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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は、内因性の疼痛制御機構の調節における脳内の脂肪酸―
GPR40/FFAR1 シグナルの役割を解明することである。GPR40/FFAR1 シグナルを薬理学的または遺伝子工学的によ
り抑制したマウスに対して、術後痛を負荷すると、対照マウスと比して痛みが持続し、慢性化することが明らか
となった。さらに、術後痛の急性期の視床下部や中脳において、数種類の遊離脂肪酸含量が増加することも示し
た。
　以上、脳内の  n-3 系脂肪酸―GPR40/FFAR1 を介した機構は、痛みの調節において重要なシグナルであり、急
性痛から慢性疼痛へと移行する過程にこれらシグナルの低下が関与している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we provided that brain free fatty acids-GPR40/FFAR1 signaling
 is an important factor in the regulation of endogenous pain control system.  We found that a 
GPR40/FFAR1 antagonist or its deficient mice induced exacerbation of postoperative pain after paw 
incision. Furthermore, some free fatty acids including docosahexaenoic acid increased in the brain 
of an earlier phase of postoperative pain state. Finally, our findings suggested that, in the pain 
state, GPR40/FFAR1 signaling may play a key role in the modulation of the endogenous pain control 
system and that GPR40/FFAR1 signaling could be an important factor facilitating recovery of pain. 
Finally, modulation of these signaling may be involved in the transition from acute to chronic pain.

研究分野： 中枢薬理学
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１．研究開始当初の背景 

(1) これまでに我々は ドコサヘキサエン

酸（DHA）が種々の異なる疼痛試験におい

て、用量依存的な抗侵害（鎮痛）作用を示

すこと（Biol. Pharm. Bull., 2010）、その抗

侵害作用発現機序の一因には、内因性のオ

ピオイドペプチドの一つである -エンド

ルフィン（内因性の鎮痛用物質）の遊離を

介した間接的作用であること等を明らか

にしている（Eur. J . Pharmacol., 2011）。し

たがって、DHA などの種々の脂肪酸が生

体内の疼痛制御機構において重要な役割

を果たす可能性を提唱している。 

(2) 近年、脂肪酸に関する様々な研究報告

が蓄積してきた結果、脂肪酸は単なる栄養

素に留まらず、シグナル伝達分子として重

要な役割を果たしていることがわかって

きた。事実、各種脂肪酸がそれぞれ特異的

に G 蛋白共役型 7 回膜貫通型の新規膜

型脂肪酸受容体（GPR40/FFAR1 など）を

活性化し、種々の生理作用を発揮すること

が報告されている（Nature, 2003）。なかで

も、 DHA のような多価不飽和脂肪酸は 

GPR40/FFAR1 のリガンドであることが報

告され (JBC, 2003)、これらの受容体を介

した脂肪酸シグナルは、末梢領域において

インスリンなどのホルモン分泌の調節を

介して糖・脂質代謝の恒常性維持に関与し

ていることから、糖尿病治療薬の標的分子

として注目されている。 

 一方、中枢神経系領域においては、これ

ら受容体は広範囲に渡って発現している

ことが知られている。それにもかかわらず、

生理的な意義やその役割はほとんどわか

っ て い な い 。 最 近 、 著 者 ら は 

GPR40/FFAR1 のアゴニスト  GW9508 

の脳室内投与により抗侵害作用を示すこ

とや視床下部、特に弓状核領域において 

-エンドルフィンの発現が増加すること

を見いだした。DHA による抗侵害作用の

発現には脳内  GPR40/FFAR1 を介した 

-エンドルフィンの遊離が関与している

ことを示した (Brain Res., 2012)。 

 さらに最近、脳内脂肪酸—GPR40/FFAR1 を

介したシグナル機構に対する下行性疼痛制

御 機 構 の 関 与 を 中 心 に 検 討 を 行 い 、

GPR40/FFAR1 が プロオピオメラノコルチ

ン（POMC）神経、セロトニン（5-HT）お

よびノルアドレナリン作動性神経上に発現

していることを明らかにした。さらに、

GPR40/FFAR1 アゴニスト  GW9508 や 

DHA は下行性疼痛制御機構に関連する神経

を直接または間接的に活性化させ、ホルマリ

ン誘発疼痛や完全フロインドアジュバンド

（CFA）誘発炎症性疼痛に対して抗侵害作用

を示すことを報告した。これらの結果は脳内

の脂肪酸—GPR40/FFAR1 を介したシグナル

機構が、下行性疼痛抑制機構の活性化および

調節を担っている可能性を示している（Br. J. 

