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研究成果の概要（和文）：神経因性疼痛は多くの人が抱えている深刻な問題であるが、その発症機序は不明な点が多く
有効な治療法が少ない。神経因性疼痛発症モデルでは、神経特異的抑制転写因子REST (RE1-Silencing Transcription 
factor) の神経特異的アイソフォームREST4が増加していること、さらに選択的スプライシングに関与するnSR100の発
現が高くなっているデータを得た。このREST4の発現により、疼痛発症と関係する遺伝子発現と疼痛発症の関連が示唆
された。RESTに制御を受ける遺伝子発現（PACAP等）を詳細に調べることは、神経因性疼痛の新たな発症機序解明につ
ながることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The pathophysiological mechanism for neuropathic pain, one of the most common type
s of intractable pain, remains largely unknown. Neuropeptide pituitary adenylate-cyclase activating polype
ptide (PACAP), which is distributed in the dorsal root ganglia (DRG) and dorsal horn, is required for the 
development of spinal sensitization and induction of neuropathic pain. Using an L5-sciatic nerve transecti
on mouse model, we found that following nerve injury PACAP mRNA increased in the DRG. REST4, a neuron-spec
ific splicing isoform of REST produced by the neural-specific SR-related protein of 100 kDa (nSR100) and n
SR100 itself also increased. This study shows that PACAP expression in the DRG after nerve injury is contr
olled by REST4, which is produced by nSR100-dependent alternative splicing of the REST gene. We suggest th
at elucidation of the detailed mechanism of PACAP up-regulation will lead to a viable target for the treat
ment of neuropathic pain.
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１．研究開始当初の背景                                         
神経因性疼痛は世界中の多くの人が抱えて
いる問題であるが、その発症機序は不明な点
が多い。これまでに、神経損傷により種々の
神経遺伝子の発現が上昇しているとの報告
があるがその機序については不明な点が多
い。 
RESTは9個のジンクフィンガードメインを含
む転写抑制因子であり、1300 以上の神経系遺
伝子を転写抑制することが報告されている。
最近、REST は nSR100 による神経選択的スプ
ライシングにより神経特異的アイソフォー
ム REST4 が合成される事が報告された。申請
者は、神経因性疼痛モデルマウスでは REST4
と nSR100 が高発現しており、さらに PACAP
が REST4により発現調節されている可能性を
示すデータを得ている。                                         
 
２．研究の目的 
神経因性疼痛は世界中の多くの人が抱えて
いる深刻な問題であるが、その発症機序は不
明な点が多く、有効な治療法が少ない。昨年
日本でも認可された神経因性疼痛の治療薬
であるプレガバリンにおいても、Ca2+チャン
ネルサブユニットを標的としているが、その
機序については依然不明な点が多い。最近、
申請者は、①PACAP が神経特異的抑制転写因
子 REST (RE1-Silencing Transcription 
factor) に発現調節されていること、②神経
因性疼痛モデルでは神経特異的アイソフォ
ームREST4が増加している研究結果を得てい
ること、さらに REST4 は nSR100 による神経
選択的スプライシングで合成されるが、③神
経因性疼痛モデルでは nSR100 の発現が高く
なっているデータを得ている。本研究では、
PACAP と REST4/REST、nSR100 の関与を明らか
とし、神経因性疼痛の発症機序を解明するこ
とを目的とした。神経因性疼痛モデルマウス
(L5-SNT)を作製し、REST/REST4 とその発現を
調節する nSR100、さらに PACAP 発現を遺伝子
レベルとタンパク質レベルで詳細に解析し、
疼痛の発症機序解明を目的とした。神経損傷
時に発現する REST、REST4 およびそれらの神
経選択的スプライシングに機能する nSR100
が、RE1 を有する遺伝子発現（PACAP 等）に
関与することを詳細に調べることは神経因
性疼痛の新たな発症機序解明につながる。 
 
３．研究の方法 
(1) 神経因性疼痛モデルマウス (L5-SNT)の
作製 
6 週齢 C57BL/6 マウス（20-25 g）より、既報
に基づいて神経因性疼痛モデルマウス 
(L5-SNT) を作製し、神経損傷１週間後、行
動解析により疼痛モデルマウスを確認した。 
 
(2) qRT-PCR による遺伝子発現解析 
マウス DRG より RNA を抽出し、逆転写反応を
行い cDNA を作製した。各遺伝子に特異的な
プライマーを用い、qRT-PCR を行った。内在

