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研究成果の概要（和文）：神経因性疼痛に重要な P2X4 受容体（P2X4R）依存的に発現する神

経因性疼痛遺伝子を見出すことを目的に遺伝子発現解析を行い，P2Y12R やケモカイン類など

を検出した。さらに，P2Y12R の疼痛における新しい役割と，ケモカイン受容体 CCR2 による

P2X4R の細胞膜移行メカニズムを明らかにした。P2X4R による遺伝子発現および P2X4R の

細胞膜輸送制御が疼痛の治療標的となる可能性がある。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of the present study was to identify microglial genes whose 
expression are regulated by P2X4Rs, a receptor crucial for neuropathic pain, and to 
investigate the role of these molecules in neuropathic pain. The present study found P2Y12 
receptor and chemokines as the candidate genes. We also showed an important role of 
P2Y12 receptor in neuropathic pain and a new mechanism for P2X4R trafficking to the 
plasma membrane through the chemokine receptor CCR2. Thus, it is possible that 
targeting P2X4R-regulating genes and P2X4 trafficking may be new therapeutic strategy 
for treating neuropathic pain. 
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１．研究開始当初の背景 
痛みは，身体に傷や何らかの障害が起きた

ことを生体に認識させる重要な警告信号で
ある。しかし一方で，癌や糖尿病患者などで
見られる神経障害性の慢性疼痛「神経因性疼
痛」は，患者の QOL を極度に蝕み，原因疾
患の治療にさえ多大な悪影響を及ぼすこと
から，適切なペインコントロールが必要とな

る。しかし，その発症機序には不明な点が多
く，有効な治療法も確立されていないのが現
状である。 

近年，疼痛の発症維持に関わる様々な分子
メカニズムが欧米主体で提唱されている中，
我々は細胞外 ATP の膜受容体である ATP 受
容体の研究を切り口として，その解明に取り
組み，イオンチャネル内蔵型 ATP 受容体の一
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つ「P2X4R」の発現レベルが，神経因性疼痛
動物モデルの脊髄で著明に増加し，その受容
体機能の抑制が疼痛の緩解を導くことを世
界で初めて発見した（Nature, 2003）。特筆す
べき点は，P2X4R 過剰発現細胞が，その当時
疼痛メカニズムの主役であった神経細胞で
はなく，役割が不明であったミクログリア細
胞に限局していたことである。この成果は，
ミクログリアで過剰発現した P2X4R の活動
性が神経因性疼痛の発症維持に必須である
という日本オリジナルの独創的なアイディ
アを明示し，疼痛発症維持メカニズムの解明
に大きな前進をもたらした。 

その後，ミクログリア発現分子の役割に関
する研究は全世界の注目を集め，今現在，熾
烈な国際的研究競争が巻き起こっている。そ
の中で，この日本発信型の革新的アイディア
の発展には，ミクログリアにおける P2X4R
の発現変化や機能に関する更なる研究が必
須となる。最近，我々はミクログリアにおけ
る P2X4R の過剰発現機構の一端を明らかに
している（Glia, 2006; Glia, 2008）。一方で，
過剰発現した P2X4R の活性化による細胞応
答に関しては不明な点が多い。そこで我々は，
P2X4R のイオンチャネル特性である高いカ
ルシウム透過能に着目し，「P2X4R の刺激に
より，液性因子などの放出という短期的な応
答，さらには遺伝子発現を介する長期的な応
答が誘発されるであろう」と考えた。そして
最近，その短期的応答として，P2X4R 刺激後
にミクログリアから脳由来神経栄養因子
BDNF が放出され，BDNF が脊髄後角ニュー
ロンへ作用して異常興奮を引き起こすこと
を突き止めた（Nature, 2005）。 
 
２．研究の目的 

上述のように，P2X4R 依存的な短期的応答
は明らかにできたが，長期的応答については
依然不明である。そこで本研究では，神経因
性疼痛メカニズムの解明および治療薬標的
分子の発見を目指すため，ミクログリア細胞
において P2X4 受容体依存的に誘導される神
経因性疼痛遺伝子の特定することを目的に
研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 P2X4R 依存的誘導遺伝子の探索と特定は，
P2X4R 欠損（KO）マウスおよび野生型マウ
スを用いて神経因性疼痛モデルを作製し，そ
れぞれの脊髄で発現変動する遺伝子を DNA
マイクロアレイ等により解析した。神経因性
疼痛にはミクログリアでの P2X4R の過剰発
現が重要であるという我々の知見から，マイ
クロアレイで候補となった分子が P2X4R と
どのような相互作用を有しているのかも生
化学的に解析した。さらに，ミクログリア
P2X4R 過剰発現（Tg）マウスの作製にもチャ

