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研究成果の概要（和文）：新規細胞内輸送調節因子であるPRIPの遺伝子欠損動物では，坐骨神経部分結紮法を用いて作
成した神経障害性疼痛モデルの疼痛が抑制されることが明らかとなった．この機序は，細胞内クロライドイオン濃度を
制御する輸送体であるKCC2のリン酸化状態を制御することにより，細胞膜上の発現を制御することであった．KCC2の発
現減少は，細胞内クロライドイオン濃度の上昇を誘発し，その結果抑制性シグナルの変調が発生し，神経障害性疼痛が
発症する．PRIP欠損は，坐骨神経部分結紮誘発性の脊髄KCC2発現減少を抑制することにより，疼痛発症・維持に拮抗す
ることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：To determine the involvement of PRIPs in pain sensation, a hind paw withdrawal 
test was performed before and after partial sciatic nerve ligation (PSNL) in PRIPs knockout mice (DKO). 
DKO mice that underwent PSNL surgery showed hard-wired ipsilateral paw withdrawal threshold. To further 
investigate the inverse phenotype in DKO mice, we produced mice with specific siRNA-mediated knockdown of 
PRIPs in the spinal cord. Consistent with the phenotypes of KO mice, PRIPs knockdown (DKD) mice with PSNL 
showed decreased pain-related behavior. This indicates that reduced expression of both PRIPs in the 
spinal cord induces resistance towards a painful sensation. The expression of KCC2, which controls the 
balance of neuronal excitation and inhibition, was normal level in DKO mice after PSNL. Suppressed 
expression of PRIPs induces an elevated expression of KCC2 in the spinal cord, resulting in inhibition of 
nociception and amelioration of neuropathic pain in DKO mice.

研究分野： 神経科学

キーワード： 神経障害性疼痛　クロライドイオン　抑制性シグナル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 神経障害性疼痛（ニューロパシックペイ
ン）は，炎症性の疼痛とは異なり，知覚神経
の情報伝達の異常に基づく慢性疼痛である．
本来痛みを生じない非侵害性刺激により耐
え難い痛みを生じるアロディニアおよび自
発痛などが主症状であり，非ステロイド性抗
炎症薬（NSAIDs）や麻薬性鎮痛薬ですら奏功
しない．そのため，有効な治療手段，治療薬
の開発が望まれる分野である． 
 神経障害性疼痛の発症・維持機構について
は，幾つもの研究が報告されている．細胞内
クロライドイオン濃度の変調（Coull et al., 
Nature, 2005），脊髄レベルにおける抑制性
シグナルの減弱（Ito et al., Neurosci. Res., 
2001）などである．この様に，GABA シグナ
ルに代表される抑制性シグナルの変調が神
経障害性疼痛の発症・維持機構に関連する報
告が中心である．我々の研究でも抑制性シグ
ナルの増強が慢性疼痛を緩和することを報
告している（Morita et al., J. Pharmacol. 
Exp. Ther., 2008）．しかしながら，神経障害
性疼痛に対して有効な手段である GABAA 受容
体の直接刺激等の抑制性シグナルの増強は，
脳内中枢神経を過剰抑制するため，治療法と
して活用するためには問題がある． 
 このため，神経障害性疼痛の詳細な発症機
序・維持機構の解明が必要であり、この研究
過程で新たな治療ターゲットの同定が期待
される． 
  
２．研究の目的 
 我々は，抑制性シグナルの直接的な増強は，
副作用が大きいことから，抑制性シグナルを
調節する機構に注目した．つまり，生体内で
間接的に抑制性シグナルを賦活化すること
により神経障害性疼痛を緩和する手段であ
る．そのため，GABAA受容体の細胞膜発現を調
節することが知られている PLC Related 
Catalytically Inactive Protein (PRIP)に
関して検討をおこなうこととした．さらに，
坐骨神経部分結紮法を用いて作成した神経
障害性疼痛モデル動物の脊髄を用いたアレ
イ結果の解析から得た，神経障害性疼痛発
症・維持に関与する可能性がある候補遺伝子
についても検討をおこなうこととした．これ
らの解析を介して，神経障害性疼痛の治療タ
ーゲットの検索と，新たな治療法を確立する
ことが最終的な目的である． 
 
