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研究成果の概要（和文）：本研究では、GABAA受容体の発現を調節するPRIP-1タンパクのノックアウト(PRIP-1-/-) マ
ウスを用いて疼痛を評価した。PRIP-1-/-マウスでは炎症性および非侵害性刺激による疼痛反応の閾値が低下していた
。また、脊髄でのGABAA受容体β2サブユニットの発現が増加し、γ2サブユニットについては脊髄前角および後角部分
で発現が有為に減少していた。さらに、脊髄後角の膠様質神経細胞ではGABAA受容体の機能が障害されていた。一方、P
2X7受容体に関しては細胞内部位がHSP90と相互作用を持つ可能性が示唆された。PRIP-1やP2X7受容体は新たな疼痛治療
の標的因子になり得るかもしれない。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the phenotypes of pain behaviors in phospholipase C
-related inactive protein type 1 knockout (PRIP-1-/-) mice that play an important role in trafficking to t
he plasma membrane of GABAA receptor. PRIP-1-/- mice showed the hyperalgesic responses induced by formalin
 and von Frey filaments. In situ hybridization studies of GABAA receptors revealed that expression of gamm
a 2 subunit mRNA was significantly decreased in the dorsal and ventral horn of spinal cord of PRIP-1-/- mi
ce, whereas beta 2 subunit mRNA expression was significantly increased in all areas of the spinal cord. Pa
tch-clamp recordings showed that the function of GABAA receptor in spinal cord was impaired by knockout of
 PRIP-1. On the other hand, HSP90 regulates the P2X7 current by interacting with the cysteine-rich domain 
of the cytoplasmic C-terminus. PRIP-1 and P2X7 receptor may become a new drug target for neuropathic pain.
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１．研究開始当初の背景 
 痛みのシグナルは、我々の身体が危険な状

態にあることを知らせるために必要不可欠

である。これまでに、感覚情報伝達に関与す

る経路として、脊髄から大脳皮質への入力経

路や視索前野から脊髄への下行性抑制経路

が示されている。疼痛発症時も末梢からの感

覚情報は同様の経路をたどると考えられる

が、神経線維の脱落や受容体の発現量の変化

あるいはリン酸化の変化により、神経因性疼

痛の主症状であるアロディニア（異痛症）が

引き起こされていることが明らかになりつ

つある。末梢からの感覚情報は、脊髄後根神

経節を介して脊髄神経に伝達されるが、その

伝達にはATPを含む多くの興奮性あるいは抑

制性神経伝達物質が関与している。申請者は

これまでに、様々な受容体刺激による ATP の

細胞外放出機構について報告している。細胞

外に放出されたATPはプリン受容体に結合す

る。現在、プリン受容体は、イオンチャネル

内蔵型の P2X1-7 受容体と G 蛋白共役型の

P2Y1,2,4,6,11-14 受容体に分類されている。申請

者は、特に P2X2 受容体におけるイオン透過

性およびgating機構について検討してきた。

その結果、第二膜貫通部分の 339 および 340

番目のアミノ酸がカルシウムイオンの透過

性を調節し、342 から 344 番目のアミノ酸が

gating 部位である可能性が高いことを報告

した。また、P2X2 受容体のイオン透過性には、

第一膜貫通部分も深く関与していることを

見出した。一方、坐骨神経部分結紮（PSNL）

モデル動物やストレプトゾトシン（STZ）誘

発糖尿病モデル動物における脊髄後根神経

節では、プロテインキナーゼ C や P2X2 また

は P2X3 受容体がアロディニアの発症に関与

していることを見出した。近年，坐骨神経結

紮により脊髄の活性型ミクログリアが増加

し、その膜上には P2X4 受容体が過剰に発現

していることが明らかになった。さらに、

P2X4 受容体は、ミクログリアから BDNF 放出

を引き起こし、脊髄神経の TrkB 受容体を介

して KCC2 の発現を減少させる。この KCC2 の

減少は、細胞内のCl-イオン濃度を上昇させ、

GABAA 受容体の応答が興奮性に変化すること

も見出されている。このような脊髄における

一連の過程が、アロディニアを引き起こす原

因の一つと考えられている。 

 
 

