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研究成果の概要（和文）：Nav1.9の変異体の発現は低温条件で上昇し、活動電位も増強された。
cn11a p.R222S変異マウスは寒冷による一過性の機械刺激性アロディニアを示し、牛車腎気丸の投与によって疼
痛が抑制された。気圧変化による行動変化も観察され、変異型マウスでの行動が抑制される傾向が示された。
79家系の小児四肢疼痛発作症の患者を収集し、SCN11A p.R222Hスクリーニングが有効であると考えられた。新た
に同定された変異（F814C, F1146S）と電気生理学的評価により、活動電位の増加が示された。また、SCN9A遺伝
子の変異も見つかった。気圧や気温と疼痛発作の関係の検証のためにデータセットを構築した。

研究成果の概要（英文）：The expression of Nav1.9 variants increased under low-temperature 
conditions, leading to enhanced action potentials. Scn11a p.R222S mutant mice exhibited transient 
mechanical allodynia in response to cold, which was alleviated by administration of Boshakidogan. 
Furthermore, behavioral changes in response to pressure variations indicated a tendency of reduced 
activity in the mutant mice. A collection of 79 pedigrees of pediatric limb pain disorder patients 
revealed the effectiveness of SCN11A p.R222H screening. Newly identified mutations (F814C, F1146S) 
demonstrated increased action potentials through electrophysiological evaluation. Mutations in the 
SCN9A gene were also identified. A dataset was constructed to investigate the relationship between 
pain attacks and changes in atmospheric pressure and temperature.

研究分野： 遺伝・環境相互作用

キーワード： 疼痛　温度　気圧　気象変化　ナトリウムチャネル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年ナトリウムチャネルと疼痛の関係が証明されている。ナトリウムチャネルの中でも、Nav1.7、Nav1.8、
Nav1.9は主として末梢神経に発現し、これらチャネルへの特異的阻害薬は活発に開発がなされてきたが、特異的
阻害剤はこれまで困難であった。本研究課題では、イオンチャネルの膜輸送の関与を見出した。このような視点
で、痛みのメカニズムの解明が行われたことはない。また、寒冷曝露、気圧変化によりNav1.9の痛みが誘発され
ることから、疼痛患者の愁訴にあるように気圧のわずかな変化でも膜表面の発現が変わる可能性が示唆した。今
後の創薬や病態解明に関わる新たな展開を拓く意義がある。

※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 
四肢の関節の疼痛は高齢者に有病率が高い。疼痛は QOL を損なう主要な要因である。現在の

医療では、通常の消炎鎮痛剤（NSAIDs）や Opioid、局所麻酔薬等が対症療法的に処方されてい
るが、オピオイドなどは依存性などの課題がある。疼痛の本態の解明により、分子標的の探索と
特異的薬剤の開発が必要である。近年、無痛症の家系や慢性疼痛の家系において遺伝解析がなさ
れ新たな薬物治療の分子標的が見出されてきた。 

SCN9A の遺伝子変異は、遺伝性の肢端紅痛症の家系解析で見出された。また遺伝性の小径線
維ニューロパチーの遺伝解析で、SCN10A が見出された。両疾患とも思春期以降にはじまり加
齢とともに悪化する。また温熱曝露で誘発され寒冷曝露で軽減されるとされる。 
我々は、上記 2 遺伝子の変異では説明できない疼痛症状を示す患者を見出した。疼痛症状は、

乳児期よりはじまり、常染色体顕性遺伝形式であった。この慢性疼痛家系 6 家系について遺伝
子解析を行った結果、SCN11A 遺伝子の変異が認められた（引用文献１）。 
 痛み発作への寄与度については、チャネルの開閉特性よりも遠心性および求心性膜輸送の関
与が大きいことを見出し、痛み感受性への膜表面への輸送系の重要性を示唆している。現在まで
このような視点で、痛みのメカニズムの解明が行われたことはなく、寒冷曝露により Nav1.9 の
痛みが誘発されることから、愁訴にあるように気圧のわずかな変化でも膜表面の発現が変わる
可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
神経障害性疼痛は、高齢者をはじめ多くの人々が経験し、低気圧や寒冷曝露で誘発されること

が多い（引用文献２）。近年、原因として後根神経節での Nav1.9 ナトリウムチャネルの発現増
加が原因となることが明らかになってきた（引用文献３）。我々は、Nav1.9 (SCN11A) の遺伝子
異常を通じて、 細胞膜表面での発現が環境温度に依存する一方、チャネルの電気生理学的特性
は変異により大きな変化はなかった。以上から、皮膚表面に存在する Nav1.9 では、膜表面に輸
送する遠心性と膜表面から除去する求心性の輸送経路があり、輸送速度が温度や気圧などの気
象条件により変動し、痛み閾値が増減するとの仮説に至った。 
①温度依存性 Nav1.9 の遠心性輸送系の解明、②未知タンパクによる求心性輸送経路の解明、

③温度依存性のメカニズムの解明、④輸送系に着目した痛み創薬の可能性の検討、⑤気圧変化に
よる輸送の影響を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）発現調節メカニズムの検討 
温度依存性 Nav1.9 の遠心性および求心性輸送系の解明を行う。遠心性輸送路については、
Immunoprecipitation により、Nav1.9 の輸送系について WT、L811P を対照として輸送に関わる
結合タンパクの探索を行った。 
βサブユニットが Nav1.9 電流量の調節に大きく関与することが報告されたため、この発現系を
構築した。既に確立している ND7/23 細胞に発現抑制（siRNA）を行い、新たな発現細胞で Nav1.9 
の膜発現量の増強があるかどうか検証した。 
イメージング等を用い細胞レベルで再現を試み、求心性輸送については各種細胞内輸送タンパ
ク質を候補として分子を探索した。 
またタグ融合遺伝子発現マウスを作成し、in vivo での Nav1.9 の膜発現量の増強があるかどう
か検証した。 
 
