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研究成果の概要（和文）：過分極誘発陽イオンチャネル（HCN1～4）は細胞内cAMPによって電流が増大するとい
う特徴を持ち、痛覚伝導路において重要な機能を果たすことが報告されているが、脊髄における発現分布や機能
については不明な点が多い。我々はHCN4 陽性細胞の細胞体が主にII 層深部とIII 層に局在していることが明ら
かとした。さらに脊髄後角においてHCN4はパルブアルブミンもしくはプロテインキナーゼCγ（PKCγ）と共発現
しており、HCN4 陽性細胞の大多数が興奮性介在ニューロンであることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We generated transgenic mouse (HCN4+/luc), in which  luciferase and stop 
codon was knocked-in at the upstream of HCN4 translation initiation site to visualize 
HCN4-expressing cells. We found that HCN4 was expressed in spinal dorsal horn by assessing the 
chemiluminescence in HCN4+/luc.In addition, we generated another line knock-in mouse which in HCN4 
expression level could be reversibly suppressed by oral doxycycline (DOX) administration using 
tetracycline trans activator and the responsive element (HCN4+/tTA-TRE). We crossed these two lines 
and generated a double knock-in mouse to knockdown HCN4 completely with DOX and clarified that the 
locus of HCN4 is specifically in spinal dorsal horn. HCN4 positive cells in spinal dorsal horn was 
co-expressed with parvalbumin and protein kinase Cγ, which indicated that the most of HCN4 positive
 cells was included in excitatory interneuron. We will perform further investigation of contribution
 of HCN4 positive cells on development of allodynia. 

研究分野：麻酔学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々はHCN4遺伝子の翻訳開始点にテトラサイクリントランスアクチベータ(tTA) とその応答配列(TRE) をノック
インしたマウス(HCN4+/tTA-TRE)とHCN4+/lucを交配したマウス(HCN4luc/tTA-TRE)を作成した。このマウスを用
いて、HCN4 陽性細胞の細胞体が主にII 層深部、III 層に局在していることが明らかとした。さらに脊髄後角に
おいてHCN4陽性細胞はパルブアルブミンもしくはプロテインキナーゼCγ（PKCγ）と共発現しており、興奮性介
在ニューロンであることが判明した。PKCγ陽性の興奮性介在ニューロンはアロディニア形成に関与している可
能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
過分極誘発湯インチャネルは HCN1～4のサブタイプを持ち、6回膜貫通型チャネルファミリ
ーの一つで、細胞内 C端には cyclic nucleotide binding domain (CNBD)を持ち、CNBDに cAMP
が結合すると HCN チャネルの電位依存性活性化曲線が右方移動し、チャネル開口率の上昇、
HCN 電流の増加を引き起こす。この性質に基づき、HCN チャネルは心臓ペースメーカー細胞
では自律神経系による心拍数の制御や、ニューロンでは自発発火頻度や後シナプス電位の荷重
の制御に中心的な役割を果たしている。近年、後根神経節に存在する HCNチャネルは疼痛制御
おいて重要な働きを示していることが報告されている。 
一方、我々は HCN4 の翻訳開始点にホタルルシフェラーゼをノックインしたマウス

(HCN4luc/+)を作成し、ルシフェラーゼによる化学発光を確認することで、HCN4 が脊髄後角に
特異的に発現していることを明らかにした。 
この HCN4発現ニューロンは、疼痛制御において重要な機能を果たすことが予想されるが、
その機能は全く不明のままである。 

HCN4は脊髄後角浅層だけでなく、中枢神経系の様々な部位に存在している。そのため、単純
な HCN4ノックアウトマウスや HCN4阻害剤の全身投与では、疼痛制御における HCN4の機
能を解明することは容易ではない。そこで申請者はこの HCN4発現ニューロンの脊髄後角にお
けるその機能を明らかとするため DREADD(designer receptor exclusively activated by 
designer drug)システムを利用することを着想した。 

