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研究成果の概要（和文）：4-Nitrophenylphosphatase domain and non-neuronal SNAP25-like protein homolog
 (NIPSNAP1)は、シナプス膜とミトコンドリアに存在している。シナプス膜のNIPSNAP1は、神経ペプチドのノシ
スタチンと結合し、触覚刺激が痛みとなるアロディニアの抑制に関与している。本研究では、後根神経節の神経
細胞において、NIPSNAP1が活性酸素種の産生とミトコンドリアのオートファジー（マイトファジー）の制御に関
与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：4-Nitrophenylphosphatase domain and non-neuronal SNAP25-like protein homolog
 (NIPSNAP) 1 is expressed in the synaptic membrane and the mitochondria. Synaptic NIPSNAP1, which 
interacts with the neuropeptide nocistatin, has been implicated in the inhibition of tactile pain 
allodynia. Here, we investigated the involvement of NIPSNAP1 in the mitochondrial functions in the 
dorsal root ganglion neurons prepared from NIPSNAP1-deficient mice. We revealed that NIPSNAP1 is 
involved in the regulation of reactive oxygen species production and the autophagy of the 
mitochondria in dorsal root ganglion neurons.

研究分野： 疼痛学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
 脊髄損傷、がん、糖尿病に伴う慢性痛では、
本来痛みを感じない触覚刺激までもが痛み
となるアロディニアや痛覚過敏反応が見ら
れる。これらの痛みは、非ステロイド性抗炎
症薬やモルヒネなどの鎮痛薬が有効ではな
く、難治性となっている。本研究代表者らは、
アロディニアや痛覚過敏反応を抑制するペ
プチドとしてノシスタチンを発見した
(Okuda-Ashitaka E et al. Nature,1998)。
さらに、ノシスタチン結合分子として、
4-nitrophenylphosphatase domain and 
non-neuronal SNAP25-like protein homolog 
1 (NIPSNAP1)をマウス脊髄シナプス膜画分よ
り単離・同定した(Okuda-Ashitaka E et al. 
J Biol Chem,2012)。NIPSNAP1 遺伝子欠損マ
ウスでは、ノシスタチンによるアロディニア
の抑制作用が消失することを見いだした。 
 さらに、NIPSNAP1 遺伝子欠損マウスでは、
炎症性疼痛の増悪や長期持続という疼痛の
慢性化が認められた。しかし、ノシスタチン
による炎症性疼痛の抑制作用は NIPSNAP1 遺
伝子欠損マウスにより消失しなかったこと
より、シスタチン非依存的な効果と考えられ
た。また、(1)NIPSNAP1 は、細胞膜とミトコ
ンドリアに局在している、(2)Cos7 細胞に
NIPSNAP1 を高発現すると、ミトコンドリアが
核近傍に凝集する、(3)アルツハイマー病の
病因とされるアミロイド前駆体タンパク質
とNIPSNAP1が結合することにより、NIPSNAP1
のミトコンドリアへの移行やタンパク質の
フォールディングが抑制される (Nautiyal M 
et al. Eur J Neurosci,2010)(4)NIPSNAP1 は
MAP1LC3 や GABARAP などオートファジー関連
分子との会合する(Behrends C et al. Nature, 
2010)ことが明らかになっている。しかし、
NIPSNAP1 によるミトコンドリア動態や機能、
への影響、オートファジーにおける役割につ
いて詳細は不明である。 
 そこで、疼痛の慢性化制御機構の一つとし
て、「NIPSNAP1 が、(1)炎症によってもたらさ
れた損傷ミトコンドリアを、(2)オートファ
ジー分子との相互作用によるミトコンドリ
アの処理(マイトファジー)を介して、(3)疼
痛の慢性化を抑制している」というミトコン
ドリアの品質管理に基づく疼痛制御の仮説
を提唱するに至った。  
 
２．研究の目的 
 本研究では、NIPSNAP1 による(1)ミトコン
ドリアの機能制御、(2)ミトコンドリアのオ
ートファジー(マイトファジー)制御、(3)疼
痛の慢性化に焦点をあて、ミトコンドリアの
品質管理に基づく疼痛慢性化の制御機構を
解明する。 
 