３．研究の方法 
 
(1)神経障害性疼痛モデル動物の作成 
 神経障害性疼痛モデル動物は，坐骨神経の
部分結紮をおこなうことにより作成した．全
身麻酔下で除痛処置をおこなった動物につ
いて、大腿骨尾側を走行する坐骨神経を外科
的処置により露出させ，8-0絹糸により約1/2
から 1/3 結紮した．その後，坐骨神経を元の
位置に修復し，6-0 絹糸により筋組織および

皮膚組織を縫合した． 
 
(2)疼痛関連行動の検討 
 疼痛閾値の検討は，フォンフライフィラメ
ントを用いた方法でおこなった(Morita et 
al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 2008)．後足の
足底部にフォンフライフィラメントを用い
て様々な荷重の刺激を与え，後足を引っ込め
た（逃避行動）荷重を痛み閾値をした． 
 アロディニア様の疼痛の検出は，ペイント
ブラシを用いて検討した(Morita et al., J. 
Pharmacol. Exp. Ther., 2008)．ペイントブ
ラシによる接触刺激に対する逃避反応の強
さをスコアとして用いた． 
 
(3)実験動物 
 PRIP 遺伝子に関連する実験は，PRIP１およ
び PRIP2 の両遺伝子の欠損動物を用いた．こ
れらの動物は，連携研究者の兼松先生から供
与して頂いた．PRIP 遺伝子欠損マウスは，広
島大学に設置されている動物飼育実験施設
において繁殖させ使用した． 
 他の実験においては，ddY 系マウスを用い
た．これらのマウスは，業者より購入後最低
一週間の馴化期間をおいてから実験を開始
した． 
 何れの動物についても，週齢 6週間から 10
週間の雄性を用いた．これら動物実験につい
ては，日本薬理学会動物実験ガイドラインお
よび広島大学動物実験ガイドラインを遵守
すると共に，広島大学における動物実験倫理
委員会の許可を受けている（許可番号 A9-11, 
A10-38, A11-12, A12-125）． 
 
(4)ノックダウンモデル動物の作成 
 PRIP をはじめとする標的遺伝子の機能を
検討するためにRNA干渉法を利用した一過性
の遺伝子発現抑制モデル（ノックダウン動
物）を作成し，疼痛関連行動を観察した．
siRNA の設計および合成に関しては，市販さ
れている物を購入し使用した．siRNA の動物
への適応は，不活化した日本センダイウイル
ス の エ ン ペ ロ ー ブ を 使 用 し た （ HVJ 
Envelope Vector kit；石原産業株式会社）．
siRNA の効力は一過性であり，使用したベク
ターには，感染力がないため遺伝子改変には
当たらない． 
 これらベクターを用いて，各遺伝子に対す
る siRNA を脊髄腔内（L5-L6）に投与した．
L5-L6 領域は，坐骨神経が入力する部位であ
る． 
 
(5)遺伝子発現変動の検出 
 遺伝子発現の変動については，タンパク質
レベルでの変化を指標とした．標品は，脊髄
（L5-L6）を回収して調製した．検出につい
ては，主にウエスタンブロット法を用いた． 
 
(6)タンパク質の機能変動の検出 
 タンパクレベルでの機能変動については，



主にトランスポーターの取り込み能につい
て検討をおこなった．亜鉛イオンの輸送に関
与する ZnT1 の機能については，亜鉛イオン
感受性の蛍光色素の負荷実験をおこなった．
クロライドイオンの輸送に関与する KCC2 の
機能については，pH 感受性の蛍光色素の負荷
実験をおこなった． 
 