DREADD システムとは内在しない人工化合物をリガンドとする遺伝子改変受容体を特定の
ニューロンに発現させ、そのリガンドを投与することにより、そのニューロンの興奮性を人工的
に操作する技術である。例えば G タンパク質結合型である M3 ムスカリン型受容体に突然変異
を加え、特異的リガンドである酸化クロザピン(CNO)に対する親和性を上昇させ、内因性のアセ
チルコリンには反応しないが CNOによってのみ反応する Gi カップリング DREADD (hM4Di)
が開発されている。また、逆に Gsカップリング DREADD (GsD)も開発されている。 
そこで本研究では、下図に示すように tetracyline応答配列によって GsDもしくは hM4Diを
発現するトランスジェニックマウス（TRE-DREADD-tg）を作成し、HCN4+/tTA-TRE マウスと交
配することにより、HCN4を発現するニューロンにおいて特異的に GsDもしくは hM4Diを発
現するマウス（HCN4+/tTA_TRE・TRE-DREADD-tg）を作成する。さらに、このマウスの髄腔内
に人工リガンドを局所投与することで HCN4発現ニューロンの細胞内 cAMP量を制御し、その
活動を制御することを試みる。 
 
２．研究の目的 
本研究では HCN4 の発現部位をさらに詳細に解析し、DREADD システムを使用することで、
脊髄後角の HCN4を特異的に活性化し、その脊髄における機能を明らかにすることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 

HCN4 の発現部位を詳細に解析するため、HCN4 遺伝子の翻訳開始点にホタルルシフェラー
ゼをノックインしマウス(HCN4luc/+)を用いて、脊髄後角に HCN4が特異的に発現していること
を発見した。さらに HCN4遺伝子の翻訳開始点にテトラサイクリントランスアクチベータ(tTA) 
とその応答配列(TRE) をノックインしたマウス(HCN4+/tTA-TRE)とHCN4+/lucを交配したマ
ウス(HCN4luc/tTA-TRE)を作成し、ドキシサイクリンを投与することで HCN4 の発現を可逆
的にノックダウンした。このマウスを使用して、免疫組織化学染色行い、HCN4 陽性細胞の細
胞体が主にどこに発現しているかを明らかにする。更にパルブアルブミンもしくはプロテイン
キナーゼ Cγ（PKCγ）との 2重染色を行う。 
 HCN4 と DREADD を共発現するため HCN4+/tTA-TRE マウスと交配する目的で TRE-DREADD 
(hM4Di/GsD)-tgマウスを作成する。 
 HCN4+/tTA_TRE・TRE-DREADD-tg マウスにテトラサイクリンを約 2 週間内服させる。これで
HCN4と DREADDが共発現しているマウスとなる。次にこのマウスを用いて疼痛モデルを作成
する。神経障害性疼痛は坐骨神経を結紮する Seltzerモデルや脊髄神経結紮する Chungモデル、
炎症性疼痛モデルであるホルマリンモデル、CFA(フロイト完全アジュバント)モデルを作成する。
疼痛の評価は von frey filamentも用いた up-down法やホットプレートテストなどを行う。コント
ロールとしてテトラサイクリンを投与していない HCN4+/tTA_TRE・TRE-DREADD-tgマウスの疼痛
モデルを使用する。ここでの髄腔内に特異的リガンドを注入しその疼痛行動の変化をコントロ
ールと比較する。 
 
  



４．研究成果 
我々は HCN4 遺伝子の翻訳開始点にホタルルシフェラーゼをノックインしマウス

(HCN4+/luc)を用いて、脊髄後角に HCN4が特異的に発現していることを発見した。さらに HCN4
遺伝子の翻訳開始点にテトラサイクリントランスアクチベータ(tTA) とその応答配列(TRE) を
ノックインしたマウス(HCN4+/tTA-TRE)とHCN4+/lucを交配したマウス(HCN4luc/tTA-TRE)
を作成し、ドキシサイクリンを投与することで HCN4 の発現を可逆的にノックダウンした。こ
のマウスを使用して、免疫組織化学染色行い、HCN4 陽性細胞の細胞体が主に II 層深部と III 
層に局在していることが明らかとなった。さらに脊髄後角において HCN4はパルブアルブミン
もしくはプロテインキナーゼ Cγ（PKCγ）と共発現しており、HCN4 陽性細胞の大多数が興奮
性介在ニューロンであることが判明した。 
 さらにテトラサイクリン応答配列の下流に Gs を活性化する DREADD(designer receptors 
exclusively activated by designer drugs) の cDNA を挿入したアデノ随伴ウイルスベクター
(AAV-GsDREADD) を HCN4Luc/tTA_TRE の脊髄に注入した。その後 L4脊髄神経を切断し、人工ア
ゴニストである CNO を投与した後にアロディニアを脊髄の cFos 発現で比較することを検討して
いる。 
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