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研究成果の概要（和文）：神経障害性疼痛の原因蛋白質P2X4受容体に結合して機能抑制する分子の探索を行った。既に
確立済みのラットP2X4受容体結合モノクローナル抗体(mAb)と同様な手法により、抗ヒトP2X4受容体細胞外ドメインmAb
を作成した。それらのmAbはヒト2X4受容体のいくつかの領域に結合したが、P2X4受容体発現細胞を用いた実験で疼痛抑
制効果がなかった。この結果は、これらのmAbが生理的条件で取りうるヒトP2X4受容体の3量体構造に結合しない事が原
因であることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：We planed to develop molecules for depressing neuropathic pain involved in P2X4 re
ceptor.  Since we prepared a monoclonal antibody bound to rat P2X4 extracellular region, we planed to prep
are monoclonal antibodies bound to human P2X4 extracellular regions using similar methods.  Although a cou
ple of types of monoclonal antibodies bound to human P2X4 extracellular regions were prepared, they did no
t have a potential to depress  neuropathic pain.  We newly developed the method to evaluate the interactio
n of a monoclonal antibody with a functionally trimeric P2X4 receptor. Using the method, it was shown that
 prepared monoclonal antibodies prepared in this study did not bind to a functionally trimeric P2X4 recept
or, which may be the reason why monoclonal antibodies bound to human P2X4 extracellular regions did not ha
ve a  potential to depress  neuropathic pain.

研究分野：

科研費の分科・細目：

疼痛学

キーワード： 抗体　神経障害性疼痛

境界医学



様	
 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	
 

１．研究開始当初の背景	
 
(1)P2X 受容体は７つのサブタイプ（P2X1-	
 
P2X7）が存在し、カチオン選択的なチャネル
であることが報告されていた（Khakh	
 et	
 al.	
 
Pharmacol.Rev.	
 2002 など）。連携研究者であ
る井上と津田らは神経損傷後に脊髄内ミク
ログリアの異常な活性化と、そこに発現する
ATP 受容体サブタイプ P2X4 の刺激により
BDNF(脳由来神経栄養因子)が放出され、BDNF
が後角ニューロンに働いて神経障害性疼痛
を引き起こすことを示唆した(Nature	
 2003;	
 
2005)。また、井上と津田らは P2X4 をノック
アウトしたマウスでは神経障害性疼痛が発
現しないことも明らかにした（Tsuda	
 et	
 al.	
 
Mol.Pain	
 2009）。また、神経障害性疼痛モデ
ルマウスで P2X4 阻害作用を持つ抗うつ薬が
神経障害性疼痛の緩和に有効であることが
わかった（Nagata	
 et	
 al.	
 Mol.	
 Pain	
 2009）。
これらのことは、P2X4 が神経障害性疼痛の作
用点であることを示している。一方、Kawate
ら（Nature	
 2009）によってゼブラフィッシ
ュの P2X4 の３次元構造が解析され、立体構
造を基盤とした痛み抑制分子開発が可能と
なった。	
 
	
 
(2)研究代表者の研究室では、ラットのリコ
ンビナント P2X4 膜外ドメイン(以下 rP2X4	
 
ECD と略す)を大腸菌を宿主として産生し、そ
の粗精製不溶性画分を得た。還元変性抗体を
効率的に再生した方法（Maeda	
 et	
 al.	
 Protein	
 
Eng.1995）を応用して、この不溶性画分から
可溶性でかつ ATP 結合性の rP2X4ECD を得た。	
 
	
 
(3)	
 可溶性でかつ ATP 結合性の rP2X4ECD を
抗原として、rP2X4ECD 特異的なモノクローナ
ル抗体を得た(以下 HS-mAb と略す)。HS-mAb
のエピトープを解析して、ゼブラフィッシュ
P2X4 の立体構造(Kawate	
 et	
 al.	
 Nature	
 2009)
を基に構築したラット P2X4 のモデル構造に
プロットしたところ、エピトープ部位はラッ
トとヒトでアミノ酸配列の違いが大きいヘ
ッドドメイン（P2X4の 113番目から130番目）
であることが示唆された。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
(1)１の(2)と(3)の方法で得られた抗ラット
P2X4 受容体に対するモノクローナル抗体
（HS-mAb）の特徴付けにより、HS-mAb がラッ
ト P2X4 受容体に結合する構造的基盤を評価
する。	
 
