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研究成果の概要（和文）：LPAシグナルは神経障害性疼痛、線維筋痛症モデルの形成と維持機構の共通鍵分子で
ある事を明らかにし、創薬標的分子に対する阻害剤探索やin slico解析、最適化合成を行った。慢性疼痛は免疫
系を含む複数のフィードフォワード機構により構成されることを見出したので、特異的薬剤処置やLPAプライミ
ングした培養アストロサイト、iPS細胞、Ｔ細胞をin vivo疼痛機構に再構成する研究を実施した。その結果、ミ
クログリアLPA3受容体-サイトカインによる形成・維持機構、アストロサイトLPA1受容体-ケモカインによる維持
機構が主な仕組みであることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We clarified that LPA signals play roles in the development and maintenance 
of various types of neuropathic pain models and various types of fibromyalgia models. We then 
performed the high throughput and in silico screening of inhibitors and their chemical 
optimizations, and successfully obtained biochemical tools to clarify molecular mechanisms 
underlying chronic pain and therapeutic lead compounds for drug development. As chronic pain was 
found to comprise of multiple feed-forward systems including immune system, we performed the in vivo
 reconstitution of LPA-primed cells (microglia, astrocytes, iPS cells, T-cells). From these studies,
 we found LPA3-microglia-cytokine and LPA1-astrocytes-chemokine production are involved in the 
development and maintenance of chronic pain, respectively.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 

20 年以上の慢性疼痛の研究から、分子病態の

一部が解明され、米国型のアカデミア創薬の

成果も出つつあるが、その戦略は疼痛症状の

緩解にとどまっている。本研究者は末梢神経

障害による神経障害性疼痛モデルから原因

分子リゾホスファチジン酸(LPA)を発見した

(Nature Med. 2004)が、近年の研究から LPA

は種々の神経障害性疼痛や線維筋痛症など、

大半の慢性疼痛についても LPA受容体の関与

を示唆する事実を見出しつつある。興味ある

事実は、こうした慢性疼痛の形成のみならず

維持機構にも LPAシグナルは関与するという

知見を得つつあることである。一連の予備的

研究成果をもとに慢性疼痛機構が LPAシグナ

ルを中心としたフィードフォワードシステ

ムにより形成できることを提案した。その根

拠となる知見は、１）末梢神経障害による慢

性疼痛では、知覚神経における疼痛関連分子

の発現変化と脱髄等・スプラウティングによ

る脊髄入力の増幅（疼痛過敏）とシナプス入

力の再構築による質的変化（アロディニア）、

２）脊髄レベルにおける LPA シグナルによる

グリア細胞活性化による脊髄後角神経応答

可塑性などが、LPA 産生増幅に関連すること、

３）LPAによるミクログリアでの BDNF 産生は

神経 KCC2発現を低下させることで GABA受容

体応答を抑制から興奮性に変換させる(GABA

スイッチ)と連関する、などである。こうし

たメカニズムには LPA1や LPA3受容体が関与

するが、とくに LPA 産生増幅機構には LPA3

受容体の関与が鍵的な役割を果たしている。

申請者らは、その他多くの神経障害性疼痛モ

デルや情動性疼痛モデルにおいても LPA1 と

LPA3 受容体の関与を示す予備的知見を得て

いることから、LPA シグナル制御物質は慢性

疼痛の形成の検証ならびに維持機構と関連

する治療効果に直結するものと期待された。

LPA シグナル制御薬はこれまでの対症療法と

は異なり根治療法に直結する可能性がある

事から、具体的な創薬標的として期待される

のは LPAシグナル制御薬としての受容体拮抗

薬、LPA 合成酵素阻害剤、慢性疼痛維持期に

関与するグリア細胞における LPAシグナルの

下流に位置する責任分子群である。 

 
２．研究の目的 

本研究における最も重要なエンドポイント
は LPA シグナル制御薬が慢性疼痛の根治療
法となりうるか、そしてその創薬標的として
どのようなものが重要であるかを検証する
事にある。より具体的には、 

(1) LPA シグナルを中心とする慢性疼痛フィ
ードフォワードシステムについての各プロ
セスの実験的検証を行う、 
(2) その仮説のもととなった坐骨神経部分

結紮(pSNL)モデル以外の他の慢性疼痛病態
モデルにおいても LPAシグナルは共通して
鍵分子としての役割を有することを検証す
る、 
(3) LPA1、LPA3 のほか LPA5 受容体が関与
する責任細胞の検証とその拮抗薬の発見と
化合物最適化研究を行う、 
(4) 病態特異的に関与する LPA合成律速酵
素の発見とその阻害剤探索・化合物最適化
研究を行う、 
(5) LPA シグナルの上下流に働くグリア細
胞における責任分子を同定する、 
(6) LPA をプライミングした培養グリア細
胞の in vivo中枢系における再構成実験と
責任分子の同定を行う、 
(7) ヒトへの応用として iPS由来グリア細
胞における機能検証に挑戦する、 
(8)線維筋痛症モデルにおける全身性疼痛
の構成要因としての免疫 T細胞の再構築研
究の挑戦を行う、などである。 
 