(7)初代グリア培養細胞 
 細胞レベルでの神経障害性疼痛発症・維持
機構を解析するために，脊髄由来アストロサ
イトの初代培養をおこなった．細胞の回収は，
生後 1-2 日のマウス脊髄からおこなった．回
収した細胞について，約 1週間の培養後巻き
替えをおこない，さらに約 1週間培養したも
のを実験に用いた． 
 これら培養細胞に対して，種々の暴露実験
をおこない，その培養上清および細胞を脊髄
腔内に投与した．また，培養細胞自体につい
ても，タンパク質レベルにおける発現変動・
機能変動を検討した． 
 
４．研究成果 
 
(1)PRIP 遺伝子欠損動物の神経障害性疼痛抵
抗性 
 PRIP 遺伝子欠損マウスに対して，坐骨神経
部分結紮をおこなった場合，正常動物に同処
置をおこなった場合に比べて，疼痛関連行動
が抑制されることが明らかとなっていた．そ
のため，PRIP 遺伝子に焦点を当て解析をおこ
なった．脊髄レベルにおける PRIP 遺伝子の
一過性の発現抑制は，坐骨神経部分結紮誘発
性の神経障害性疼痛を有意に抑制した（図 1）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 疼痛に対する脊髄 PRIP 発現抑制 
 
このことから，PRIP 遺伝子による疼痛調節機
構は，脊髄レベルで作用していることが推察
される．次に PRIP 遺伝子が，GABAA受容体の
細胞膜上への輸送を調節していることが報
告されていることから，GABAA受容体の細胞膜
上の発現について，脊髄レベルで検討を加え
たが，特に神経障害性疼痛の抑制に関連する
変動は認められなかった． 
 次に細胞内クロライドイオン濃度の制御
をおこなっている KCC2 タンパク質について
解析をおこなった．KCC2 は，カリウムイオン

とクロライドイオンの輸送をおこなう輸送
体であり，細胞内クロライドイオンを細胞外
に比べて低い状態に保つ機能がある．KCC2 の
機能が抑制されると，細胞内クロライドイオ
ン濃度が上昇し，抑制性シグナルに変調をき
たす．この変調が神経障害性疼痛の発症・維
持機構の一因と報告されている（Coull et al., 
Nature, 2005）．正常動物では，坐骨神経部
分結紮により，KCC2 の発現量は有意に減少す
る．しかしながら，PRIP 遺伝子欠損動物では，
坐骨神経部分結紮をおこなっても，KCC2 の発
現抑制は軽微であり，有意な発現減少は認め
られなかった．さらに，PRIP 遺伝子欠損によ
る神経障害性疼痛抑制効果は，KCC2 の阻害薬
である R-DIOA の脊髄腔内への投与により拮
抗された．したがって，PRIP は KCC2 の細胞
膜上への発現を制御することにより，疼痛を
制御している可能性が明らかとなった．この
PRIP による KCC2 の発現制御は，KCC2 のリン
酸化状態の制御を介していると推察される． 
 
(2)細胞内亜鉛濃度上昇に伴う神経障害性疼
痛の発症機序 
 今までに、我々は坐骨神経部分結紮動物の
脊髄における遺伝子変動をアレイにより解
析しており，多数の神経障害性疼痛発症・維
持に関連する候補因子を見出している．それ
らの中から，細胞内亜鉛イオン濃度を調節す
るZnT1に焦点を当て解析をおこなった．ZnT1
に対する siRNA を脊髄腔内に投与し，ZnT1 一
過性発現抑制をおこなうと，一カ月以上持続
する疼痛が認められた（図 2）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. ZnT1 一過性発現抑制誘発性の疼痛 
 
この時，ZnT1 の脊髄におけるタンパク質レ

ベルでの発現抑制は1週間程で投与前のレベ
ルまで回復していた．したがって，ZnT1 発現
抑制は，神経障害性疼痛の発症メカニズムに
関与する可能性が示唆された．また，坐骨神
経部分結紮によっても ZnT1 の発現が減少す
ることを明らかにした． 
ZnT1 は，細胞膜上に発現しており，細胞内

の亜鉛を細胞外へ直接排泄する唯一の輸送
体であり，細胞内亜鉛濃度の調節に深く関与
している．この ZnT1 の発現を抑制すること
により，細胞内亜鉛イオン濃度の上昇が認め
られる．脊髄由来アストロサイト初代培養細