	
 
(2)ゼブラフィッシュ P2X4 受容体（Kawate	
 et	
 
al.	
 Nature	
 2009）の立体構造を基盤として、
ソフトウエア MOE を用いて、ラット P2X4 受
容体のモデル構造を構築する。また MOE を用
いて市販されている分子の中から、ヒト P2X4
受容体の機能を阻害する分子との相互作用
を解析する。	
 
	
 
(3)	
 (1)と(2)の結果を踏まえて、ヒト P2X4

受容体に結合し、その機能を阻害するモノク
ローナル抗体を探索する。	
 
	
 
(4)(1)-(3)の目的が達成されない場合、その
理由について、P2X4 受容体の立体構造を基盤
として解析し、新たな神経障害性疼痛抑制分
子の開発に向けた情報とする。	
 
 
３．研究の方法 
(1)ラット P2X4 受容体のヘッドドメインにあ
たる領域（Gln110 から Val167）の蛋白質を
得るため、このアミノ酸配列の N 末側に
Met-His-His-His-His-His-His-Met を連結し
たラット His-tag ヘッドドメインをデザイン
した。この蛋白質を発現するため、アミノ酸
配列に相当する遺伝子をベクターpET22b(+)
に組み込んだ。目的のアミノ酸配列が組み込
まれていることは DNA 配列解析により確認し
た。このベクターで大腸菌 Origami 株を形質
転換し、LB 培地を用いて 37℃で培養した。
培地の濁度が OD600	
 =0.8 になった段階で、最
終濃度 0.1mM の IPTG(イソプロピル-β-チオ
ガラクトピラノシド)にて、蛋白質の発現誘
導を行った。蛋白質画分を SDS-PAGE により
分離し、銀染色にて目的の蛋白質の溶出を追
跡した。目的の蛋白質は大腸菌の可溶性画分
に産生された、この蛋白質は His を 6 つ連結
しているので、Ni セファロースカラムに結合
する。そこで、大腸菌の可溶性画分を 20mM
トリス塩酸緩衝液(pH	
 8)で平衡化した Ni セ
ファロースカラムに吸着させ、カラムを洗浄
後、50mM イミダゾールを含む同緩衝液で溶出
した。その画分を水に対して透析した。透析
液を 20mM トリス塩酸緩衝液(pH	
 8)で平衡化
したトヨパールスーパーQ	
 650M（内径 1.5cm	
 x	
 
30cm）に吸着させ、同緩衝液から 0.25M	
 NaCl
を含む同緩衝液の塩濃度勾配により溶出し
た。溶出は 280nm の吸光度にて検出した。蛋
白質画分を SDS-PAGE により分析し、銀染色
を行った結果、均一の蛋白質が得られている
ことがわかった。また、MALDI-TOF	
 Mass によ
り目的の蛋白質を得たことを確認した。1L の
培養液から 13mg の目的の蛋白質（ラット
His-tag ヘッドドメイン）を得た。	
 
	
 
(2)	
 ラット His-tag ヘッドドメインの水溶液
中での立体構造を調べるために、3 の(1)で得
た形質転換株を窒素源として 15NH4Cl、炭素源
として 13C 均一ラベルグルコースを用いた M9
培地（ダブルラベル用培地）と窒素源として
15NH4Cl を用いた M9 培地（15N ラベル化用培地）
にてそれぞれ培養した。3 の(1)と同様の方法
でダブルラベル(13C、15N 均一ラベル)化、15N
ラベル化したラット His-tag ヘッドドメイン
をそれぞれ精製した。１L あたりの収量はそ
れぞれ、0.6mg、2.1mg であった。凍結乾燥し
た蛋白質を 50mM 尿素、10%重水を含む 10mM
酢酸ナトリウム緩衝液(pH	
 5)にて溶解し、15N
ラベル化体を用いて 15N	
 TOCSY、ダブルラベル
化体を用いて、HNCA、HNCOCA、HNCACB、



CACBCONH、C(CO)NH、HC（CO）NH をそれぞれ
測定した。測定は 25℃で Varian	
 UNITY	
 INOVA	
 
600MHz	
 NMR スペクロメーターにて測定した。
NMR シグナルの帰属は、稲垣冬彦博士らが開
発した Olivia	
 	
 
(URL:http://fermi.pharm.hokudai.ac.jp/O
livia、NMR 法に基づくタンパク質立体構造自
動化システム)と NMR	
 PIPE を用いた。構造構
築は 15N	
 NOESY 及び 13C	
 NOESY の NOE データを
基に、立体構造構築ソフトウエア CYANA にて
行った。	
 