２．研究の目的 
 これまでの疼痛研究は、脊髄を中心に研究

が行われてきたが、最近の fMRI による研究

では、疼痛患者は様々な痛覚刺激により大脳

皮質帯状回や視床などで強い活性を示すこ

とが報告されている。このことから、疼痛の

慢性期では高次中枢における調節機構の変

化が想定される。しかしながら、神経因性疼

痛における上位中枢での調節機構および脳

内P2X受容体の関与については明らかになっ

ていない。先頃、神経損傷モデル動物の大脳

皮質帯状回 II-III 層錐体細胞では、シナプ

スの可塑的変化が生じていることが報告さ

れた。申請者は、STZ モデル動物と PSNL モデ

ル動物の大脳皮質帯状回 II-III 層および V

層錐体細胞における自発性抑制性シナプス

後電流（sIPSC）および微小抑制性シナプス

後電流（mIPSC）の変化について検討し、STZ

モデル動物の V層錐体細胞では sIPSC が大き

くなっている所見を得た。これらのことから、

神経障害では大脳皮質帯状回 II-III 層にお

ける興奮伝達の上昇が、糖尿病では V層にお

ける抑制性伝達の上昇が、それぞれの疼痛維

持機構に関与していると考えられる． 

 そこで本研究では、疼痛に対する中枢神経

系の抑制性伝達の重要性について検討を行

った。 

 また、疼痛反応にはミクログリアの P2X4

受容体の関与が報告されている。ミクログリ

アには P2X7 受容体も発現しているが、受容

体特性に不明な点が多い。特に、P2X7 受容体

の細胞内部分は、アミノ酸配列の長さやシス

テインが多い配列を含んでおり、他の P2X 受

容体と異なる特徴的な配列を持っている。そ

こで、システインが多い配列部分の受容体機

能について検討を行った。 

 
 
３．研究の方法 
・疼痛モデル動物 

C57BL/6マウスの坐骨神経1/2〜1/3を8-0ナ

イロン糸で結紮し PSNL マウスを作製した。

また、GABAA 受容体2 サブユニットの輸送に

関連する PRIP-1 をノックアウト(PRIP-1-/-)

したマウスを用いて以下の実験を行った。 

 

・ホルマリンテスト 

5%ホルマリン溶液をマウスの後肢足底部に

皮下注射した。注射後の、舐めるおよび噛む



行動の回数を経時的に記録した。 

 

・ホットプレートテスト 

マウスを 46、48、50、52、55℃のホットプレ

ートにのせ、後肢足底の逃避反応発現までの

時間を記録した。 

 

・von Frey テスト 

0.008 g から 2 g まで付加できる von Frey フ

ィラメントを後肢足底部に押し付け、逃避反

応の有無を記録し疼痛閾値を評価した。 

・In situ hybridization histochemistry 

マウスの腰髄を取り出し、20m 切片を作製し

た。GABAA受容体1,2,2 プローブを用いて

腰髄でのサブユニットの分布を検討した。 

 

・電気生理学的手法を用いた抑制性神経活動

の機能解析 

マウスの急性脊髄スライスを作製し、ホール

セルパッチクランプ法を用いて膠様質の神

経細胞から自発性抑制性シナプス後電流

(sIPSC)を記録した。細胞外灌流液には人工

脳脊髄液（117mM NaCl, 3.6mM KCl, 1.2mM 

NaH2PO4, 1.2mM MgCl2, 2.5mM CaCl2, 25mM 

NaHCO3 and 11mM glucose）、電極内液にはセ

シウム溶液(150mM CsCH3SO3, 5mM KCl, 3mM 

MgCl2, 0.1mM EGTA, 10mM HEPES, 3mM Mg(ATP)2, 

0.4mM NaGTP)を用いた。 

 

・P2X7 受容体機能解析 

HEK293T 細胞に P2X7 受容体遺伝子を導入し、

受容体タンパクを強制発現させた。この細胞

にパッチクランプ法を適応し、ATP に対する

親和性および NMDG+の透過性の変化、さらに

HSP90 の関与について検討した。 

 

 