(1)NIPSNAP1 によるミトコンドリア機能制御 
 NIPSNAP1 によるミトコンドリア動態、ATP
産生、アポトーシス、活性酸素種(ROS)など
のミトコンドリア機能への影響を検討する。

(2)NIPSNAP1 によるマイトファジー制御 
 ミトコンドリア脱共役剤carbonyl cyanide 
m-chlorophenyl hydrazine (CCCP)の添加に
よりマイトファジーを誘導し、NIPSNAP1 によ
るオートファジー関連分子の細胞内動態に
ついて明らかにする。また、オートファジー
の最終段階のオートリソソーム内が酸性で
あることから、pH 感受性蛍光タンパク質
Keima-Red とミトコンドリア局在化シグナル
融合タンパク質と、損傷ミトコンドリアにユ
ビキチンを付加するParkinの発現プローブを
用いマイトファジーの定量解析を行う。 
 
(3)マイトファジーと疼痛慢性化との関連 
 疼痛モデルにおける NIPSNAP1 やオートフ
ァジー関連分子の発現変化を明らかにする。
また、NIPSNAP1 の炎症性疼痛の慢性化機構を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養と遺伝子導入 
 マウス NIPSNAP1 遺伝子を HEK293 細胞に導
入し、安定発現細胞（HEK-NIPSNAP1）を樹立
した。30 μM CCCP を 24時間添加した。また、
5-12 週齢の野生型(C57BL6/J)と NIPSNAP1 遺
伝子欠損マウスから後根神経節(DRG)を採取
し、コラゲナーゼ処理により得られた神経細
胞を用いた。 
 
(2)ミトコンドリア機能解析 
 ATP 測定ではホタルルシフェラーゼ発光法、
ROS ではジヒドロエチジウム(DHE)染色、一酸
化窒素ではNADPHジアホラーゼ活性の測定法
を用いた。アポトーシスの検出は、切断型カ
スパーゼ 3抗体を用いた。 
 
(3)マイトファジーの解析 
 p62、LC3 の発現と局在は、immunoblotting
と免疫染色により行った。また、ミトコンド
リア局在化シグナルを付加した Keima-Red と
Parkin発現プラスミドをリポフェクトアミン
により細胞導入し、36 時間培養した。その後、
CCCP を添加し 24 時間処理した。2 励起波長 
(550 nm, 440 nm)、蛍光波長 (610 nm)の条
件で共焦点顕微鏡により撮影した。中性では
440 nm、酸性では 550 nm の励起による蛍光
強度が高い。励起波長比(550 nm/440 nm)に
よる蛍光強度を定量した。 
 
(4)疼痛モデル 
 カラゲニンやホルマリン後脚皮下投与に
よる炎症性疼痛モデル、ストレプトゾトシン
腹腔内投与による１型糖尿病モデルを作製
した。von Frey 試験による機械刺激に対する
疼痛反応を測定した。また、パラホルムアル
デヒド緩衝液で固定した組織切片は、免疫組
織染色を行い、共焦点顕微鏡で観察し、Image 
J を用いて蛍光強度を定量した。 
 
 



４．研究成果 
 
(1)NIPSNAP1 によるミトコンドリア機能制御 
 HEK-NIPSNAP1 細胞では、NIPSNAP1 はミト
コンドリアに局在していた。ミトコンドリア
局在チャネル VDAC の発現量や、融合型や分
裂型のミトコンドリア数には影響を及ぼさ
なかった。また、NIPSNAP1 欠損マウスの脳、
脊髄、DRG では、VDAC や HSP60 の発現量にも
変化は見られなかった。 
 NIPSNAP1 欠損 DRG 細胞では、ATP 量は僅か
な (1.3 倍)の上昇を示した。一方、DHE 染色
では、酸化型の陽性細胞が 4倍に増加し、ROS
産生が亢進していることが明らかになった。 
 NIPSNAP1 欠損 DRG 細胞では、カスパーゼ 3
活性が 40％抑制され、アポトーシスが抑制さ
れていることが示唆された。 
 