Pharmacol., 2015）。 

  

２．研究の目的 

(1) 本研究の目的は、疼痛時における脳内脂

肪酸—GPR40/FFAR1 シグナル機構の役割に

ついて、GPR40/FFAR1 ノックアウトマウス

を 用 い て明 ら か に す る 。 最 終 的 に は

GPR40/FFAR1 シグナル機構の活性化が新

たな疼痛制御機構となることを証明し、疼痛

のための創薬ターゲットになりうることを

提唱することを目的とする。具体的には、以

下の 2 つの点について明らかにする。 

1.神経障害性疼痛、炎症性疼痛や術後痛モデ

ルマウスを作製し、GPR40/FFAR1 の蛋白質

発現変化および脳内のリピドミクス解析を

行い、脂肪酸—GPR40/FFAR1 シグナル機構

の機能的意義を明らかにする。 

(2). GPR40/FFAR1 欠損による疼痛発現の

変 容 に 関 し て 解 析 を 行 い 、 脂 肪 酸 —

GPR40/FFAR1 シグナル機構の破綻が、神経

障害性疼痛の病態形成やその後の慢性化に



関与していることを証明する。 

 

３．研究の方法 

(1). 動物 

7 週齢の  ddY 系雄性および  5 週齢の 

C57BL/6J 系雄性マウスを使用した。また、

GPR40/FFAR1 欠損マウスは、京都大学 平澤 

明准教授より分与して頂いた。 

(2). 試薬ならびに投与方法 

GW1100 (GPR40/FFAR1 アンタゴニスト) は 

10 μg/mouse の用量で脳室内 (i.c.v.) 1 日 1 回

5 日間反復投与を行った。naloxone は 1 μ g 

/mouse の用量で i.p. 投与を行った。i.c.v. 投

与は Heley and McCormic の方法に従い行っ

た。 

(3). 術後痛モデルマウスの作製 

Brennan らの方法を用いて作製した。麻酔下、

マウスの右側後肢足底部を、メスを用いて足

裏の皮膚と筋膜をかかとからつま先に向け 

5mm 切開した。次に、先曲ピンセットを用

いて筋肉を 10 回持ち上げ、メスで縦方向に 

5 回筋肉を断裂しないように切開した。切開

後、筋肉を元の位置に戻し、6-0 ナイロンで

縫合した。偽手術群 (sham 群) は、右側後肢

足底部に 10％ ポピドンヨードによる消毒

のみ行い作製した。 

(4). von Frey 試験 (vF) 

機械的刺激に対する逃避反応の評価は vF 

試験を用いた。von Frey filament は 0.16 g と 

0.4 g を使用した。マウスの後肢腹側中心部

に、filament を少し曲がるまで垂直に押し当

て、6 秒間刺激し逃避反応を観察した。この

操作を 10 回繰り返し、逃避反応を示した回

数を記録した。フィラメントに対する反応回

数の増加を機械的刺激に対する過敏性あり

として評価した。 

(5). 脳組織抽出液の調製および  Real time 

PCR 用サンプルの調製 

RNeasy Mini kit を用いて RNA を抽出し、 

PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser を

用いて cDNA を調製した。 

(6). Real time PCR 法 

FastStart Essential DNA Green Master を用いて 

SYBERGREEN 法にて行った。 

(7). 免疫組織染色 

蛍光二重免疫組織染色は、常法のプロトコー

ルに従って行った。 

(8). 遊離脂肪酸測定 

LC-MS/MS にて測定した。 

(9). 統計学的処理 

一元配置分散解析または二元配置分散解析

を行った後に、 Tukey test または Bonferroni 

を用いて統計的解析を行った。２群間の比較

は Student’s t-test を用いた。全ての結果は、

平均 ± 標準誤差として表した。有意差は、

危険率 5% を基準とした。 

 

