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研究成果の概要（和文）：本研究は疼痛の慢性化におけるconnexin43(Cx43)-gap junctionの役割を明らかにすべく、
培養脊髄アストロサイトならびに神経因性疼痛モデルマウスを用いて検討を行った。培養脊髄アストロサイトにおいて
炎症性サイトカインであるTNF並びにIFN-γがCx43発現及びgap junction機能を低下させ、この反応にはJNK活性ならび
にプロテアソーム系を介したタンパク分解系が関与していることが明らかとなった。さらに神経因性疼痛モデルマウス
の脊髄後角においてCx43発現が著明に低下していることが明らかとなり、この反応が疼痛惹起に寄与している可能性が
予想される。

研究成果の概要（英文）：To understand the relationship between the change of Cx43 expression and the regul
ation of nociceptive responses under neuropathic pain, the current study utilized partial sciatic nerve li
gation (PSNL) model, which mimics some of the major features observed in clinical neuropathic pain. It was
 found that the expression of Cx43 in spinal dorsal horn following PSNL was significantly decreased during
 the maintenance phase, but not the induction phase of neuropathic pain, and this response was mediated by
 tumor necrosis factor (TNF)-c-jun N-terminal kinase (JNK)-dependent pathway. Furthermore, the decrease of
 Cx43 expression could be related in the induction of mechanical hypersensitivity. 

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
癌や炎症、神経損傷などにより生じる痛み
は慢性化しやすく、痛みが強く感じられる痛
覚過敏や触覚刺激に対して痛みを感じるア
ロディニアといった痛みの異常が起こる。こ
のような慢性化した痛みは生活の質を著し
く低下させ、労働・学習意欲の減退など社会
的問題を引き起こす。慢性疼痛は難治性であ
り、オピオイドや非ステロイド性抗炎症薬と
いった既存の鎮痛薬が奏効しにくいため、新
たな鎮痛作用機序に基づいた治療法の確立
が必要不可欠である。それ故、複雑かつ多様
な慢性疼痛の発症メカニズムを明らかにす
ることが重要である。 

 
２．研究の目的 
慢性疼痛治療の有力な標的細胞の一つと
して脊髄アストロサイトが挙げられ、その機
能を制御する薬剤が新たな鎮痛薬となる可
能性がある。そこで申請者は脊髄アストロサ
イトの働きに必要不可欠である gap 
junction-connexin43 に着目した。アストロ
サイトに発現する gap junction は、主に
connexin43 と呼ばれるタンパク分子の六量
体が細胞間で結合することにより形成され
る低分子輸送体であり、IP3や Ca2+、グルコ
ースなどを伝播させるほか、細胞外における
pH、K+濃度を調節することにより神経伝達
機能に重要な役割を果たしていることが報
告されている。一方、慢性疼痛における gap 
junction-connexin43 の役割は全く不明であ
る。そこで、本研究では疼痛の慢性化に対す
る 脊 髄 ア ス ト ロ サ イ ト の gap 
junction-connexin43 の機能と役割を明らか
にすることで、新規鎮痛薬のターゲット分子
としての基盤を確立することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
 慢性疼痛モデルとしてddy系雄性マウスの
坐骨神経を部分損傷させることによる神経
因性疼痛マウスを用いた。術後、一定期間経
過したマウスを用いて疼痛閾値を von Frey 
filament により測定し、また脊髄後角部を採
取してconnexin43タンパク発現量をWestern 
blot により解析した。培養脊髄アストロサイ
トは新生児ラット脊髄より定法に従って作
製した。これらに対して、各種薬物を処置後
のconnexin43タンパク発現量変化をWestern 
blot により解析した。また gap junction 機
能は scrape loading dye transfer 法により
解析した。 
 
４．研究成果 
 神経因性疼痛モデルマウスの脊髄後角に
おいて connexin43 発現が著明に低下してい
ることが明らかとなった（図 1）。この現象は
疼痛閾値の低下と相関していた。さらに脊髄
connexin43 低下と疼痛閾値に対する因果関
係を明らかにする目的で、脊髄後角に
connexin43 特異的 siRNA を投与したところ、