性のアクチンを対照に、各遺伝子の発現解析
を行った。 
 
(3) レポーター遺伝子解析 
PACAP 遺伝子上には RE1 が局在し、正常状態
では REST が結合しており、神経損傷後に誘
導される REST4 で REST が遊離し、PACAP 発現
が促進されると仮定した。このことを明らか
にする目的で、マウス PACAP のプロモーター
（299 bp）に RE1（21 bp）を pGL3.1（Promega）
に導入したレポーター遺伝子を作製した。さ
らに、報告のある NRSLE1 及び NRSLE2 を用い
てプラスミドを作製した。各コンストラクト
には、その機能を失う変異（TT 又は TG を GG
に変更）を導入し解析を行った。 
 
(4) クロマチン免疫沈降（ChIP）解析 
L5-SNT マウス及び naïve マウスの DRG を用
いて、クロマチン複合体をホルムアルデヒド
で架橋し、抗 REST 抗体、および正常 IgG を
コントロールとして免疫沈降を行った。免疫
沈降した DNA を用いて、特異的プライマーに
より PCR を行った。PCR 生成物は、2%アガロ
ースゲルで電気泳動後、解析を行った。 
 
(5) 免疫染色 
Naïve及び L5-SNT マウスを、4%PFA を用いて
還流固定後 DRG を採取し、さらに固定を行っ
た。その後凍結した DRG を免疫染色用にスラ
イスした。抗体は、anti-REST 抗体（1:200
希釈、Millipore）、anti-REST4 抗体（1:500
希釈）を用いた。コントロールとして、
anti-NF200 抗体（1:1000 希釈、Sigma）を用
いて、4℃、一晩行った。2 次抗体として、
AlexaFluor488 又は AlexaFluor546 を用いて
染色後、蛍光顕微鏡（Leica）を用いて解析
を行った。 
 
(6) In vitro トランスフェクション解析 
FLAG エピトープを有した REST、REST4 または
nSR100 ベクター（Flag-REST、Flag-REST4、
または Flag-nSR100）を作製し、PC12 細胞に
トランスフェクションを行った。6 well 
plate に 2 x 105 cells/well で 24 時間培養
後、ScreenFectA（和光）を用いて、各プラ
スミドのトランスフェクションを行い、
45-48 時間後、細胞を回収した。GFP を用い
た導入効率は、50-60%であった。遺伝子導入、
48 時間後、細胞を回収し、各遺伝子の発現を
qRT-PCR にて解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
(1) 神経因性疼痛モデルマウス(L5-SNT)DRG
における REST 及び PACAP 遺伝子発現解析 
神経因性疼痛モデルマウス(L5-Sciatic 
Nerve Transection; L5-SNT) を作製した。
術後１週間後、疼痛発症の評価は既報のマウ
スの行動解析にて行った。1 週間後、後根神
経節(DRG)を摘出し、DRG より RNA を抽出後、
逆転写反応を行った後、特異的プライマーを
用いたリアルタイム RT-PCR により各遺伝子
の発現を解析し、未処置マウス (naïve) と
の比較を行った。コントロールとして、アク
チンを指標に行った。その結果、PACAP mRNA
の上昇（約 4 倍）に加えて、REST4 の発現上
昇（約 1.69 倍）を発見した。神経因性疼痛
モデル DRG では、PACAP 発現が増加するとい
うこれまでの報告と一致していたが、REST4
の発現上昇は新しい発見であった。 

 
(2) 神経因性疼痛モデルマウスにおける
nSR100 の発現と REST/REST4 の発現の解析  
最近、REST4 の産生にはスプライシングアク
ティベーターnSR100 が関与していることが
報告された。L5-SNT マウス DRG内の nSR100、
REST4 を解析した結果、REST 発現はほぼ変化
が見られなかったが、２日目に PACAP の上昇
と SR100 の上昇が共にみられ、３日には少し

低下していた。神経損傷に伴い、nSR100 の増
加はREST4の増加と相関性が見られた（図2）。
マウス DRG 内の REST4 と nSR100 cDNA はクロ
ーニングを行い、GenBank に登録を行った
（JN019832.1 及び JN860221.1）。 
 