４．研究成果 

・PRIP-1-/-マウスに対するホルマリンテスト 

ホルマリンを野生型マウスの後肢足底部に

投与すると、投与開始から 15 分までと 15 分

から 45 分までの 2 相性の疼痛行動が観察さ

れた (Fig. 1)。これまでの研究から、第 1

相はホルマリンによる直接の刺激によるも

のであり、第 2相は炎症性の応答といわれて

いる。PRIP-1-/-マウスは、第 2 相の疼痛反応

が有為に増加していた。このことから、

PRIP-1 は炎症により引き起こされる疼痛反

応の機序に関与していることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. PRIP-1-/-マウスにおけるホルマリン

疼痛 

 

・PRIP-1-/-マウスに対するホットプレートテ

スト 

46 から 55℃までホットプレートの温度を変

え、熱に対する疼痛反応を観察した (Fig.2)。

50℃で刺激した際、野生型と比べ PRIP-1-/-

マウスにおける疼痛応答に過敏傾向が観察

されたが有為差はなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. PRIP-1-/-マウスの熱刺激に対する疼

痛反応 

 

・PRIP-1-/-マウスに対する von Frey テスト 

野生型マウスに比べ、PRIP-1-/-マウスは von 

Frey フィラメントによる刺激に対して疼痛

閾値が低下していた(Fig. 3)。次に、それぞ

れのマウスの坐骨神経を部分結紮した際の

疼痛反応を経時的に記録した(Fig. 4)。その

結果、野生型マウスおよび PRIP-1-/-マウスと

もに結紮側で有為に疼痛閾値の低下が起き

ていた。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. PRIP-1-/-マウスにおける非侵害性機

械刺激 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. PRIP-1-/-マウスの坐骨神経部分結紮

による疼痛閾値の変化 

 

・PRIP-1-/-マウスにおけるGABAA受容体1, 2, 
2 サブユニットの脊髄内分布 

中枢に最も多く分布している GABAA 受容体サ

ブユニットの脊髄内発現について検討した

(Fig. 5)。1 サブユニットの分布は野生型マ

ウスと PRIP-1-/-マウスの間に違いは認めら

れなかった。2 サブユニットの発現は

PRIP-1-/-マウスの方が有為に増加していた。

また、２サブユニットは、脊髄前角および後

角部分で有為に発現が減少していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5. PRIP-1-/-マウスの脊髄内 GABAA 受容

体1, 2, 2 サブユニットの分布 

・PRIP-1-/-マウスの脊髄後角神経細胞におけ

る抑制性応答の変化 

野生型マウスおよび PRIP-1-/-マウスの脊髄

後角膠様質の神経細胞からsIPSCを記録した

(Fig. 6A)。両マウスの sIPSC は、GABAA 受容

体拮抗薬のビククリン投与により一部抑制

され、さらにグリシン受容体拮抗薬のストリ

キニーネ投与により完全に抑制された。また、

ビククリン投与によりtonic電流が観察され

るが、野生型と PRIP-1-/-マウスの間に有為差

はなかった。次に、GABAA受容体の作用薬であ

るジアゼパムの効果を検討した(Fig.6B)。そ

の結果、野生型マウスではジアゼパムにより

sIPSC の減衰時間の延長がみられたが、

PRIP-1-/-マウスでは減衰時間の延長が消失し

ていた。このことから、PRIP-1-/-マウスの脊

髄神経は GABAA 受容体の機能が障害されてい

ることが明らかとなった。PRIP-1-/-マウスに

おける痛覚異常は、脊髄神経の GABAA 受容体

の機能障害が一因となっている可能性が高

い。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. PRIP-1-/-マウスの脊髄後角神経細胞

における sIPSC 

 

・P2X7 受容体の細胞内部位のチャネル機能に

対する役割 

P2X7 受容体を発現した細胞に 3 mM ATP を投



与すると内向き電流が記録される(Fig. 7)。

そこで、HSP90 の拮抗薬であるゲルダナマイ

シンを 20 分間投与すると、ATP による内向き

電流は大きくなった。次に、P2X7 受容体の C

末側にあるシステインが多い配列を除去し

たキメラ受容体を作製し同様の実験を行っ

た。その結果ゲルダナマイシンによる ATP 電

流の増加は消失した。このことから、P2X7 受

容体の細胞内部分にあるシステインが多い

部分はHSP90と相互作用がある可能性が示唆

された。この部位を抑制することで、ミクロ

グリアの活性が抑制され、最終的には疼痛を

抑制することが出来るかもしれない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. P2X7 受容体に対するゲルダナマイシ

ンの影響 
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