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研究成果の概要（和文）：我々は疼痛鈍麻の表現型を示すトランスジェニックマウスを偶然発見し、このマウス
のゲノム解析、ｍRNA解析からSNX25遺伝子が疼痛関連因子である可能性を考えた。SNX25ノックアウトマウスは
上記マウスと同様に疼痛鈍麻の表現型を示すことからSNX25が責任因子であると確定した。コンディショナルノ
ックアウトマウスを作成し、神経細胞ではなくマクロファージにおけるSNX25が痛覚を制御していることを見出
した。SNX25はマクロファージ内で転写因子Nrf2のユビキチン化を抑制しており、これによってNrf2がNGFの産生
を促すことで痛覚の閾値を低下させているメカニズムを同定した。

研究成果の概要（英文）：We found transgenic mice with a pain-less phenotype by chance, and based on 
genomic and mRNA analyses of these mice, we considered the possibility that the SNX25 gene was a 
pain-modulating factor. SNX25 was confirmed to be the responsible factor by analyzing SNX25 knockout
 mice. Conditional knockout mice were generated and found that SNX25 in macrophages, but not in 
neurons, regulates pain perception; SNX25 inhibits the ubiquitination of the transcription factor 
Nrf2 in macrophages, thereby identifying a mechanism whereby Nrf2 stimulates the production of NGF, 
thereby lowering the threshold for pain perception. The authors identified a mechanism by which Nrf2
 lowers the pain threshold by stimulating the production of NGF.

研究分野： 分子神経生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
末梢の痛覚ー触覚は神経線維が感知するという概念が一般的であるが、本研究では神経線維に近接して存在する
免疫系細胞、マクロファージが神経線維の感度調節を行っているという新たな側面を見出した点で意義が大き
い。マクロファージから分泌されるNGFは触覚から正常痛覚、痛覚過敏に至るあらゆる段階で作用していること
を示した。SNX25と転写調節因子NRF2の物理的作用点を阻害するような低分子化合物が新たな鎮痛薬の候補とな
ることを示唆した点でも社会的意義は大きい。

※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 
我々は 2017 年にアストロサイト特異的な遺伝子操作を目的として導入したトランスジェニッ
クマウス（Mlc1-TG マウス）が痛覚刺激に対する反応が鈍いことに気付いた。野生型のマウス
ではこのような痛覚鈍麻の表現型が認められないことから、トランスジェニックマウスにおけ
る遺伝子操作、即ち巨大遺伝子カセットがゲノムに挿入されたことによって発生したものと推
測した。2019 年からこのトランスジェニックマウスの遺伝子カセット挿入部位を中心としたゲ
ノム解析を行い、第 8 染色体の長腕部分に遺伝子カセットが挿入されていることとこの挿入に
よって 3 種類の内在性遺伝子の発現が影響を受ける可能性を見出した。3 種類の遺伝子（Snx25, 
Slc25a4 and Cfap97）は事実トランスジェニックマウスにおけるｍRNA 発現がほぼゼロとなって
いた。我々は SNX25 ノックアウトマウスを導入し、ヘテロノックアウトマウスが上記トランスジ
ェニックマウスと同様な痛覚鈍麻の表現型を呈することから SNX25 を原因遺伝子の候補として
研究を進めた。SNX25 遺伝子の第 4エクソンを Loxp サイトで挟んだ SNX25 floxed マウスを作成
したところ、このマウスは正常痛覚を示した。末梢感覚神経特異的なコンディショナルノックア
ウト（cKO）マウスも正常痛覚を呈したので神経細胞以外の細胞が責任細胞と考えられた。ノッ
クアウトマウスの骨髄を正常マウスに移植したところ、移植されたマウスに痛覚鈍麻の表現型
が認められたことから骨髄由来の細胞が責任細胞と考えられた。皮膚に分布する骨髄由来細胞
で末梢神経に近接する細胞としてマクロファージがあり、このマクロファージは CX3CR1 を高発
現するという知見が報告されたので、CX3CR1-CreER マウスを用いてマクロファージ特異的なノ
ックアウトマウスを作成することを計画した。 
 