３．研究の方法 

(1)急性疼痛の代表としての完全フロイント
アジュバント(CFA)炎症性疼痛モデルと慢性
疼痛の代表としての pSNL モデルの両モデル
において LPA産生能の相違についての検証を
行った。各モデル作成後の時間経過ごとに脊
髄後角を摘出し LC-MS/MS 法を用いて内在性
カンナビノイド分子 2-archidonoyl glycerol 
(2-AG)と各分子種の LPA産生を定量比較した。 
 
(2)Paclitaxel のくり返し投与法による化学
療法剤中毒性、1 型ならびに II 型糖尿病モデ
ルにおける末梢性神経障害性疼痛、脊髄損傷
後、脳卒中後モデルにおける中枢性神経障害
性疼痛における LPA1, LPA3 受容体の関与な
らびに脱髄、LPA 産生についての評価を行っ
た。 
 
(3)LPA 受容体拮抗薬の創薬スクリーニング
について東京大学化合物ライブラリーを用
いてハイスループットスクリーニング(HTS)
を行った。LPA1受容体については結晶解析が
完成した S1P受容体のホモロジーモデリング
解析および結晶解析報告後はその結晶モデ
ルを用いて分子動力学的シミュレーション
解析を行った。同様に in silico 解析を含め
た LPA 受容体拮抗薬の合成最適化を行った。 
 
(4)LPA合成はホスホリパーゼ PLA2類と オー
トタキシン(ATX)の 2 段階によるが、多様性
の高い PLA2 について既存の入手可能な阻害
剤による疼痛への影響を解析すると共に、
cPLA2, iPLA2、sPLA2 の合計 20 種類以上の遺
伝子発現について pSNL モデルでの遺伝子発
現の時間経過を測定し、候補となる酵素につ
いて、リコンビナント酵素を用いた酵素活性
評価系を確立し、種々の化合物ライブラリー
を用いて阻害剤の HTS を行い、合成最適化も
行った。 



 
(5)神経障害性疼痛形成期ならびに維持期に
おける LPA産生と LPA作用に関与するミクロ
グリアならびにアストロサイトの役割を検
証し、責任分子の解析を行った。 
 
(6)マウス新生仔大脳から培養アストロサイ
トを調製し、デュッシュ内へ LPAを添加プラ
イミングし、洗浄後、脊髄くも膜下腔へ投与
し、疼痛惹起を検証した。一方、その培養細
胞に発現する LPA受容体、サイトカインやケ
モカインレベルを解析し、LPA添加と LPA1/3
拮抗薬による発現に対する影響を解析した。 
 
(7)ヒト iPS由来のアストロサイトを購入し、
同様に LPAプライミングしたのち LPA受容体、
サイトカイン、ケモカインへの影響を観察す
ると共に、脊髄くも膜下腔へ投与し、疼痛惹
起能の検証を行った。 
 
(8)各種線維筋痛症はくり返しストレスを必
要とすること、病態時の末梢血に LPA産生が
認められことから、免疫系の関与を知るため
に LPAをプライミングしたのち静脈注射によ
り疼痛検定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) pSNL後数時間において脊髄後角の LPA産
生は時間依存性に検出されたが、CFA モデル
では顕著な増加は観察されなかった。2-AGに
ついては CFAモデルでは増加が観察されたが、
pSNLモデルでは初期のみ観察され、LPA 産生
が観察される時間帯ではむしろ抑制される
傾向にあった。この結果は pSNL モデルにお
ける疼痛過敏は LPA1 受容体欠損マウスで消
失するが、CFA モデルの疼痛過敏は顕著な影
響が観察されなかったことと同方向である
ことが明らかになった。 
 
(2) Paclitaxel モデルにおける慢性疼痛は
LPA1 と LPA3 KO マウスにおいて消失し、
LPA1/3 拮抗薬を当初から適用した場合にも
同様に遮断された。このモデルでは pSNL と
同様に脊髄後根における脱髄が観察され、同
様に LPA1、LPA3、ATXの遺伝子欠損マウスに
おいても遮断された。この脱髄に関する仕組
みは pSNL と同様にカルパインが関与する事
を阻害剤実験により検証できた。Paclitaxel
モデルでは LPA 産生の増加も確認され、LPA1
と LPA3 遺伝子欠損マウスにおける消失も確
認できた。同様に糖尿病モデルや脊髄損傷後
における疼痛過敏についても LPA1 遺伝子欠
損マウスにおける消失の確認ができた。また、
脳卒中後モデルについては新たにローズベ
ンガルを用いた血栓性脳梗塞モデルを作成
し、tPA との併用により増強される慢性疼痛
モデルシステムを完成し、その慢性疼痛は
LPA 受容体 KO マウスにおいて消失すること
も確認できた。 
 