(2)NIPSNAP1 によるマイトファジー制御 
①LC3 
 LC3 にフォスファチジルエタノールアミン
と結合した LC3-II は、隔離膜に結合し、オ
ートファゴソームを形成する。NIPSNAP1 欠損
DRG 細胞では、隔離膜に結合する LC3-II の割
合が上昇した。 
 
②p62 
 p62 はユビキチン化タンパク質凝集体に結
合し、オートファゴソームへの誘導を担うア
ダプター分子である。NIPSNAP1 欠損 DRG 細胞
では、p62 の発現レベルの変化はないが、ド
ッド状の凝集体が見られ、その数は 1.8 倍に
上昇した。また、ミトコンドリアと p62 の共
局在も 2.0 倍に増加していた。これらの上昇
は、CCCP 処理を行った野生型細胞でも見られ
た。 
 
③リソソーム融合 
 リ ソ ソ ー ム タ ン パ ク 質 の LAMP2 や
LysoTracker とミトコンドリアの共局在を検
討したところ、未処理の NIPSNAP1 欠損 DRG
細胞には差は認められなかった。野生型 DRG
細胞へのCCCP 添加により、リソソームとミト
コンドリアの共局在は、6 時間で 7 倍、24 時
間で 2倍に上昇した。その上昇はNIPSNAP1 欠
損により抑制された。 
 
④マイトファジー検出プローブ 
 Keima-Red 蛍光タンパクは励起スペクトル
が pH により変化し、Parkin は損傷ミトコン
ドリアにユビキチンを付加することでマイ
トファジーが実行される。ミトコンドリア局
在化シグナルを付加したKeima-RedとParkin
発現プラスミドを HEK-NIPSNAP1 細胞に導入
したこところ、励起波長比(550 nm/440 nm)
の蛍光強度値が 1.6 倍上昇し、酸性状態での
局在が上昇していた。その上昇率は、CCCP 処
理細胞と同程度であった。この結果より、
NIPSNAP1 は、マイトファジーを促進すること
が示唆された。 

NIPSNAP1 欠損細胞において、LC3-II、p62
凝集体、p62 とミトコンドリアの共局在が上
昇したことより、オートファゴソームは形成
していると考えられる。しかし、CCCP 処理に
よる損傷ミトコンドリアは、リソソームの共
局在が NIPSNAP1 欠損細胞で抑制されたこと
より、リソソームとの融合が阻害されたと考
えられる。 
 
(3)マイトファジーと疼痛慢性化との関連 
 NIPSNAP1 欠損マウスでは炎症性疼痛の増
強が認められたが、末梢組織の浮腫、ケモカ
イン産生、マクロファージの浸潤には差がな
く、脊髄後角の ERK のリン酸化が上昇した。
NIPSNAP1 は末梢組織の炎症反応の亢進では
なく中枢性制御に関与することが示唆され
た。 
 そこで、NIPSNAP1 欠損マウスの脊髄後角に
焦点を絞り解析したところ、オートファジー
関連分子の LC3、LAMP2、Hsc70 には変化がな
かったが、p62 の発現が有意に上昇した。p62
の発現上昇と疼痛慢性化の解明は今後の課
題である。 
 他方、オートファジーと糖尿病との関連が
報告されていることから、NIPSNAP1 欠損マウ
スの１型糖尿病モデルを作製した。糖尿病に
伴う機械刺激に対する疼痛閾値は、NIPSNAP1
欠損マウスと野生型ではいずれも低下を示し、
有意な差は認められなかった。１型糖尿病モ
デルの脊髄後角では、ROS 産生抑制、NO の産
生上昇が見られたが、p62の発現変動は見られ
なかった。 
 NIPSNAP1 がアロディニア抑制に関与するこ
とから、脊髄後角におけるアロディニア発症
機構として JNK と MCP-1 による経路を解明し
た。この経路はNIPSNAP1 欠損マウスにおいて
も認められたことより、NIPSNAP1 を介さない
アロディニア発症経路と考えられた。 
 
 以上のことより、NIPSANP1 は、ROS 産生、
アポトーシス抑制、ミトコンドリアの品質管
理を担うマイトファジーのオートリソソーム
形成の制御に関与することが示唆された。 
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