投与後 2日目より、有意な疼痛閾値の低下が
観察された（図 2）。これらの結果は、脊髄後
角における connexin43 が神経因性疼痛発症
に重要な役割を担っていることを示唆して
いる。 

 さらにこれらの connexin43 発現低下メカ
ニズムを明らかにする目的で培養脊髄アス
トロサイトを用いて解析を行った。これまで
に炎症性サイトカインが慢性疼痛に関与し
ていることはよく知られている。また最近、
脳アストロサイトにおける connexin43 発現
制御に炎症性サイトカインが関与している
ことも報告されている。そこで、慢性疼痛時
に脊髄後角にて産生増大される腫瘍壊死因
子(TNF-α)、インターフェロン-γ(IFN-γ)
およびインターロイキン-1β(IL-1β)の効
果を検討した。その結果、培養脊髄アストロ
サイトにそれぞれ24、48時間処置するとTNF-
α及び IFN-γにより有意に connexin43 発現
量ならびに gap junction 機能が低下するこ
とが明らかとなった（図 3）。一方、IL-1βは
影響を及ぼさなかった。また、TNF-α及び
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低下し(下図)、それに相関して脊髄後角
におけるconnexin43発現量が低下(上図)
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図2 健常マウスの脊髄くも膜下腔内にconnexin43 
siRNA(5pg, ●)を投与すると、対象群(non-targeting 
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IFN-γを併用することで、connexin43 発現量
ならびに gap junction 機能は相加的に低下
することが明らかとなった（図 3）。次に TNF-
α及び IFN-γによる connexin43 発現低下作
用メカニズムについて、MAP キナーゼ(MAPK)
の関与を検討したところ、TNF-α及び IFN-
γによる connexin43 発現低下は c-jun N 
terminal kinase(JNK)阻害薬であるSP600125
前処置により著明に拮抗されることが明ら
かとなった。一方で、MAPK キナーゼ阻害薬
である U0126 および p38 阻害薬である
SB202190 によっては無影響であった。 

 図3 脊髄アストロサイトにおける炎症性サイトカイ
ンによる connexin43 発現に及ぼす影響 

 
 次に、JNK 活性がどのようなメカニズムを
介して connexin43 発現を低下させるのかに
ついて検討した。まず脊髄アストロサイトに
TNF-α及び IFN-γ処置後、さらにタンパク合
成阻害薬であるcyclohexymideを処置するこ
とで、connexin43 分解に及ぼす影響を観察し
た。その結果、TNF-α及び IFN-γ処置により
connexin43分解はvehicle処置群と比較して
有意に促進していることが明らかとなった。
最近、connexin43 分解には proteasome 系が
関与していることが報告されている。そこで、
proteasome阻害薬であるMG132の効果を検討
したところ、TNF-α及び IFN-γ処置による
connexin43 発現及び gap junction 機能の低
下は、MG132 前処置により有意に拮抗される
ことが明らかとなった。さらに、TNF-α及び
IFN- γ により脊髄アストロサイトの
proteasome 活性が変化しているかについて、
20S proteasome assay kit を用いて検討した
ところ、TNF-α及び IFN-γ処置により
proteasome 活性は有意に増大しており、さら
にこの反応は JNK 阻害薬である SP600125 に
より拮抗されることが明らかとなった。 
 以上、神経因性疼痛モデルを用いた検討に
より、脊髄後角での connexin43 発現低下が
疼痛惹起に関与していることが世界に先駆
けて明らかとなった。さらに培養脊髄アスト
ロサイトを用いた検討により、炎症性サイト
カ イ ン で あ る TNF- α 及 び IFN- γ が
connexin43 発現制御に重要な役割を担って
いることが明らかとなった。また TNF-α及び
IFN-γによる connexin43 発現低下メカニズ
ムには JNK 活性化に基づく proteasome 系の
増大反応が関与していることも明らかとな

った。本研究成果は、慢性疼痛発症における
脊髄 connexin43 の重要性を示唆するもので
あり、connexin43 発現制御に基づく薬物が新
たな鎮痛薬となる可能性を提示している。 
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