	
 
(3)	
 HS-mAb が、ヘッドドメインのどの部分に
結合しているのかを正確に解析するために、
ヘッドドメイン内の K122A、I125V、N127K の
３アミノ酸変異体の調製を行った。3 の(1)
で調製したベクターを基に、目的の変異を含
んだプライマーを用いてメガプライマー法
にて調製した。配列確認は DNA シークエンサ
ーにて行った。目的の遺伝子変異の入ったベ
クターで、大腸菌 Origami 株を形質転換した。
3 の(1)と同様に培養、精製を行った。このよ
うにして、ラット His-tag ヘッドドメイン変
異体（K122A/I125V/N127K）を得た。	
 
	
 	
 
(4)	
 HS-mAb とラット His-tag ヘッドドメイン
との相互作用解析は ELISA 法及びドットプロ
ット法にて行った。ELISA 法は、ELISA プレ
ートに His-tag ヘッドドメイン及びその変異
体蛋白質を吸着し、定法により HS-mAb が結
合するかどうかを評価した。一方、ドットプ
ロットでは、His-tag ヘッドドメイン及びそ
の変異体とそれぞれの還元アルキル化体
（His-tag ヘッドドメインには３つのジスル
フィド結合が存在するので、それを還元して、
カルボキサミドメチル化したもの）を PVDF
膜に濃度を変えて吸着させた後、ウエスタン
ブロット法に準じて、HS-mAb	
 の結合の有無
を評価した。それぞれの解析方法、条件は
Igawa	
 らの論文（J.	
 Biochem.2013）と同様
に行った。	
 
	
 
(5)rP2X4ECD と抗うつ薬の相互作用はソフト
ウエア MOE（ケミカルコンピューターグルー
プ社製）のアルファサイトファインダーにて
解析した。標準プロトコールに従い、P2X4 内
の 50 個程度の窪みをアルファサイトファイ
ンダーで検出した。次に、MOE の ASEDock に
て、各々の窪みと一連の抗うつ薬の結合エネ
ルギーを評価した。抗うつ薬の構造は日本化
学物質辞書 Web	
 (http://	
 nikkajiweb.	
 
jst.go.jp/nikkaji_web/)から得た。	
 
	
 
(6)	
 ヒト P2X4 受容体細胞外ドメイン（以下
hP2X4ECD と略す）にあたる領域（Tyr54 から
Phe330）を得るため、このアミノ酸配列の N
末側に Met-His-His-His-His-His-His を連結
したヒト His-tagP2X4 細胞外ドメインをデザ
インした。この蛋白質を発現するため、アミ
ノ酸配列に相当する遺伝子をベクター

pET22b(+)に組み込んだ。目的のアミノ酸配
列が組み込まれていることは DNA 配列解析に
より確認した。このベクターで大腸菌
BL21(DE3)株を形質転換し、LB 培地、37℃で
培養し OD600=0.6-0.8 になるところで、最終濃
度 0.5mM になるように IPTG を添加して、蛋
白質の発現誘導を行った。IPTG 誘導後の培養
液を遠心分離後、菌体を 20mM トリス緩衝液
pH	
 8 に懸濁して超音波破砕を行った。遠心分
離にて沈殿物を回収し、20mM	
 MOPS 緩衝液 pH	
 
7 に懸濁して、デオキシリボヌクレアーゼ I、
リボヌクレアーゼ A を添加して 1 時間、40℃
で振盪した。4℃で遠心分離し、沈殿を 0.8M	
 
NaCl にて懸濁した。この懸濁液を遠心分離し、
上清の0D260が0.1以下になるまでこの操作を
繰り返し、概ね核酸類を除去した。次に沈殿
物を 6M グアニジン塩酸を含む 20mM トリス塩
酸緩衝液 pH	
 8（1mM	
 EDTA を含む）50mL に溶
解し、5mM のメルカプトエタノールを加え、
40℃で 2 時間インキュベーションした。この
溶液を透析チューブに入れ、7M 尿素、5mM メ
ルカプトエタノールを含む 20mM トリス緩衝
液に対して透析した。透析にて生じた沈殿物
は遠心分離により除去した。透析液は 7M 尿
素を含む 20mM トリス緩衝液で平衡化した、
Ni セファロース	
 ファーストフロー(8	
 mL、GE
ヘルスケアー社製)に吸着させた。同緩衝液
50mL で洗浄した後、400mM イミダゾールを含
む同緩衝液で蛋白質を溶出した。SDS-PAGE に
て分析を行い、CBB 染色を行った結果、主た
る蛋白質は目的の分子量の位置に溶出して
いた。この画分を透析チュープに入れ、水に
対して十分に透析した。その後沈殿物を含め
凍結乾燥した。凍結乾燥した蛋白質の試験管
内の再生は、Igawa らの方法（J.Biochem.	
 
