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研究成果の概要： 神経因性疼痛時脊髄後角神経回路において、脊髄後角のシナプス終末に存

在するプロスタグランジン E2の受容体の一つである EP1 受容体活性化に伴うグルタミン酸遊

離により NMDA 受容体が Fyn を介したチロシンのリン酸化により活性化され、神経型一酸化

窒素（NO）合成酵素の細胞膜へ移動を伴う酵素活性の増大により NO 産生が上昇し、その産

生の維持には PKA と PKC の活性化が協同して行われていることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

神経因性疼痛は神経を含む組織損傷後、
傷そのものが治癒後にも長期にわたり持続
する激痛とされ、多くの症例では一旦確立さ
れてしまった疼痛は様々な治療に対し抵抗
性である。神経因性疼痛は非常に多くの生体
因子が関与し、DNA マイクロアレイ等を用い
た網羅的な研究が試みられているが、発生機
序まで深く掘り下げることができていない。
申請者らは、その発生機序に大きな役割を担
うと考えられる脊髄後角での神経可塑性を
伴う感覚情報伝達系の機能異常に焦点を当
て、研究を遂行してきた。一次求心性線維の

神経細胞は後根神経節 (DRG)に存在し、痛覚
は小型の神経細胞に由来する無髄の C線維を
介して脊髄後角浅層 (I-II 層) に伝えられ
る。一方、触覚は中型と大型神経細胞由来の
有髄の太い Aβ線維を介して脊髄後角の深層
(III-V 層)に伝達される。炎症や組織損傷に
伴う慢性痛は熱などの侵害性刺激に対する
感受性が亢進する痛覚過敏反応と触覚刺激
などの非侵害性刺激により誘発される痛覚
（アロディニア）を引き起こす。生理的な条
件下で触覚刺激が Aβ線維を介することから、
アロディニアは Aβ線維を介すると考えられ、
Aβ線維の神経回路網の再構築がアロディニ
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アの発生機構と提唱されてきた。新生児期に
カプサイシン処置をしたマウスでは特異的
にC線維が除去されPGE2のアロディニアが起
こらなくなるのに対し、 PGF2αのアロディニ
アは影響されなかった。さらに、前者はモル
ヒネで抑制されたことから、申請者らはアロ
ディニアの発症にはカプサイシン感受性の C
線維と非感受性の Aβ線維２つの経路が存在
する全く新しい考えを示した。  さらに、神
経因性疼痛モデルとして L5 脊髄神経切断モ
デルを確立し、脊髄後角浅層における一酸化
窒素（NO）産生の増加が、なかでも神経型 NO
合成酵素（nNOS）活性化による増加が、神経
因性疼痛の維持に重要であることを明らか
にした。神経損傷という器質的変化に因る神
経因性疼痛が NO 産生という機能的変化によ
り維持されており、鎮痛薬によりその産生は
可逆的変化を示すという興味ある結果を得
た。この神経因性疼痛における nNOS の活性
化と Myristoylated alanine-rich C kinase 
substrate (MARCKS)のリン酸化は連関してお
り、Rho キナーゼが MARCKS の Ser159 を特異
的にリン酸化していることがわかった。
MARCKSは脳から抽出されたPKCの主な基質で、
この基質のリン酸化がアクチンの動態に関
与し、細胞骨格の再構築により，シナプスに
おいて受容体やタンパク質などの移動や神
経伝達物質の遊離に影響をおよぼしている
ことが知られている。また、神経因性疼痛と
NMDA 受容体サブユニットの NR2B の Try1472
におけるリン酸化が NR2B 選択的アンタゴニ
スト CP-101,606 により減弱すること、Src フ
ァミリーチロシンキナーゼの１つである Fyn
キナーゼのノックアウトマウスでは神経因
性疼痛及び NR2Bリン酸化が出現しないこと、
NR2B リン酸化と nNOS 活性が神経因性疼痛に
よって増大することを明らかにした。 
 
２．研究の目的 

本研究ではまず神経因性疼痛の ex vivo モ
デルの作製を試みた。摘出脊髄標本を用い、
ex vivo の神経因性疼痛モデルとして成り立
つかを検討した。NADPH diaphorase 活性に
よる酵素組織学適方法による nNOS 活性測
定だけでなく、リアルタイム NO イメージン
グ法により、実際に産生される NO について
も摘出脊髄全載標本で記録した。その NO を
指標として、申請者らが行動薬理実験で神経
因性疼痛に関連する事を明らかにした各種
オピオイド、グルタミン酸アナログの神経可
塑性に対する効果を細胞および神経回路レ
ベルで検討した。さらに、NMDA 受容体へ
の nNOS の移動による物理学的な調節の神
経因性疼痛への関与の解析を試みた。グルタ
ミン酸受容体やそのリン酸化等の修飾によ
るシナプス下における可塑性の分子機構を
検討した。 