胞を用いた実験では，細胞内亜鉛イオン濃度
の上昇に伴い，プロテインキナーゼ Cの活性
化が誘導され，さらに転写制御因子である NF
κB の細胞核移行性が亢進した．また，イン
ターロイキン6の発現増強および成熟型の発
現量が増加していた．転写制御因子 CREB の
リン酸化も亢進していた．CREB は，133 番目
のセリン残基のリン酸化により転写活性が
亢進することが報告されており，下流には
BDNF の遺伝子が存在する．実際，BDNF の発
現量が増加していた．BDNF は，過去の報告か
ら TrkB を介して KCC2 の発現を抑制すること
が知られている． 
上記の様々な細胞内応答について，各種阻

害剤を用いて，カスケード反応について詳細
な検討を加えた．ZnT1 発現抑制培養アストロ
サイトにおいて，細胞膜透過性亜鉛キレータ
ーである TPEN を暴露することにより，上記
の応答は全て消失した．プロテインキナーゼ
C の阻害薬を添加することにより，NFκB の
細胞核移行，インターロイキン 6 発現増強，
CREBリン酸化，BDNF発現増強が抑制された．
NFκB の細胞核移行を阻害することにより，
インターロイキン6発現増強，CREBリン酸化，
BDNF 発現増強が抑制された．インターロイキ
ン 6の siRNA を添加することにより，CREB リ
ン酸化，BDNF 発現増強が抑制された．CREB
のリン酸化に関与するプロテインキナーゼ A
の阻害薬を暴露することにより，BDNF 発現増
強が抑制された．これらの結果から，細胞内
亜鉛濃度の上昇は，プロテインキナーゼ C活
性化，NFκB の細胞核移行，インターロイキ
ン 6 発現増強，CREB リン酸化，BDNF 発現増
強のカスケード反応であることが示唆され
た． 
これらの結果から，細胞内亜鉛イオンの上

昇は，最終的には KCC2 の発現抑制を誘導す
ることにより，神経障害性疼痛を誘導すると
推察した．この仮説に従い，これ以降の実験
をおこなった（図 3）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. カスケード反応および使用阻害薬 
 
まず，ZnT1 一過性発現抑制をした脊髄由来

アストロサイト初代培養細胞の上清を，正常
マウスの脊髄腔内に投与した．その結果，疼
痛が誘導されたが，この疼痛は BDNF の受容
体である TrkB の発現を一過性に抑制したマ

ウスでは認められなかった．つまり，BDNF を
介した反応であることが示唆される．同様に，
ZnT1 の発現を抑制した培養アストロサイト
を移植した場合でも疼痛が認められた． 
 ZnT1siRNA を直接脊髄腔内に投与し作成し
た神経障害性疼痛モデルマウスについて，各
種 siRNA を用いて検討した結果，ZnT1 一過性
発現抑制誘発性疼痛は，インターロイキン 6，
BDNF，TrkB の各 siRNA 前処置をおこなった動
物では，完全に拮抗された（図 4）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. ZnT1 一過性抑制誘発性疼痛に対する

各種 siRNA の拮抗作用 
 
さらに ZnT1 一過性発現抑制誘発性神経障

害性疼痛モデル動物の脊髄急性切片を作成
し KCC2 の機能について検討をおこなったと
ころ，KCC2 の輸送能が減弱していた．この減
弱は，KCC2 のタンパク質レベルにおける発現
減少に起因することを明らかとした． 
 
(3)PRIP と ZnT1 のクロストークの可能性 
 PRIP による疼痛制御機構と ZnT1 による疼
痛制御機構は，KCC2 の細胞膜上への発現制御
である点が共通であることから，クロストー
クの可能性について検討をおこなった．PRIP
は KCC2 リン酸化制御を介しており，ZnT1 は
BDNF-TrkB を介した制御であることから，細
胞内亜鉛イオン濃度上昇に伴うカスケード
反応と PRIP の関連性を中心に検討を加えた
が，明確なクロストークを示す実験結果は認
められなかった． 
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