2013）に準じて行った。	
 
	
 
(7)3 の(6)の方法により得た、3 次構造を持
つ hP2X4ECD に対するモノクローナル抗体の
作成は、Igawa らの方法（J.Biochem.2013）
に準じて行った。但し、抗体作成に用いたマ
ウスは自己免疫不全マウス、連携研究者の井
上教授から供与された P2X4 ノックアウトマ
ウスを用いた。	
 
	
 
(8)	
 ヒト P2X4 受容体モノクローナル抗体が
一次配列上でどの領域に結合するのかを解
析するために、hP2X4ECD に相当する Tyr54 か
ら Phe330 を N 末側及び C 末側から、それぞ	
 

	
 
図 1	
 ヒト P2X4 細胞外ドメイン欠損変異体	
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れ 30 アミノ酸毎に削除した hP2X4ECD 欠損変
異体を 10 種類作成した(図１)。すなわち、
目的とする蛋白質を発現できるように、3 の
(6)で調製したベクターを鋳型として、5’及
び 3’プライマーにそれぞれ制限酵素サイト
を含んだ適切なプライマーをデザインして、
PCR により目的の遺伝子を増幅させた。目的
の 遺 伝 子 を 含 ん だ pET22b(+) で 大 腸 菌
BL21(DE3)株を形質転換した。各々の形質転
換株を 3 の(6)と同様に LB 培地で培養し、
IPTG 誘導したところ、10 種類の蛋白質は封
入体として産生された。封入体を集めて、
SDS-PAGE を行ったところ、主として目的の分
子量を持つ蛋白質が生成していることがわ
かった。これらの蛋白質を用いて ELISA 法に
より、モノクローナル抗体との相互作用を評
価した。解析条件は Igawa	
 らの論文（J.	
 
Biochem.	
 2013）と同様に行った。	
 
	
 
(9)生理条件に近い状態で存在するヒト P2X4
受容体とモノクローナル抗体との相互作用
を解析するため、ヒト P2X4 遺伝子の C 末側
に GFP(緑色蛍光蛋白質)が連結するような遺
伝子を含むベクターを Shinozaki ら(PLoS	
 
Biol.2009)の方法により、1321N1 細胞に導入
した。DEM 培地(FCS+)で培養し 1321N1 細胞を
集菌し、懸濁用緩衝液(10mM	
 HEPES	
 pH7.5、
い	
 10mM	
 MgCl2、20mM	
 KCl、1mM	
 EDTA)に懸濁
し、ダウンスホモジナイザーで破砕した。次
に、超遠心(50,000rpm、30min、4℃)にて膜
を回収した。ヒト P2X4 受容体を可溶化する
ため、緩衝液(50mM トリス塩酸緩衝液	
 pH7.5、
200mM	
 NaCl 及び界面活性剤を含む)1mL に対
しヒト P2X4 の膜を 50μL 加え、4℃で一時間
ゆ っ く り 撹 拌 し た の ち 、 超 遠 心 分 離
(50,000rpm、30min、4℃)にて、不溶化物を
除いた可溶化物を回収した。この可溶化物を
作製した抗体産生ハイブリドーマの培養上
清と混和し、4℃で一時間静置した。また、
ポジティブコントロールとして市販されて
いる P2X4 の細胞内ドメインに結合する抗体
も同様に可溶化物と混和して静置した。その
後、遠心分離(14,000rpm、15min、4℃)し、
上清をゲル沪過クロマトグラフィーにて解
析した。カラムは STR	
 SEC-300	
 (4.6	
 x	
 250mm)	
 