２）疼痛発作動物モデルの作成 
遺伝子改変マウスをゲノム編集で作成した。 
作成された遺伝子改変マウスについて von Frey テスト、hot plate テストなどの行動実験によ
り疼痛過敏性を評価した。 
個体における寒冷曝露、気圧変化により、疼痛過敏が引き起こされることを予備的に検討し、そ
の介在する mediator 候補を評価した。 
 
３）電気生理学的検討 
患者で見られた変異体についてパッチクランプ法で電気生理学的特徴を検討した。 
 
４）臨床症例の解析 
小児四肢疼痛症の患者を継続して収集し、臨床像、温度依存性の重要性について評価した。 
小児四肢疼痛症の患者の全国的な分布の疫学調査を実施した。 
小児四肢疼痛発作症患者において Nav1.9 以外の遺伝子の変異を探索し、Nav1.9 の輸送に関与

しうる因子を検討した。 
 
４．研究成果 



１）発現調節メカニズムの検討 
アルファサブユニットである Nav1.9 を培養細胞系で発現させて、その電気生理学的特性を評価
することを目標とするが、このαサブユニットである Nav1.9 の発現、機能にはβサブユニット
の共発現が重要な働きを担うことが多く報告されていることから（引用文献４）、今回見いださ
れた Nav1.9 変異型の機能解析を行う目的のため、β１、β２サブユニットの安定発現株作成を
試みた。発現ベクターの作成を行い、細胞への遺伝子導入を行い、薬剤選択した細胞株を得た。
しかし発現抑制が生じ、十分な発現が見られなかった。 
ベータサブユニットについての発現系は得られなかったが、Nav1.9 安定発現株を作成し、WT、
R222H、R222S 変異体の発現状態を観察したところ、細胞膜表面での発現は、培養条件を 37度か
ら 28 度にすることにより顕著に上昇した。また活動電位も増強された。無痛症を引き起こす
L811P 変異体のチャネル開閉特性は、WT、R222S、R222H とも差は認められなかった。一方、L811P
は膜表面への輸送が低温でも低いレベルであり、タンパクの発現レベルでは、膜画分に発現量の
著明な差があった。 
 
２）疼痛発作動物モデルの作成 
小児四肢疼痛発作症の原因遺伝子として同定した Scn11a p.R222S 変異マウスを用い、気候変動
として寒冷による疼痛行動変化の検証を行った。 
野生型マウスと比較して、低温処置後の Scn11a 変異マウス（p.R222S）は機械刺激性アロディニ
アを一過的に示した。一方で、低温処置による炎症の生化学的・器質的な徴候は認められなかっ
た。 
このモデル動物に漢方製剤である牛車腎気丸を投与し、疼痛の抑制が確認できた。減圧環境下で
の疼痛感作を検討した。50hPa までの減圧による行動を観察し、野生型マウスに比べて変異型マ
ウスでの行動が抑制される傾向が示された。 
Scn11a p.R222S変異マウスを用い、気候変動として気圧による疼痛行動変化の検証を行い、50hPa
までの減圧による行動を観察し、野生型マウスに比べて変異型マウスでの行動が抑制される傾
向が示された。 
 
３）電気生理学的検討 
臨床症例から 3家系で新規に同定された変異（F814C, F1146S）と表現型との関係を評価し、電
気生理学的評価を行った。変異マウスの脊髄後根神経節細胞を解析し、パッチクランプ法での実
験でいずれも活動電位の増加を示した。 
 
４）臨床症例の解析 
小児四肢疼痛症の患者を国内各地の医療機関を通じて収集した。 
集積した疼痛家系は 79家系であり、家系は日本全土にわたっていることが分かった。SCN11A 遺
伝子のコード領域の変異の検索を行った。また臨床情報を取得した。 
そのうち SCN11A 変異を持つ家系は 23 家系（32 ％）であった。特に東北地方において、SCN11A 
p.R222H 変異を持つ家系は全体の 10 ％（43 ％）を占めており、p.R222H 変異が原因となる本症
患者は特に東北地方では多く存在すると考えられ、疑い症例に対する R222H/S スクリーニング
は有効であると考えられた。 
SCN11A 変異スクリーニングは、小児四肢疼痛発作症の症例では有効であると考えられた。
R222S/H 変異を有さない症例について遺伝子変異を検索した結果、1 家系で既報変異（V1184A）
を、3 家系で新規変異（F814C, F1146S）を見出すことができた。一方で、小児四肢疼痛発作症
とみられる症状を示す場合でも SCN11A 変異陰性家系が存在し、これらの症例について、他の遺
伝子を含めた検討を行った。SCN11A に変異を有さない症例について遺伝子変異を検索した結果、
SCN9A 遺伝子に変異を見出すことができた。 
患者での疼痛発作での気圧変化、気温変化との関係の検証を行うため、疼痛発作についての記録
を取得することを計画した。協力同意を得られた患者について、冬季（12 月から翌 3 月）の期
間、疼痛の発生した日時記録を依頼した。得られたデータは時系列データとしてデータセットを
固定した。気象データを利用して統計解析を実施する基礎となった。 
患者の居住地に近接する気象台のデータを確認し、温度、気圧などが当該期間について得られる
ことを確認し、ダウンロードして統合データセットにした。統計解析については解析計画を作成
した。 
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