(3) nSR100 発現による PACAP 及び REST4 遺伝
子発現解析 
L5-SNT DRG において、nSR100 によるスプラ
イシングで合成される REST4 により PACAP 遺
伝子発現が促進されることを調べる目的で、
REST4およびnSR100発現ベクターを構築した。
これまでに、PC12 は NGF または dbcAMP 刺激
により、PACAP を分泌することが報告されて
いることから、REST4 または nSR100 を過剰発
現させることで、PACAP 遺伝子発現が受ける
影響を解析した（図 3）。プラスミドをトラン
スフェクション 48 時間後、細胞を回収し、
RNAを調製した。REST4を過剰発現した場合、
PACAP はコントロールと比較して約 3 倍に増
加した。一方、nSR100 を過剰発現した場合、
PACAP 及び REST4 発現が促進された。REST の
発現は変化が見られなかった。野生型の PC12
では REST4はまったく発現をしていないので、
トランスフェクションを行った REST4 及び
nSR100 の発現を 1として解析を行った。REST
のみを過剰発現した場合、PACAP、nSR100 お
よび REST4 発現には、影響しなかった。これ
らの結果から、in vitro での PACAP 発現は、
nSR100により発現誘導されるREST4により促
進されていることが示唆された。 

 
(4) PACAP 遺伝子上 RE1 のレポーター遺伝子
を用いた機能解析 
naïve マウスでは、PACAP 遺伝子上の RE1 が
機能して正常状態で REST が結合しており、
神経損傷後に誘導される REST4 で PACAP 発現
が促進されると仮定した。このことを明らか
にする目的で、マウス PACAP のプロモーター
（299 bp）に RE1（21 bp）を pGL3.1（Promega）
に導入したレポーター遺伝子解析を行った
（図 4）。これまでに、PACAP には RE1 様エレ
メント（NRSLE1 と NRSLE2）が局在している
ことが報告され、in vitro においては機能を
有していた。しかし、その配列は RE1 配列と
ミスマッチがあった。他の報告で in silico

図３．nSR100遺伝子の強制発現におけるREST
遺伝子の発現解析 

図１．L5-SNT DRG における REST4 の発現 

図２．L5-SNTマウス DRGにおける遺伝子
発現の経時的変化 



解析では、PACAP 遺伝子のさらに上流に新し
いRE1が報告されていたが、in vitro/in vivo
での機能解析は行われていなかった。そこで、
NRSLE1(RE1-1) 、 NRSLE2(RE1-2) 、 及 び
RE1(RE1-3)をマウスPACAPプロモーター配列
に導入したルシフェラーゼレポーター遺伝
子ベクターを構築した。各ベクターを HeLa
細胞に導入し、24 時間後ルシフェラーゼ発現
を解析した。導入した RE1 には、その機能を
消失する変異を導入することで行った。ルシ
フェラーゼレポータープラスミドは、
Renilla ルシフェラーゼプラスミドと共に
FugeneHD（Promega）を用いて導入した。こ
の解析の結果、これまで報告のあった NRSLE1
及び NRSLE2 は、in vivo では機能せず、そ
の上流に新しく発見した RE1-(3)が機能して
いることが示唆された。 

 
(5) クロマチン免疫沈降反応（ChIP）による
PACAP 遺伝子上の RE1 の機能解析 
naïve 及び L5-SNT マウス DRG より核を分離
後、ChIP 解析を行った。ChIP 解析の結果、
naïve マウスDRGではRE1-(3)のみにRESTが
結合しているが、L5-SNT モデルマウスでは、
その結合が消失していた。この結果から、
RE1-(3)が、in vivo で機能していることが示
唆された。 
 

 
 

(6) 神経損傷における REST および REST4 の
細胞内局在解析 
これまでに、REST4 は REST の転写抑制機能に
脱抑制を示すことが報告されている。DRG に
おいて、REST4 が REST と相互作用することを
解析するために、naïveマウスおよび L5-SNT
モデルマウス DRG 内の、REST と REST4 の細胞
内局在を免疫染色法により行った。naïve マ
ウス DRG では、REST と REST4 は、小細胞とは
異なり大細胞の核内に検出された。一方、
L5-SNT マウス DRGでは、REST4 発現が促進し、
REST と共に細胞質に移行していることが示
唆された。 
 

 
以上の結果より、神経因性疼痛発症時には、
REST のスプライシングが nSR100 により起こ
り、その結果 REST4 発現が誘導され、PACAP
遺伝子の発現が促進されることが明らかと
なった。この nSR100 の発現機構に関する詳
細な研究は、疼痛発症機構解明につながる。 
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図４．レポーター遺伝子解析 

図５．ChIP解析 

図６．DRG の免疫染色 