(Sepax	
 Technology 社製)を用いた。移動相は
0.15M	
 NaCl 及び界面活性剤を含む 20mM トリ
ス 塩 酸 緩 衝 液 pH7.5 と し た 。 流 速 は
0.35mL/min、検出は GFP の蛍光波長とした（励
起波長 490nm、検出蛍光波長 525nm）。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)   HS-mAb が rP2X4ECD に特異的に結合して
いることの構造学的基盤を知る目的で、ラッ
ト His-tag ヘッドドメインの水溶液中での立
体構造を解析した（図２）。この構造は、NOE
を基に算出された 20 種類の構造を重ね合わ
せたもので、r.s.m.d.は 0.5Åであった。この
折れたたみ構造は、Ｘ線結晶構造解析法を用
いて Kawate ら(Nature	
 2009)が決定したゼブ	
 

図２	
 ラット P2X4 受容体ヘッドドメインの
水溶液構造。黄色は３つのシスチンを表して
いる。	
 
	
 
ラフィッシュ P2X4 受容体のそれとほぼ一致
していた。	
 
	
 HS-mAb は rP2X4ECD には結合するが、
hP2X4ECD には結合しない結果が既に得られ
ているので、ヘッドドメイン領域でラットと
ヒトの配列 113 番目から 130 番目を比較した。	
 
	
 
	
 ラット：QTQSTCPEIP	
 DKTSICNSDA	
 
	
 ヒト	
 ：QTQGLCPEIP	
 DATTVCKSDA	
 
	
 
違いがあるアミ
ノ酸残基を下線
で示した。また、
下線部のアミノ
酸残基をラット
P2X4 受容体ヘッ
ドドメインの水
溶 液 中 の 構 造
（図２）にプロ
ットした（図３）。	
 
そのうち、Lys123、図 3	
 ラット P2X4 受容体	
 
Ile125、Asn127、	
 	
 ヘッドドメインの水溶液	
 
が空間的に近接し	
 構造（ヒトと異なるアミ	
 
ているので、それ	
 	
 ノ酸残基を表示。Lys123	
 
らのアミノ酸残基	
 Ile125、Asn127 は水色	
 
をヒト型に変えた	
 に着色）	
 
ラット His-tag	
 
ヘッドドメインの変異体（K122A/I125V/	
 
N127K）を作成した。この変異体と HS-mAb と
の相互作用を ELISA 及びドットプロットによ
って解析したところ、HS-mAb はこの変異体に
は結合しないことがわかった。この結果から、
HS-mAb がラット P2X4 受容体のヘッドドメイ
ンと選択的に結合する構造的基盤を得るこ
とができた。	
 
	
 
(2)連携研究者の井上、津田はパロキセチン
などの抗うつ薬が神経障害性疼痛の抑制効
果があることを報告した（Nagata	
 et	
 al.	
 Mol.	
 
Pain,	
 2009）。そこで、ゼブラフィッシュ P2X4
受容体の立体構造を基に、ソフトウエア MOE

 A
A 



を用いたモデリングに
よりラット P2X4 受容体
の構造を構築し、パロキ
セチンの結合部位を解
析した。モデル構造では
５カ所の結合サイト候
補が見つかった。その中
でもサイト５に最も強
く結合することが MOE
による計算からわかった。	
 
Nagata らの論文（Mol.	
 図 4	
 MOE によるラッ	
 
Pain	
 2009)で、多種の	
 ト P2X4 受容体のモ	
 
抗うつ薬の神経障害性	
 デル構造（サイト５	
 
疼痛抑制を評価してい	
 領域を着色した。	
 
る。本研究で、多くの	
 芳香族殘基：黄、疎	
 
抗うつ薬がサイト 5 に	
 水性殘基:緑、塩基	
 
結合していることは示	
 性：青、酸性：赤）	
 
唆されたが、抗うつ薬	
 
の疼痛抑制の程度と計算により算出された
抗うつ薬とラット P2X4 受容体のモデル構造
との結合力とは、有意な相関性はなかった。	
 
	
 
	
 
(3)(1)(2) の 結
果から、ラット
P2X4 受容体の構
造的基盤から、
相互作用を解析
できることがわ
かった。そこで、
(1)の方法を用
いて、hP2X4ECD
に対して結合す
るモノクローナ
ル抗体の調製を

