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研究成果の概要（和文）：神経障害性疼痛、帯状疱疹後神経痛、末梢神経再生動物モデルでグ

ルタミン酸受容体NR2BサブユニットのTyr1472のリン酸化が慢性疼痛の維持に必須であること

や神経損傷を増悪させること、リン酸化カスケード、PGE2と NO が脊髄後角の活性化ミクログリ

アの遊走を阻害することを明らかにした。多光子励起顕微鏡や質量顕微鏡を用いて脊髄後角で

の神経回路網の時空間的解析を行った。さらに臨床応用をめざして、徐放剤による術後鎮痛法

の開発や帯状疱疹後神経痛患者の脳脊髄液のプロテオミクス解析を行った。

研究成果の概要（英文）：We clarified 1) essential roles of Tyr1472 phosphorylation of the
NR2B subunit of NMDA glutamate receptors in maintenance of chronic pain and augmentation
of nerve injury, 2) phosphorylation cascade, and 3) blockade of migration of activated
microglia by prostaglandin E2 and nitric oxide by using animal models of neuropathic pain,
postherpetic neuralgia, and peripheral nerve regeneration. We analyzed neural network
in the spinal cord with imaging mass spectrometry and two-photon microscopy. Further,
we developed a novel strategy of the control of postoperative pain by biodegradable
hydrogel and searched biomarkers of postherpetic pain in the cerebrospinal fluid of the
patients.
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１．研究開始当初の背景
神経可塑性は、一次求心性線維から遊離さ

れるグルタミン酸が脊髄の二次ニューロン
のグルタミン酸受容体のチャネル活性を変
化させることにより生じると考えられ、グル

タミン酸遊離が関与する presynaptic因子と
二次ニューロンの AMPA 受容体、NMDA 受容体
の チ ャ ネ ル 活 性 の 修 飾 が 関 与 す る
postsynaptic 因子、神経障害性疼痛ではミク
ログリアの活性化などニューロン‐グリア
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相互作用が加わり、複雑である。これまで生
化学的見地から細胞内伝達カスケードに関
与するさまざまなノックアウトマウスで神
経障害性疼痛モデルを作製し、体系的に疼痛
反応との関連を明らかにしてきた。その結果、
膜型 PGE 合成酵素(mPGES)-1 により産生され
たPGE2がシナプス終末のPGE受容体 EP1に作
用してグルタミン酸遊離を促進すること、グ
ルタミン酸 NMDA 受容体 NR2B サブユニットの
Tyr1472がSrcキナーゼファミリーの1種Fyn
によりリン酸化され、NMDA 受容体が活性化さ
れ、神経型一酸化窒素合成酵素(nNOS)の活性
化が持続することを明らかにした。その結果、
神経障害性疼痛の維持には、シナプスの可塑
性が重要で、記憶・学習等の長期増強同様の
機能的変化が関与すると考えられた。疼痛刺
激の入力応答反応に伴う可塑性変化を分子
レベルから疼痛行動まで 1ヶ月以上の長期に
わたり、in vitro、in vivo で解析できる脊
髄の利点を利用して、質量顕微鏡や二光子励
起顕微鏡などの新規の技法を導入して得ら
れる研究成果を疼痛研究から脳科学の最重
要課題の 1つ神経可塑性の基礎研究の進展に
フィードバックさせる一方、疼痛治療への臨
床応用をめざした。

２．研究の目的
本研究は末梢組織からの侵害刺激入力の

第一中継地である脊髄後角を反応の場とし
て捉え、（１）神経可塑性と慢性疼痛におけ
るシナプス伝達の効率化におけるニューロ
ンの細胞内情報伝達、（２）ニューロン‐グ
リア相互作用における細胞間情報伝達物質
の役割、（３）疼痛反応の末梢神経再生に及
ぼす役割に焦点を当てた。

３．研究の方法
（１）野生型マウス(C57Bl/6)に加えて、NR2B
の Tyr1472 を Phe に置換してリン酸化できな
いノックインマウス(Y1472F-KI)や膜型 PGE
合成酵素欠損(mPGES-1-/-)マウスを用いた。
（２）動物モデルの行動、可塑性機構解析
炎症性疼痛、神経障害性疼痛、帯状疱疹後

神経痛、末梢神経再生の動物モデルを作製し
て、1 週間から数ヶ月の長期にわたり、疼痛
刺激の入力応答反応に伴う可塑性変化を分
子レベルから疼痛行動まで解析を行った。
（３）脊髄での生理活性物質の時空間的解析
脊髄後角でのニューロン-ミクログリア間

相互作用における生理活性物質 PGE2や一酸
化窒素 (NO)の役割を免疫染色、培養ミクロ
グリアの遊走能で解析をした。
（４）末梢神経再生における疼痛反応の関与
我々が確立した坐骨神経切断の末梢神経