 
３．研究の方法 
神経因性疼痛は、感覚情報伝達系の機能異常
による神経可塑性の発現が、その発生機序の
一つとされている。その可塑性は、近年、海
馬の長期増強（LTP）などの可塑的変化との
共通性が明らかになってきた。海馬では、NO
は LTP 誘導に関与し、NMDA 受容体活性化
に伴い NO の合成が始まる。NO は逆行性伝
達物質でシナプス前細胞の伝達物質放出量
調節を行う。NO はガスゆえ合成後直ちに細
胞膜を通過し周囲の細胞に到達し、他の分子
とすぐに結合して消滅するために寿命が数
秒程度の短時間で標的に選択的な伝達物質
として働いている。脊髄後角で一次感覚入力
の興奮性神経伝達物質はグルタミン酸であ
り、神経因性疼痛におけるシナプスの可塑性
に重要な役割を担う。我々はその下流の
nNOSによるNO産生が神経因性疼痛の維持
に関与していることを明らかにしてきた。野
生型マウスや、各種欠損マウスを用いて、L5
脊髄神経切断モデルを作製し寿命の短い NO
そのものはリアルタイムNOイメージングで
追跡し、nNOS 活性を NADPH diaphorase 
活性のニトロブルーの発色で酵素組織化学
的に観察し解析を行い、我々が明らかにして
きた各種神経因性疼痛誘発因子や鎮痛薬が
NO 産生や合成酵素の活性化とどのような関
係があるか調べた。 
 
４．研究成果 
（１） ex vivo 標本を用いた nNOS 活性に

関るシグナル経路の検討 
 幼若マウスから脊髄を丸ごと取り出した
摘出脊髄標本を用い ex vivo 標本を作製した



 

 

（図１）。マウス摘出脊髄標本を用いるメリ
ットとしては①既知濃度の薬物を適用する
ことにより薬物の有効濃度を知ることがで
きる。②脊髄内の神経回路がほとんど無傷の
まま保たれる。③スライス標本に比べ、組織
標本化したときに良い状態の標本が得られ
る。④脊髄を正中線に沿って半裁した半裁標
本を用いることにより薬物処理した標本と
コントロールが１個体から得ることができ
個体間による誤差を極力抑えることが可能。
⑤幼若マウスは脊髄サイズが小さく髄鞘形
成が不十分なため外液からの酸素摂取が容
易であり長時間の in vitro 実験に適している。
などが挙げられる。 
 この標本に NMDA を投与し、nNOS 活性
を NADPH diaphorase 活性のニトロブルー
の発色で酵素組織化学的に観察したところ、
酵素組織学の反応の特徴である経時的に染
色濃度が濃くなり（図２A）、NMDA の濃度
に依存して nNOS の酵素活性が増大する（図
２B）。これはスライス標本で DAF-FM によ
るNO産生のリアルタイムイメージングの結
果（図３）と一致した。 
 ノシセプチン（N/OFQ）は神経因性疼痛維

持に関るペプチドとして我々の研究グルー
プが同定したペプチドである。ノシセプチン
が nNOS 活性にどのように関与するか調べ
た。ノシセプチンによる nNOS 活性の増大に
NMDA 受容体のどのタイプが関与している
かを調べるために NR2A-/-, NR2D-/- および
NR2A/D-/-ノックアウトマウスを用いて調べ
たところ、NR2A-/-、NR2A/D-/-マウスでノシ

セプチンによる nNOS 活性増大作用が消失
した（図４）。 
さらにシグナル経路を追跡するために、PKC

阻害薬（calphostin C および Ro 31-8220）、
PKA 阻害薬（ H-89）、 CaMKII 阻害薬
（KN-62）、Src 阻害薬（PP2）を用いてノシ
セプチンの nNOS 活性増大作用に対する効
果を調べたところ（図５）、ノシセプチンの
効果は、PKC, CaMKII, src を含むシグナル

経路を介していることが明らかとなった。 
 また、NMDA 受容体を介する nNOS の活



 

 

性化により産生されたNOが逆行性メッセン
ジャーとして作用していることを明らかに
し、モデル（図６）を提唱した。 

 
（２） 細胞内トランスロケーションによる

一酸化窒素合成酵素の活性化 
 NOS は 3 種類のアイソフォームが知られ
ており、いずれもオキシゲナーゼドメインと
還元酵素ドメインの 2 つからなる。興味深い
ことにｎNOS ではタンパク間相互作用に関
与する PDZ ドメインを持っている。一方、
グルタミン酸受容体の一つ NR2B には PDZ
結合部位が存在し、ｎNOS との相互作用が
予想された。そこで、ｎNOS の持つ PDZ ド
メインに着目し、PDZ ドメインに蛍光タンパ
クをつけたタンパクを培養細胞に発現させ
ると、通常細胞質内に分布しているが、nNOS
蛍光タンパクは NMDA と PACAP の共刺激
で細胞膜に移動し、以前に抗 nNOS 抗体で確
認した細胞膜への移動が再現できた。このモ
デルを用い、PACAP の下流のシグナルを検
討したところ、NMDA と PACAP の同時投与

により細胞膜へと移動が観察される細胞の

割合が増大したが、その移動は PKA, PKC, 
Src の阻害薬で抑制された（図７）。PKA の
作用はアデニレート・シクラーゼの活性化物
質フォルスコリン、PKC の活性化分子 PMA
で置換することができ、ｎNOS のトラフィ
ッキングにはPKCとPKAが必要であること
を示した。また、PACAP の作用は VIP で置
換できないので PACAP は PAC1 を介してい
ることが示唆された。 
トランスロケーションは NMDA 受容体拮抗
薬の MK-801 や D-APV で抑制された。この
ことは、ｎNOS の細胞膜へのトランスロケ
ーションが NMDA 受容体の活性化に伴う
NO 産生に関与することを示唆している。 
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