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研究成果の概要（和文）：G protein-coupled receptor 40 (GPR40) 作動薬の髄腔内投与は、炎症性および末梢神経障
害性疼痛モデルマウスにおける疼痛様行動を減弱させること、末梢炎症や神経障害時には、脊髄後角神経細胞および一
次知覚神経細胞においてGPR40タンパク質発現レベルが上昇することを見出した。さらに、電気生理学的検討から、鎮
痛作用の少なくとも一部は、脊髄後角第II層における炎症性あるいは末梢神経障害性疼痛伝達に関与するグルタミン酸
作動性興奮性シナプス伝達を、シナプス前性に抑制することに起因することが示されたことから、GPR40は新規鎮痛薬
開発ターゲットとして有望であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The functional role of the G-protein-coupled receptor 40 (GPR40) in nervous 
system including somatosensory pain signaling has not been fully examined yet. Intrathecal injection of 
GPR40 agonist (MEDICA16 or GW9508) dose-dependently reduced ipsilateral mechanical allodynia and thermal 
hyperalgesia in several inflammatory and peripheral neuropathic pain models. Immunohistochemical analysis 
revealed that GPR40 is expressed in spinal dorsal horn and dorsal root ganglion neurons, and immunoblot 
analysis showed that peripheral inflammation or nerve injury resulted in increased expression of GPR40 in 
these areas. Patch-clamp recordings exhibited that bath-application of either MEDICA16 or GW9508 
significantly decreased the frequency of spontaneous excitatory postsynaptic currents in the substantia 
gelatinosa neurons of the pain models. Our results indicate that GPR40 agonists might serve as a new 
class of analgesics for treating inflammatory and neuropathic pain.

研究分野：医歯薬学
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プ
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１．研究開始当初の背景 
慢性疼痛は、炎症や神経障害等、種々の原
因で発症し、日常診療においても非常に多く
遭遇する疾患である。慢性疼痛の治療として
NSAIDs 及びオピオイド等の鎮痛薬が広く用
いられているが、難治であることも多く、長
期投与による副作用対策に次第に難渋する
ことになる。今後急速に高齢化社会を迎える
本邦において、有効な疼痛コントロール法の
確立は社会的急務であり、慢性疼痛発症・維
持のメカニズム解明、並びに副作用の少ない
新規鎮痛薬開発が強く求められている。 
疼痛情報を伝達・修飾する分子としてこれ
まで、アミノ酸、アミン、ペプチドなど多く
の重要分子の機能が判明してきている。脂質
メディエーターと疼痛の関連性に関しても、
エイコサノイド類とその受容体群を代表に
古くから検討がなされているが、近年見出さ
れた遊離脂肪酸受容体およびそれらに作用
する内因性脂肪酸類と疼痛の関連性に関し
て は 不 明 な 点 が 多 い 。 GPR40 (G 
protein-coupled receptor 40 / free fatty acid 
receptor 1：本稿では GPR40 で統一) は遊離
中・長鎖飽和および不飽和脂肪酸を内因性リ
ガンドとする G タンパク質共役型受容体と
考えられ、膵臓ランゲルハンス島 β細胞にお
いてはグルコース刺激性インスリン分泌に
関与し、2 型糖尿病などの代謝疾患の有望な
創薬標的として注目されている。一方、GPR40
は、特にヒトにおいて、中枢神経系における
発現の可能性が当初より示唆されてはいた
が、神経機能との関連性に関しては現在でも
不明な点が多い。 
申請者らは各種電位依存性 Ca チャネルと
様々な痛覚情報伝達の関係について検討す
る中で、N 型 Ca チャネル欠損マウスにおい
ては、末梢神経損傷に伴う神経障害性疼痛の
発症が著明に減弱していることを見出した。
そこで野生型および N 型チャネル欠損マウ
スに末梢神経障害を加え、一次知覚神経節 
(dorsal root ganglia: DRGs) および脊髄など中
枢神経各部位において発現変動を受ける遺
伝子産物を cDNAマイクロアレイ法により比
較することで、末梢神経障害性疼痛発症およ
び維持に重要と思われる遺伝子を検索して
きた。PPARγ (peroxisome proliferator-activated 
receptor γ) もそのような遺伝子の 1つであっ
たが、PPARγ作動薬 (ロシグリタゾン、ピオ
グリタゾンなどのチアゾリジンジオン類) の
鎮痛作用に関しては、他の研究グループが先
行した。PPARγ は核内転写調節因子であり、
その作動薬は様々な副作用に関する懸念も
あるが、2型糖尿病治療に適応を持っている。
PPARγ作動薬の鎮痛作用も、遺伝子発現変化
に伴うものであると考えられたが、我々は当
初よりその鎮痛作用が早い時間経過 (くも膜
下腔投与後 30 分以内) で認められることに
疑問 (遺伝子発現変化を介するには早すぎる
のではないか？ ) を感じていた  (図 1)。
PPARγ 作動薬の鎮痛作用を最初に報告した