再生モデルを Y1472F-KI マウスで作製して
NMDA 受容体の役割と機能を解析した。

（５）脊髄ニューロンの可塑的変化の解析

質量顕微鏡や二光子励起顕微鏡などの新規
の技法を用いて、脊髄後角での生理活性物質
や神経回路網のイメージングを試みた。

４．研究成果
(１)慢性疼痛に伴うニューロンの可塑的変

化における情報伝達機構の解析
我々は NR2B の Tyr1472 のリン酸化が神経

障害性疼痛の維持に必須であることを以前
報告したが、本研究で Y1472F-KI マウスで神
経障害性疼痛が生じないことを確認し、神経
障害性疼痛に関与する因子の中で、NMDA 受容
体の活性化と CaMKII の活性化（T286 のリン
酸化と細胞膜へのトランスロケーション）の
みが障害されていることを明らかにした。さ
らに Tyr1472-NR2B（NMDA 受容体）、Thr286-
CAMKII、Ser831-GluR1（AMPA 受容体）のリン
酸カスケードが関与することを明らかにし
た。海馬等の記憶・学習では NMDA 受容体－
CaMKII の活性化は短期記憶（数時間）に関与
し、長期記憶には関与しないと考えられてい
るが、神経障害性疼痛の１週間以上の持続に
PGE2 の産生－NMDA 受容体－CaMKII の活性化
が関与しているという学術的にも全く新し
い知見を明らかにした。
帯状疱疹後神経痛モデルを Y1472F-KIマウ

スに適用して、NR2B の Tyr1472 のリン酸化が
神経障害性疼痛の発生維持だけでなく、帯状
疱疹時の神経損傷に関与することを示した。

(２)神経因性疼痛モデルにおけるグルタミ
ン酸受容体-CaMKII の標的機能分子の探索
野生型と Y1472F-KI マウスの無処置群、神

経障害性疼痛モデル群の脊髄後角から調製
したシナプス膜後肥厚(PSD)画分を iTRAQ 法
を用いたショットガンプロテオミクスによ
り比較定量解析を行った。神経可塑性に関与
する機能分子として、PSD に局在し、野生型
神経障害性疼痛モデルで発現量が上昇し、
Y1472F-KI マウスで上昇しない 2 分子を同定
した。これら 2分子の機能は未知であること
から、現在、ノックアウトマウスを作製し解
析を進めている。

(３)反応の場脊髄後角でのニューロン‐グ
リア相互作用における PGE2、NO の役割

神経障害性疼痛の維持とニューロン-グリ
ア相互作用における生理活性物質 PGE2、NO の
役割を明らかにするために、mPGES-1-/-マウス
で神経障害性疼痛モデルを作製した。その結
果、PGE2と NO は活性化ミクログリアの遊走を
抑制することを明らかにした。mPGES-1 は一
次求心性線維の細胞体が局在する後根神経
節で発現し、脊髄後角のシナプス終末で PGE2

を産生し、PGE 受容体 EP1 に作用してシナプ
ス終末からのグルタミン酸遊離を促進する
一方、PGE2は EP2 サブタイプを介してミクロ



グリアの遊走を NO とともに抑制してニュー
ロン-グリアの相互作用を促進させる。興味深
いことに、ミクログリアの遊走を促進する
EP3 受容体は発現しておらず、PGE2 の多彩な
作用は PGE受容体サブタイプで精緻にコント
ロールされていることが明らかとなった。ま
た、生理活性物質 PGE2と NO は細胞間メッセ
ンジャーとして、健常時の痛覚伝達の中継地
である脊髄後角を双方向性の反応の場に変
えて、慢性疼痛の維持に関与することが初め
て解明された。

(４) NO の S-ニトロシル化
NOの作用機構として cGMP-プロテインキナ

ーゼ G(PKG)系がよく知られているが、最近、
NOのタンパク質のCys残基の修飾が脚光を浴
びている。NO 放出剤 NOR1 を用いて NO がアク
チンを S-ニトロシル化して神経伝達物質の
遊離を抑制することを示した。炎症性疼痛モ
デルにおいても脊髄後角で S-ニトロシル化
したアクチンを検出した。我々は NO がシナ
プス終末の cGMP-PKG 系を活性化してグルタ
ミン酸遊離を促進することを以前に報告し
た。PKG は脊髄後角では発現していないので、
NO は脊髄後角の抑制性介在ニューロン内の
アクチンを S-ニトロシル化して、抑制性伝達
物質の遊離を抑制するという仮説を立てる
と、NO は興奮性、抑制性ニューロンに作用し
て慢性疼痛の維持に関与することを示す。

(５) 質量顕微鏡による反応の場脊髄後角で
の PG 産生の時間的、空間的解析

これまで PG を測定するには、組織から有
機溶媒で抽出して、酵素免疫測定法あるいは
質量分析器で測定してきたが、脊髄後角の反
応の場で PGE2 が産生されているかどうかは
不明であった。これまで PGE2を MALDI-TOF MS
を装備した質量顕微鏡で検出できるマトリ
ックス、条件を検討してきたが、最適化でき
ず、現在もその条件検討を行っている。

(６) 臨床応用への試み
①患者の術後痛を軽減するために、生体内で
分解されるコラーゲンゲルに鎮痛剤を浸潤
させ、長時間鎮痛作用を持続できることを術
後痛モデルを用いて明らかにした。
②帯状疱疹後神経痛患者のステロイド治療
前後の脳脊髄液のプロテオミクス解析（倫理
審査承認済）で、治療により変化する分子を
探索した。バイオマーカーとして PGD 合成酵
素を選択し、迅速かつ高感度の免疫測定法を
確立した。その結果、治療効果が認められる
急性期には脳脊髄液の PGD合成酵素の低下が
認められたが、治療効果が得られない慢性期
では PGD合成酵素の変化とは一致しなかった。
帯状疱疹後神経痛の急性期と慢性期では作
用機序が異なる可能性が示唆された。
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