４．研究成果 

(1) 術後痛時における脳内脂肪酸

―GPR40/FFAR1 シグナル機構の関与 

術後痛モデルマウスは、術後 1 日目から機

械的刺激に対して過敏反応が認められ、これ

は 2 日目をピークとして 3 日間持続した。

術後 4 日目の痛み閾値は sham レベルまで

改善した。このモデルマウスに対して、

GPR40/FFAR1 アゴニストの GW1100 を 5 

５日間反復脳室内投与すると、上記で認めら

れた機械的過敏反応は 6 日目まで増強し、7 

日目には消失した。 

 これらの条件下、術後 2 日目の視床下部

では、ドコサヘキサエン酸（C22:6）、オレイ

ン酸（C18:1）およびパルミチン酸（C16:0）

含量が、sham 群と比較して有意に増加した。

しかし、アラキドン酸（C20:4）およびステア

リン酸（C18:0）は sham 群と何ら変化は認

められなかった。また術後 １ および 4 日

目にはこれら遊離脂肪酸の変動は sham 群

と同程度であった。したがって、術後痛の早

期の段階において、視床下部の遊離脂肪酸含

量が増加することが明らかとなった。以上の



結果から、脂肪酸―GPR40/FFAR1 シグナル

の活性化が、内因性の疼痛制御を担う重要な

機構であることが示唆された。 

(2) 痛みの慢性化機構における脳内脂肪酸

-GPR40/FFAR1 シグナルの役割 

ワイルドタイプ (WT) マウスを用いて作製

した術後痛モデルマウスは、術後 1 日目から

機械的刺激に対する過敏反応が認められ、術

後 4 日目には回復していた。一方、

GPR40/FFAR1 欠損（GPR40/FFAR1）マウス

は、WT と比較して術後 4 日目以降も機械

的刺激に対して過敏を示し、この現象は 7 

日間以上続き 14 日目には回復した。これら

の結果は、GPR40/FFAR1KO によって内因性

の疼痛制御機構の機能低下または破綻が生

じていることが示唆された。 

 

(3) 疼痛モデルマウスを用いて、疼痛時にお

ける脳内の遊離脂肪酸の挙動に変化を与え

る脂質関連因子の解析を行った。術後 2 日

目の視床下部において、ドコサヘキサエン酸

およびオレイン酸の増加が術後痛モデルマ

ウスで認められた。アストロサイトに主に発

現している脂肪酸結合蛋白質 FABP7 mRNA 

の発現は、コントロールマウスと比較して術

後痛マウスで有意に低下した。一方、リン脂

質を加水分解し遊離脂肪酸を産生する酵素

のホスホリパーゼ A2 (PLA2) は、術後痛モ

デルマウスにおいて、iPLA2 mRNA の発現が

有意に増加した。以上より、疼痛時における

脳内の DHA を含む遊離脂肪酸の変化は、

iPLA2 の発現増加および FABP7 mRNA の

発現低下が関与していることが示唆された。 

 本研究は脳内の脂肪酸—GPR40/FFAR1 シ

グナル機構は内因性の疼痛制御機構の調節

を担う重要なシグナルである可能性を提唱

した。さらに著者らは、術後痛の急性期の脳

において、ドコサヘキサエン酸を含む数種類

の遊離脂肪酸含量が増加することを見出し

た。さらに、GPR40/FFAR1 遺伝子欠損マウ

スへ術後痛を負荷すると、痛みが慢性化する

ことも明らかにした。以上の結果から、脳内

の  n-3 系脂肪酸—GPR40/FFAR1 を介した

機構が、急性痛から慢性疼痛へと移行する過

程において重要なシグナルであることを提

唱した。 
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