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研究成果の概要（和文）：神経系の損傷や機能異常によって引き起こされる神経因性疼痛は、

世界中で１００万人への影響の報告がある深刻な機能障害である。NMDA 受容体の NR2B サブユ

ニットにおける 1472 番目のチロシン(Y1472)の Fyn を介したリン酸化が、脊髄後角ニューロン

での NMDA 受容体のシナプス後膜肥厚での維持と、一酸化窒素産生の活性化に関与していた。今

回、その Y1472 をフェニルアラニンに置換した Y1472F-KI マウスで、L5 脊髄神経切断による神

経因性疼痛が出現しないことを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Neuropathic pain produced by damage to or dysfunction of the
nervous system is a common and severely disabling state that affects million of people
worldwide. Fyn kinase-mediated phosphorylation of NR2B subunits of NMDA receptors at
Tyr1472 in the dorsal horn may have dual roles in the retention of NMDA receptors in the
postsynaptic density and in activation of nitric oxide synthase. Y1472F-KI mice with
a knock-in mutation of the Tyr1472 site to phenylalanine did not exhibit neuropathic pain
induced by L5 spinal nerve transection.
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１．研究開始当初の背景
慢性疼痛は、心身医学的アプローチが最も必
要 と さ れ る 症 状 で 、 bio-psycho-socio-
behavioral model とすると理解しやすい。す
なわち、「身体面」「心理面」「社会面」「行動
面」の各要因のシステム異常として把握し、
個々人を取りまく社会や環境も含めた全体
のシステムの異常として診断・治療にあたっ
てる。身体的要因はさらに器質的要因と機能

的要因の関係性の診断が重要である。そのた
めにも、慢性疼痛患者の「身体面」での変化
が解明される必要があり、これを研究目的と
している。

我々の研究グループは、神経因性疼痛のあ
るものは末梢神経からの異常入力が主要因
で脊髄後角のグルタミン酸遊離→神経型一
酸化窒素合成酵素(nNOS)の活性化→一酸化
窒素（NO）の産生増加→神経疼痛発症・維持
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という機能的かつ可逆的変化で生じるとい
う以下の研究成果（図１）を得た。神経損傷
という器質的変化に因る神経因性疼痛が NO
産生という機能的変化により維持されてお
り、鎮痛薬によりその産生は可逆的変化を示
すという興味ある結果を得た。第５腰髄脊髄
神経（L5）の単独切断による神経因性疼痛モ
デル（L5-SNT モデル）をマウスで確立してお
り、数多くの遺伝子改変マウスに適用してい
る。その結果、神経因性疼痛出現に①nNOS の
活性化が必要不可欠な重要条件で、その活性
化に②NMDA 受容体 NR2B サブユニットのチロ
シン 1472 残基でのリン酸化、③PGE 受容体サ
ブ タ イ プ の EP1,EP3,EP4 、 ④ pituitary
adenylase cyclase activating-peptide
(PACAP) 、 ⑤ myristoylated alanine-rich
C-kinase substrate (MARCKS)のセリン 159
残基でのリン酸化、⑥nociceptin が重要な役
割を担っている、さらに⑦NO 自身が逆行性メ
ッセンジャーとしてシナプス前終末に働き
nNOS 活性にフィードバックをかけているこ
とを明らかにしてきた。１年以上持続した神
経因性疼痛が神経再生で完治したという報
告は我々の研究成果を支持するものである。

上述の役者が脊髄後角にあるシナプスで
具体的に nNOS 活性化機構に関与しているか
を解析するために、個体レベルの実験をさら
に詳細に遂行し、感覚神経活動入力に対する
シナプス後突起における応答、突起形成への
NO の役割を詳細に検討することが、慢性疼痛
の診断治療のバイオマーカーとしての重要
な候補である NO の解析に重要であるという
考えに至った。さらに単純な系である後根神
経節（DRG）ニューロンと脊髄(SC)後角神経
細胞の神経回路を形成する共培養系（DRG-SC
共培養系）を確立することを試みた。

２．研究の目的
様々な疼痛に関わる因子が脊髄後角にあ

るシナプスで具体的に nNOS 活性化機構に関
与しているかを詳しく解析するために、個体
レベルの実験をさらに詳細に遂行すると伴

に、DRG ニューロンと脊髄後角ニューロンの
共培養系を確立し、シャーレ内に感覚神経か
らの信号を伝達する場としてのシナプスを
再現する試みを行う。細胞内 NO イメージン
グ、細胞内 Ca2+イメージングを行い、カプサ
イシン刺激や電気刺激によるシナプス前ニ
ューロンからの刺激に対するシナプス後ニ
ューロンでの NO 産生や Ca2+動態を計測する。
その NO を指標として、申請者らが行動薬理
実験で神経因性疼痛に関連する事を明らか
にした各種プロスタグランジン（PG）、オピ
オイド、グルタミン酸アゴニストおよびアン
タゴニストの nNOS 活性化に対する効果を細
胞および神経回路レベルで検討する。さらに、
NMDA 受容体への nNOS の移動による物理学的
な調節の神経因性疼痛への関与の解析や、
NMDA 受容体や nNOS が活動する場である樹状
突起スパイン形態変化と nNOS 活性との関係
の解析を行う。グルタミン酸受容体やそのリ
ン酸化等の修飾によるシナプス下における
可塑性の分子機構を検討する。