２．研究の目的 
（1）CX3CR1-CreER マウスを用いて真皮マクロファージ特異的に SNX25 遺伝子をノックア
ウトした場合の痛覚をコントロールマウスと比較検討することを主目的とした。 
（2）また CX3CR1 遺伝子は末梢マクロファージだけではなく、中枢のミクログリアにも高発現
するために上記 cKO マウスでは中枢ミクログリアの SNX25 遺伝子の変異も起こり、末梢マク
ロファージに対する効果と重なる可能性もあり、この両者を切り分ける必要がある。骨髄移植や
末梢特異的な組換え実験を組み合わせることで切り分けることも目的とした。 
（3）SNX25 遺伝子のノックアウトがなぜ痛覚鈍麻を引き起こすかについてはマクロファージ
からの NGF 分泌が影響を受けている可能性が考えられるので、この問題について生化学的に
SNX25 遺伝子と NGF 分泌の関係、シグナル伝達経路について検討することも目的とした。 
（4）マクロファージにおける SNX25 遺伝子の変異によって痛覚だけではなく、正常触覚も影
響を受けている可能性が考えられるのでこの点についても検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）コンディショナルノックアウトマウスの作成 
Advillin-Cre マウス（B6.Cg-Tg(Avil-Cre/ERT2)AJwo/J）、CX3CR1-CreER マウス（B6.129P2(C)-
Cx3cr1tm2.1(Cre/ERT2)Jung/J）は Jackson 研究所より購入した。これらのマウスと SNX floxed マウス
を交配させることでそれぞれ末梢神経特異的、単球−マクロファージ特異的な cKO マウスを作成
した。後者は Tamoxifen を 0.5mg/g の濃度で食餌に混ぜて 2 週間摂取させることで cKO を作成
した。 
 
（2）フォンフレイテスト 
フォンフレイフィラメント（室町機械製、0.07、0.16、0.4、0.6、1、1.4、2、4g）を足底から
3秒間押し当てて、足を素早く除けるか舐めるかの反応を示すまで細いものから太いフィラメン
トまでを順に検査した。反応を起こしたフィラメントの太さ（g数）を痛覚閾値として記録した。 
 
（3）フォルマリンテスト 
足底に 5％−リン酸緩衝食塩水を 10μl 注入し、注入後の足上げ、足振り、舐めるなどの行動時
間を測定し痛み行動として記録した。 
 
（4）骨髄移植 
レシピエントマウスは移植の 7日前、5日前、3日前にブスルファンを 30μg/g 体重の量、腹腔
に投与し骨髄抑制を行った。ドナーマウスの大腿骨、脛骨から骨髄を採取し、リン酸緩衝食塩水
に 1ｘ106個の濃度に調整してレシピエントマウスの尾静脈から注入した。 
 
（5）4−OH タモキシフェンの局所投与によるコンディショナルノックアウト 
SNX25 Floxed マウスに対して水溶性のタモキシフェン代謝物である 4-OH tamoxifen (4-OHT)を
40ng/μl の濃度で 10μl を足底に注射した。この操作を 7 日間繰り返した後にフォンフレイテ
ストなどの痛覚検査を施行した。 



 
（6）神経損傷性疼痛モデル 
既報に従って神経損傷性疼痛モデルを作成した。マウスの坐骨神経を大腿下部で露出させ、総腓
骨神経と脛骨神経を結紮した後に切断し、7日後に残存した伏在神経領域での痛覚テストを行っ
た。 
 
（7）タクタイルテスト 
フォンフレイフィラメントに変わってより細いフィラメント（0.004、0.008、0.01、0.04、0.07、
0.4g）を用いて足の逃避行動を測定した。 
 
（8）経皮電気刺激による逃避行動の測定 
マウスの測定に電気刺激装置を貼布し、5Hz、250Hz、2000Hz の周波数の電流を 3 秒間流して逃
避行動を観察した。 
 
（9）生化学的実験 
細胞への遺伝子強制発現系、PCR を用いて遺伝子発現量の半定量的検査、蛋白の発現量の定量検
査、ウエスタンブロットなどは通常の方法に則って行った。 
 
（10）組織学的実験 
組織、細胞における蛋白、遺伝子の局在は一般的な免疫組織化学法、蛍光抗体法に準じて行った。 
 
 
４．研究成果 
（1）末梢神経特異的な SNX25cKO マウスの検討 
Advillin-Cre マウスと Snx25 Floxed マウスの交配によって作成した
Advillin-cKO マウスにおいてフォンフレイテストを施行した。コントロ
ールとしては Snx25 Floxed マウスを用いた。結果として cKO マウスとコ
ントロールマウスの間で機械的刺激に対する反応閾値（痛覚閾値）には有
意な差は認められなかった（右図）。 
  