レンジした。最後に，上記の解析により特定
された遺伝子に関して，神経因性疼痛発症維
持メカニズムにおける役割を解析した。 
 
４．研究成果 

P2X4R 依存的に誘導される神経因性疼痛
遺伝子を特定する目的で，まず，野生型
C57BL/6 マウスおよび P2X4R 欠損マウスの
第 4 腰髄神経へ損傷を加え（神経因性疼痛モ
デル），第 3～5 腰髄を摘出し，組織中に含ま
れている全 RNA を抽出した。その後，DNA
マイクロアレイにより網羅的に解析した結
果，野生型マウスの非損傷側脊髄に比較し，
神経損傷側脊髄で遺伝子発現が 2 倍以上増加
する分子を約 100 個検出できた。その中には，
カテプシン S，P2Y12 受容体や Toll 様受容体
2 などの疼痛重要分子が含まれていた。さら
に，P2X4R 欠損マウスで神経因性疼痛が抑制
されることを明らかにし（Mol Pain 5, 28, 
2009），上記の野生型マウスと同様の DNA マ
イクロアレイ実験を神経損傷 P2X4R-KO マ
ウスの脊髄由来 RNA を用いて検討した。野
生型マウスの脊髄で発現増加する遺伝子群
の中で，その増加が P2X4R 欠損マウスで抑制
されている遺伝子として ATP 受容体ファミ
リーである P2Y12 受容体（P2Y12R）とケモ
カイン類を見出した。脊髄における P2Y12R
はミクログリア特異的に発現し，P2Y12R 拮
抗薬の脊髄くも膜下腔内繰り返し投与およ
び P2Y12R 欠損マウスでは，神経障害性疼痛
形成の有意な抑制が認められた（J Neurosci, 
28, 4949-4956, 2008）。さらに，一旦形成した
疼痛に対しても P2Y12R 拮抗薬は有意な抑制
効果を示した。P2Y12R はミクログリアの走
化性に関与しているが，P2Y12R を抑制する
ことで，ミクログリアの神経軸索に対する接
触が抑制されることも新たに見出した（Glia 
58, 1838-1846, 2010）。これらの成果は，P2X4R
だけでなく，P2Y12R も神経因性疼痛に重要
な役割を担っていることを初めて示唆する
ものとなった（Glia 57, 1469-1479, 2009; Brain 
Res Rev 63, 222-232, 2010）。さらに，野生型マ
ウスと P2X4R 欠損マウス間で発現差異が認
められた遺伝子としてケモカイン類の
CCL12 や CCL7 も検出した。これらはいずれ
もケモカイン受容体 CCR2 の内因性リガンド
であり，CCR2 は P2X4R と同様にミクログリ
アに発現し，神経障害性疼痛にも関与する。
そこで，CCR2 刺激後に P2X4R 機能がどのよ
うに変化するのかを，P2X4R 依存的な Akt リ
ン酸化応答を指標に検討したところ，CCR2
刺激ミクログリアで有意に Akt のリン酸化が
亢進していた。さらに，ミクログリアの CCR2
刺激後に P2X4R タンパク質の細胞膜表面へ
の発現が亢進することを見出した。この作用
は CCR2 刺激後 30 分から認められ，従来我々
が報告した P2X4R 遺伝子発現制御とは異な



る，新しい P2X4R タンパク質制御機構の存在
を示唆している。また，培養ミクログリア細
胞に発現させた GFP 融合 P2X4R の動きをリ
アルタイムで測定したところ，CCR2 刺激細
胞では GFP 蛍光粒子の動きが増加し，総移動
距離が有意に亢進した。細胞内における
P2X4R タンパク質はリソソームに存在して
いるが，CCR2 刺激によりリソソームと
P2X4R タンパク質の細胞内分布の変化およ
びリソソーム酵素の放出が起こった。これら
一連の成果から，CCR2 刺激によってリソソ
ームが細胞膜へ融合し，結果として P2X4R
の細胞膜での発現が亢進したものと考えら
れる（論文投稿中）。このことは，P2X4R の
細胞内での動態制御が新しい疼痛治療に繋
がる可 能性を示 唆してい る（ Glia 57, 
1469-1479, 2009; Brain Res Rev 63, 222-232, 
2010）。さらに，他のケモカイン類の CCL21
がミクログリアで P2X4R の発現作用を有し
ていることも明らかにできた（EMBO J in 
press, 2011）。 
一方，ミクログリア P2X4R-Tg マウスでの

研究において，Tg 作製のために使用する Iba1
プロモーターベクターで P2X4R の N 末端部
分に Iba1 の Exon1 および Exon2 の一部が組
み込まれてしまうことから，P2X4R の機能に
影響及ぼしてしまう可能性を回避するため，
この Exon 部分を除去した Iba1 プロモーター
ベクターを新たに作製した。そして，作製し
たベクターの発現特異性を確認し，胚 300 個
にマイクロインジェクションを行った。遺伝
子解析の結果，ファウンダーマウス 6 個体を
得ることに成功した。さらに，P2X4R が帯状
疱疹による疼痛に重要な役割を果たしてい
ることを見出した。この結果は，より臨床に
近い慢性疼痛モデルにおける P2X4R の重要
性を示しており，P2X4R 拮抗薬が疼痛治療薬
として有用であることを強く示唆するもの
である（特許出願済，論文作成中）。 
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