３．研究の方法
慢性疼痛は、器質的、機能的異常所見が乏

しいことが多く、また投薬治療に対しても抵
抗性を示す難治性の病態である。慢性疼痛の
モデルとして、神経損傷による神経因性疼痛
がある。神経因性疼痛において、疼痛反応が
持続する要因として、脊髄での一次求心性線
維の発芽による神経伝達経路の再構築、損傷
された末梢神経の発芽や神経腫からの持続
的な疼痛信号の出力に加え、我々が発見した
脊髄NMDA受容体-NO経路の活性化による中枢
性感作が挙げられる。前二者が器質的変化で
あるのに対し、後者は機能的変化である。つ
まり、可逆的であり、保存的治療による改善
が期待しうるということである。そこで臨床
応用を考えた場合、疼痛の客観的指標が望ま
れるが、NO は気体の神経伝達物質であり、産
生された局所で短時間のみ作用することか
ら、リアルタイムでの中枢性感作の状態を反
映すると考えられる。以前の研究で、組織学
的に NADPH ジアホラーゼ活性が NO 産生量と
神経因性疼痛の両方のマーカーとなる可能
性のあることを示している。

脊髄神経が DRG、後根を介して入力する脊
髄横断面をレベル毎に検討するために Chung
モデルを改変した L5-SNT モデルを確立して
おり、本研究では野生型マウスや、各種遺伝
子改変マウスでこのモデルを作製した。寿命
の短い NOそのものはリアルタイム NO イメー
ジングで追跡し、nNOS の活性化は酵素化学的
に解析した。我々が明らかにしてきた各種神
経因性疼痛誘発因子や鎮痛薬が NO 産生や合
成酵素の活性化とどのような関係があるか
を組織レベルで調べ、NO の神経因性疼痛への
診断的応用について検討した。
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さらに、nNOS 活性化機構に重要な役割を果
たしている NMDA 受容体の NR2B サブユニット
の Y1472のリン酸化の神経因性疼痛維持機構
について検討した。

４．研究成果
（１）NMDA 受容体 NR2B サブユニットの 1472
番目アミノ酸チロシンがリン酸化されない
NR2B Y1472F-KI マウスでは痛みが消失する

NR2B Y1472F-KI マウスで L5 脊髄神経切断
モデルを作製し、従来の痛覚試験を用いて、
神経因性疼痛が生じていないことを確認し
た。従来の痛覚試験とは、熱刺激に対する潜
時を測定する plantar 試験（図 2A）と機械的
刺激に対する疼痛閾値を測定する von Frey
試験（図 2B）である。足を骨折したり挫いた
ときには、痛くないように体重を健側にかけ、
杖等で患側には体重をかけないようにする
ことは体験することである。両足を独立した
体重計にのせ、それぞれの足にかかる荷重を
測定する incapacitanceテストはより客観的
な測定器であり、これでも神経因性疼痛が生
じていないことを確認した（図 2C）。一方、
炎症性疼痛モデルでは NR2B Y1472F-KI マウ
スは野生型マウス同様に痛覚過敏反応が生
じた（図 2D）ことから、NR2B の Tyr1472 の
リン酸化は神経因性疼痛に関与するが、炎症
性疼痛には関与しないことが明らかとなっ
た。

（２）NR2B Y1472F-KI マウスの脊髄後角では
神経因性疼痛時の細胞内カルシウムイオン
濃度動態が減衰する

健常な NR2B Y1472F-KI マウスの脊髄後角
に於ける NMDA 受容体の発現とグルタミン酸
に対する Ca2+応答性、その応答に対する NMDA
受容体拮抗薬の効果に差がみられなかった。
一 方 、 神 経 因 性 疼 痛モ デ ル で は NR2B
Y1472F-KI マウスは野生型マウスに比べて
Ca2+応答性が減弱した（図 3）。

（３）NMDA 受容体 NR2B サブユニットの
Tyr1472リン酸化の下流でCaMKIIが神経因性
疼痛維持に働いている
NR2B Y1472F KI マウスでは神経因性疼痛に

伴って上昇する Ca2+／カルモジュリンキナー
ゼ II（CaMKII）の Thr286 のリン酸化が障害
されていたが、Thr305 のリン酸化は影響され
なかった（図４）。CaMKII は 12 量体で構成さ
れる。強い Ca2+の流入により Thr286 の自己リ
ン酸化を引き起こし、シナプス下膜に移動し
て NMDA 受容体のサブユニットに直接会合す
ることが知られている。

NR2B Y1472F KI マウスでは、脊髄後角の
PKCγの増減、PKCγの Thr674 のリン酸化、
nNOS 活性化、ミクログリアの活性化が、野生
型マウスと同様に観察された。

シナプス後下膜には NMDA 受容体を通過し
て流入した Ca2+濃度勾配があり、これによっ
て活性化された nNOS と CaMKII が、細胞質か
らシナプス後膜肥厚へトランスロケーショ
ンしてくる。これらが、シナプス後膜肥厚で



の NMDA 受容体の情報伝達の一翼を担い、神
経因性疼痛の維持に関与すると考えられた
（図５）。
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