 
 
 
 
 
（2）単球−マクロファージ特異的な Snx25cKO マウスの検討 
CX3CR1-CreER マウスと Snx25 Floxed マウスの交配によって作成した CX3CR1-cKO マ
ウスに 2 週間タモキシフェンを食餌経由で摂取させた後にフォンフレイテストを行
った。コントロールとしては Floxed マウスに同じようにタモキシフェンを摂取させた
ものを用いた。フォンフレイテストでは CX3CR1-cKO マウスでコントロールに比し
て、痛覚閾値が有意に上昇していた（右図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）野生型のマウスは CX3CR1-cKO マウスの骨髄移植を受けると痛覚鈍麻となる 
（2）の検討で CX3CR1-cKO マウスが痛覚鈍麻の表現型を呈したが、CX3CR1 は中枢神経系のミク
ログリアでも発現しているので、cKO の効果が末梢の単球−マクロファージによるものか、中枢
神経系のミクログリアによるものかの違いを見分けることが不可能である。そこで CX3CR1-cKO
マウスから骨髄を採取し、野生型のマウスの移植を行った。移植前の野生型マウスはフォンフレ
イテストにおいて正常な痛覚閾値を示したのに対し、移植後では有意な痛覚閾値の上昇が認め
られたので、CX3CR1-cKO マウスの痛覚鈍麻の表現型は単球−マクロファージにおける SNX25 遺伝
子のノックアウトによるものであることが確認された。 
 
（4）局所におけるマクロファージの除去、或いは CX3CR1 特異的な SNX25 のノックアウトは痛覚
鈍麻の表現型をもたらす 



（3）の検討をさらに確実にするために、野生型マウスの片側の
足底皮膚にクロドロン酸リポソームを 7 日間連続で注入
し、その処置の後フォンフレイテストを同側と反対側の足
で行った。クロドロン酸リポソーム注入により組織内での
マクロファージはほぼ完全に除去されていることも組織
検査で確認した。クロドロン酸リポソーム注入側の足では
痛覚鈍麻となったのに対して、反対側の足では正常の痛覚
閾値を示した（右図）。またリポソームのみ（クロドロン
酸なし）の注入で同様の実験も行ったが、この場合は左右
で痛覚閾値の差は認められなかった。 
 
また CX3CR1-CreER:SNX25 floxed マウスにおいて片側足底に 4−OH タモキシ
フェンを注入することでこの側でのみマクロファージの SNX25 遺伝子をノ
ックアウトする実験を行った。4−OH タモキシフェンを 5日間連続で注入し、
この処置を行った後に両側の足でフォンフレイを行ったところ、注入側で
痛覚閾値の有意な上昇が認められた（右図）。これらの結果は末梢真皮にお
けるマクロファージが痛覚閾値を調節していること、そしてこの調節には
SNX25 が関与していることを示している。 
 
 
 
（5）SNX25 遺伝子はマクロファージからの NGF 産生を調節する。 
NGF は以前より感覚神経に作用して痛覚関連遺伝子の発現を増加させるということが知られて
おり、逆に NGF が遺伝子変異などで欠失すると無痛症というような病態を引き起こすことも知
られている。SNX25 遺伝子のノックアウトマウスで見られる痛覚鈍麻の表現型が NGF に由来する
ものであるか否かをノックアウトマウスと野生型マウスの皮膚組織での NGF 遺伝子の発現量を
測定することで検定した。ヘテロノックアウトマウスは野生型マウスに比べて有意に NGF 遺伝
子の発現が低いことが明らかとなった。さらに CX3CR1-cKO マウスの皮膚から FACS を用いてマ
クロファージを精製し、野生型の皮膚から採取したマクロファージと NGF 含量について比較し
たところ、cKO マウスのマクロファージは NGF 含量が有意に低下していた。 
 
 
（6）痛覚だけではなく通常触覚もマクロファージの SNX25 が調節している。 
フォンフレイテストは機械的刺激による痛覚を検定する検査であるが、より細いフィラメント
を用いることで痛みを起こさない軽微な刺激を与えるタクタイル（触覚）テストが可能である。 
我々はマクロファージの SNX25 が機械的刺激に対する痛覚だけではなく、触覚も制御している
可能性を考えて、CX3CR1-cKO マウスを用いてタクタイルテストを行ったところ、コントロール
である SNX25 floxed マウスに比して、cKO マウスでは触覚の閾値が高くなっていることが判明
した。 
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