行った。研究方
法(6)(7)の方法
によりモノクロ
ーナル抗体を調
製し、(8)の方法
により結合部位
の評価を行った	
 
（図５）。図１	
 	
 図５	
 hP2X4ECD に対する	
 
に示した蛋白質	
 	
 モノクローナル抗体と	
 
を用いて、本研	
 	
 	
 P2X4 欠損体との結合	
 
究で調製したモ	
 
ノクローナルの特徴付けを行ったところ、概
ね３つの領域配列に結合するモノクローナ
ル抗体が得られた。すなわち、ヒト P2X4 受
容体 55-84 の領域に結合するもの（図５上）、
ヒト P2X4 受容体 84-114 の領域に結合するも
の（図５中）、ヒト P2X4 受容体 114-134 領
域に結合するもの（図５下）であった。これ
らのモノクローナル抗体を用いて、Nagata ら
の方法（Mol.Pain	
 2009）にて、P2X4 受容体
が発現する細胞を用いて神経障害性疼痛抑
制効果を評価したが、いずれも抑制効果はな
かった。	
 
	
 
(4)(3)で得られた抗ヒト P2X4 細胞外ドメイ

ンモノクローナル抗体は、ヒト P2X4 細胞外
ドメインには結合するが、疼痛抑制効果を示
さなかった。この理由について、細胞表面発
現蛋白質に蛍光物質 GFP を連結して細胞表面
蛋白質の存在状態を評価する方法にて解析
を行った。研究方法(9)に従って、ヒト P2X4
受容体の C 末端側に GFP が結合したものを
1321N1 細胞にて調製して、ゲル沪過分析を行
ったところ、図６の A の位置に溶出した。こ	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 溶出時間（分）	
 
	
 
図 6	
 ヒト P2X4 受容体-GFP 融合蛋白質のゲル
沪過クロマトグラフィー（B は市販の抗体存
在下での溶出時間）	
 
	
 
の溶出時間は、標準物質との比較から、P2X4
受容体-GFP 融合体が３量体を形成している
ことを示唆している。一方、1mM	
 ATP の存在
下と非存在下で 1321N1 細胞発現ヒト P2X4 受
容体-GFP 融合蛋白質を 4℃、40℃、50℃、55℃、
60℃、65℃、70℃、75℃、80℃の各温度で 10
分間ずつ加熱し、4℃で静置した。これらの
サンプルを同様のクロマトグラフィーを行
ったところ、ATP 存在下では、より高温の加
熱で Aの位置に溶出するピークの高さが低下
したことから、A の位置に溶出した P2X4 受容
体-GFP融合蛋白質にはATPが結合しているこ
とが示唆された。次に、P2X4 受容体の細胞内
ドメインに結合することが知られている市
販のモノクローナル抗体(0.7mg/mL)を 25、50、
100、200 倍希釈したものを 1321N1 細胞発現
ヒト P2X4 受容体-GFP 融合蛋白質に加え、ゲ
ル沪過クロマトグラフィーを行ったところ、
いずれも B の位置に溶出した。この結果は、
ヒト P2X4 受容体-GFP 融合蛋白質にモノクロ
ーナル抗体が結合すると溶出時間が早くな
ることがわかった。	
 
	
 そこで、４の(3)で得られた３種類のモノ
クローナル抗体を 1321N1 細胞発現ヒト P2X4
受容体-GFP 融合蛋白質に加え、ゲル沪過クロ
マトグラフィーを行った（図７）。３種類の
モノクローナル抗体の種々の濃度で解析を
行ったが、溶出位置はヒト P2X4 受容体-GFP
融合蛋白質３量体の位置（図７の A）と変わ
らなかった。この結果から、本研究で得たモ
ノクローナル抗体は３量体を形成している
ヒト P2X4 受容体に結合していないことがわ
かった。すなわち、本研究で得たモノクロー
ナル抗体はヒト P2X4 受容体のいくつかの一	
 
次配列領域には結合するが、生理条件下と同	
 
様なコンフォメーションを持った P2X4 受容
体には結合しないので、神経障害性疼痛の抑	
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 溶出時間（分）	
 
	
 
図７	
 ヒトP2X4受容体-GFP融合蛋白質のゲル
沪過クロマトグラフィー（本研究で得たモノ
クローナル抗体存在下での溶出結果）	
 
	
 
制効果がないことが示唆された。しかしなが
ら、本項で構築したゲル沪過クロマトグラフ
ィーは、ATP 結合型ヒト P2X4 受容体に結合す
るモノクローナル抗体を選別するのに有効
であることがわかった。 
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