(3) LPA1受容体の分子動力学的シミュレーシ
ョン解析から、これまで報告されてきた LPA
受容体拮抗薬の atomisticな作用部位が異な
ることが明らかとなり、アロッステリックモ
デュレーター発見の手がかりが得られた。
LPA2 や LPA3 受容体についても同様な解析を
行い、合成最適化研究に役立てた。 
 
(4)慢性疼痛における cPLA2、iPLA2 ならびに
sPLA２,ATXは慢性疼痛の形成期、維持期のい
ずれかにそれぞれ有意な役割を果たす事が
確認されたので、その候補分子種について蛍
光剤 Bodipyを用いた FRETシステムを用いた
アッセイシステムを完成した。in silico ス
クリーニングとこのアッセイシステムを用
いた HTSからヒット/リード化合物を発見し、
それらの中には in vivo 全身投与でも疼痛治
療活性を有する例を見出すことに成功した。
このうち数種の創薬標的酵素については合
成最適化ののちに経口投与によっても疼痛
治療を可能とする化合物を見出すことに成
功し、PK/PD 的にも優れている事が確認され
た。 
 
(5)神経障害性疼痛形成期ならびに維持期に
おいてミクログリアならびにアストロサイ
トの阻害剤（細胞毒素）による疼痛抑制、LPA
産生を解析したところ、LPA 産生増幅には主
にミクログリア由来のサイトカインが関与
し、産生された LPA はアストロサイト活性化
を介して疼痛過敏に関与する事が明らかに
なった。こうした阻害剤の特異性はマウス脊
髄から組織を摘出し分散後フローサイトメ
トリー(FACS)を用いて特異的なミクログリ
ア、アストロサイトについての細胞マーカー
を指標としてその選択的毒性を検証するこ
とにも成功した。 
 
(6)マウス新生脳由来培養アストロサイトに
は LPA受容体のうち主に LPA1と LPA6が発現
することが明らかになった。この培養細胞に
10 microM 濃度の LPA を添加したが、6 時間
後の受容体遺伝子発現には影響が観察され
なかった。LPA 添加は複数のケモカインの発
現を有意に増加させ、LPA1/3 拮抗薬添加によ
り有意に遮断されたが、代表的な IL-1beta
をはじめとするサイトカイン類の発現には
影響が観察されなかった。そこで、LPA をプ
ライミングしたアストロサイトを洗浄調製
したものを脊髄くも膜下腔へ投与したとこ
ろ疼痛惹起が確認され、その効果は LPA1/3
拮抗薬により遮断された。LPA プライミング
により LPA受容体刺激を介して発現上昇した
特定のケモカインは pSNL モデル作成後 2 週
間において脊髄後角に免疫組織化学的に発
現上昇が確認され、この変化は In Cell アナ
ライザーを用いた定量解析においても有意
差が確認され、さらにこの変化は LPA1/3 受
容体拮抗薬により有意に遮断された。 
 



(7)ヒト iPS 由来のアストロサイトを 7 日間
培養した後、LPA 受容体発現を測定したとき、
LPA2, LPA6の高発現は確認されたが、LPA1, 
LPA3の有意な発現は観察されなかった。また
10 microM 濃度の LPA 添加を行った時にもそ
の受容体発現に変化は観察されなかった。し
かも LPA添加によりケモカイン量を定量した
とき、CCL5, CXCL1, CXCL12 等代表的なケモ
カインの遺伝子発現上昇は観察されなかっ
た。また、LPA をプライミングしたヒト iPS
由来のアストロサイトをマウス脊髄くも膜
下腔へ投与した時にも著明な疼痛過敏は観
察されなかった。マウスとヒト iPS の間に見
出された相違の理由の一つとして種差の問
題が含まれている可能性はある。しかし、今
回用いたアストロサイトへ分化させた iPS由
来細胞の表現型に課題がある可能性も除外
できない。今後は、異なる種類の iPS由来ア
ストロサイトを用いた研究において、LPA1受
容体の発現が確認されるものがあれば、それ
により再検討する必要がある。その他の要因
として、神経系ネットワークに存在するアス
トロサイトは様々な異種細胞由来の生理活
性物質によりプライミングされている可能
性もある事から、ヒト iPS由来アストロサイ
トをそうしたネットワーク環境を再現する
共培養系あるいは関連生理活性物質存在下
において検証する事も必要である。 
 
(8)ヒト型 T リンパ球様細胞(H9 細胞)では
LPA2 や LPA6 受容体が発現することが確認さ
れた。LPA を添加したが、サイトカインやケ
モカイン発現には顕著な影響は確認されず、
LPAプライミングした H9細胞の静脈内注射に
よっても疼痛過敏は確認されなかった。 
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