本研究課題開始までに TG マウスにおいて化学刺激（5% ホルマリンを後肢皮膚にインジェク
ション）後の末梢マクロファージでサイトカインやケモカイン発現量が減少していることを見
出していた。本研究課題では、SNX25 KO マウスおよび Cx3cr1 Cre ドライバーマウスを用い
た SNX25 conditional KO でも同様にサイトカインやケモカイン発現量が変化するかを検討し
た。また、炎症性因子の発現のみならず、マクロファージの貪食能、遊走能、炎症メディエータ
ー分泌能が野生型 (WT) と差異が認められるかを検討した。 

 

C. マクロファージにおける in vitro での SNX25機能解析 

WT マウス骨髄から M-CSF を用いてマクロファージ (Bone marrow-derived macrophage, 

BMDM) に分化させ、 SNX25 遺伝子に対する siRNA による機能抑制およびコンストラクトを
用いた過剰発現系で発痛物質産生、サイトカイン産生等の異常がみられるかを検討した。同様に、
SNX25 KO マウスおよび SNX25 conditional KO マウスからも BMDMを調整し発痛物質、サ
イトカイン等の発現を調べた。 

 
D. SNX25 KO、conditional KO マウスにおける後根神経節 (DRG) での疼痛因子発現解析 

一般的に疼痛刺激は Aδ 線維と C 線維によって伝えられ、化学刺激による痛みは C 線維のポ
リモーダル受容器を介してシグナルが伝達されて一次求心性神経の細胞体がある DRG に到達
する。末梢で炎症が起こった場合、活動電位を介して炎症情報が伝わるだけでなく、末梢の免疫
系細胞で産生された神経成長因子とその受容体との複合体が神経終末で取り込まれて細胞体に
向かって輸送され、炎症に備えるための疼痛関連遺伝子の発現が誘導されることが報告されて



いる。SNX25 KO マウス、SNX25 conditional KO マウスでは、ポリモーダル受容器（TRPチ
ャネル、Na+チャネル、炎症メディエーター受容体、神経栄養因子受容体等）の発現や機能が減
弱している可能性があるため、DRG における痛み関連因子の発現量を調べた。 

 
 
４．研究成果 
A. 部位および時期特異的な KO マウスの作製とその機
能解析 

マクロファージ特異的に SNX25 を KO した
conditional-KO マ ウ ス  (Cx3cr1CreERT2/WT; 

Snx25loxP/loxP)、および DRG 特異的に SNX25 を KO し
た conditional-KOマウス (AvilCreERT2/WT; Snx25loxP/loxP)

を作製した(両マウスともにタモキシフェン (TAM) 誘
導型)。作製した conditional-KO マウスにおいてホルマ
リンによる化学刺激に対する痛み行動を観察した（コン
ト ロ ー ル は Snx25loxP/loxP マ ウ ス +TAM ま た は
Cx3cr1CreERT2/WT; Snx25loxP/loxP－TAM とした）ところ、
マクロファージ特異的に SNX25 を KO した
conditional-KOマウスでは疼痛鈍麻の表現型を示した。
一方で DRG 特異的に SNX25 を KO した conditional-

KO マウスでは疼痛行動に異常は認められなかった（図
１）。このことから、免疫系細胞（特にマクロファージ）
における SNX25が炎症性疼痛発生に重要であることが
明らかになった。 

 

B. SNX25 KO、conditional KO マウスにおける末梢レベルでの解析 

 SNX25 KO マウスおよびマクロファージ特異的に SNX25 を
KO した conditional-KO マウスでホルマリンの後肢皮膚への投
与 3日後のサイトカインやケモカイン発現が変化するかを検討し
たところ、ともに WTと比較して発現量が全体的に減弱すること
が明らかになった（図２）。 

 

C. マクロファージにおける in vitro での SNX25機能解析 

WT マウス骨髄から M-CSF を用いて BMDM に分化させ、 

SNX25 遺伝子に対する siRNA による機能抑制で、in vivo 実験
同様に様々な炎症関連因子の発現が減弱した。また疼痛発生に重
要な因子の一つである神経成長因子(Nerve growth factor, NGF)

の発現量も低下した。これは SNX25 KO マウスおよび
Cx3cr1CreERT2/WT; Snx25loxP/loxPマウスから調整した BMDM でも
同様の結果が得られた。 

 

D. SNX25 KO、conditional KO マウスにおける DRG での解析 

SNX25 KO マウス、Cx3cr1CreERT2/WT; Snx25loxP/loxP マウスの
DRG におけるポリモーダル受容器の発現を調べたところ、コン
トロールと比べて TRPV1, TrkA, Nav 等の発現量が遺伝子レベ
ルで減弱していることが明らかになった。一方で DRG 特異的に
SNX25を KO した AvilCreERT2/WT; Snx25loxP/loxPマウスの DRG で
はこれらの遺伝子の発現に差異は認められなかった。 

 

以上のことより、炎症性疼痛の発症において末梢（皮膚）の免
疫系細胞における SNX25 が特に重要であることが明らかとなっ
た。SNX25 の KO では NGF の発現が顕著に損なわれること、
DRG における疼痛関連因子の発現が遺伝子レベルで減弱するこ
とから、SNX25は NGFの発現を制御して感覚神経における疼痛
関連因子の発現を調節していることが考えられる。今後さらに
SNX25を介した疼痛発生の詳細な分子機序を解明したい。 
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