研究グループもその鎮痛効果発現までの時
間経過 (すなわち nongenomic mechanism) に
言及しており、最近の報告では、くも膜下腔 
(intrathecal: i.t.) 投与後 5分で観察されると記
載している。 
 
２．研究の目的 
図 1は、炎症性疼痛モデルマウス (8-10週
齢の雄性 C57BL/6J の右後肢に、Freund の完
全アジュバント CFA 25 μlを皮下注射) に対
するロシグリタゾンの効果を示したもので
ある。CFA (complete Freund’s adjuvant) を投与
すると後肢に炎症が生じ、1-2 週間持続する
疼痛を生じる。図 1では、CFA投与後 3日の
時点において、機械的刺激に対する逃避閾値
の低下、すなわち機械的痛覚過敏が右後肢 
(Ipsi) に生じていることがわかる。このマウ
スにロシグリタゾン (100 pmol) を i.t.投与す
ると、投与後 30分で顕著な鎮痛作用 (逃避閾
値の上昇) が観察され、1時間後には健側 (反
対側; Contra) と遜色のないレベルまで回復
するが、GPR40拮抗薬 GW1100 (100 pmol) を
同時投与すると、30分後の有意な鎮痛作用は
見られなくなる。一方、1 時間後の鎮痛作用
には影響しない。以上の結果から、ロシグリ
タゾンの鎮痛作用は、GPR40を介した早期の
nongenomic actionとそれに続くPPARγを介し
た genomic actionの 2成分からなることが示
唆された。そこで、脊髄痛覚伝達における
GPR40の役割に関して、本格的な検討を進め
ることとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1. ロシグリタゾンの早期鎮痛作用は
GPR40拮抗薬 GW1100によって拮抗される 
CFAモデルマウス (CFA投与後 3日) におけ
る機械的痛覚過敏 (CFA投与側：右後肢、Ipsi) 
は PPARγ 作動薬ロシグリタゾン (100 pmol) 
のくも膜下腔 (i.t.) 投与により数時間にわた
って抑制されたが (上図では投与後 1 時間ま
でのデータを示す)、GPR40 拮抗薬 GW1100 
(100 pmol) の同時くも膜下腔投与により早
期 (0.5 時間) の抑制作用は有意に拮抗され
た。値は全て平均値 ± S.E.M.で表わした。***P 
< 0.001、###P < 0.001。 
 
３．研究の方法 
マウス (雄性C57BL/6J) 炎症性疼痛モデル 

(急性炎症モデルとしてカラゲニン後肢投与
モデル、遷延性炎症モデルとして Freundの完
全アジュバント (CFA) 後肢投与モデル)、末



梢神経障害性疼痛モデル (第 4/第 5腰髄脊髄
神経結紮モデル ; L4/5 spinal nerve ligation 
(SNL) モデル) を採用し、後肢に機械刺激、
あるいは熱刺激を与えて疼痛発症を確認後、
GPR40 作動薬、および拮抗薬の髄腔内 
(intrathecal: i.t.) 投与の効果を検討する。また、
各種疼痛モデルにおける GPR40 タンパク質
発現レベルの変化を、ウエスタンブロット法、
免疫組織化学的手法により検討する。さらに、
脊髄レベルにおける作用メカニズムを検討
するため、これらの疼痛モデルマウスより脊
髄横断スライス標本 (厚さ 700－750 μm) を
作製し、脊髄後角神経細胞にホールセルパッ
チクランプ法を適用することで、シナプス伝
達に対する GPR40作動薬の効果を調べた。 
 
４．研究成果 
1) 一次知覚神経節および脊髄における
GPR40の発現 
まず我々は、雄性 C57BL/6Jマウス (8－10
週齢) を用いて、一次知覚神経節 (dorsal root 
ganglia: DRGs) および脊髄における GPR40
の発現を検討した。脊髄における発現も、
GPR40が中・長鎖脂肪酸により活性化される
ことを最初に報告した 3 つの論文のうちの 1
つにおいてヒト脊髄における mRNA レベル
の発現検討がなされ、検討された他の中枢神
経各部位 (全 18部位) と比較しても上位 (第
3位) に位置 (すなわち高発現) していた。ま
た、他の研究グループもマウス (ddY 系) 脊
髄において発現 (タンパク質レベル) を確認
していたが、GPR40を発現する細胞種や疼痛
の影響などの検討はなされていなかった。ま
た、DRGs における検討もこれまでなされて
いなかった。 
検討にはGPR40に対する2種類の抗体を用
いた。両抗体とも抗原ペプチドによる免疫活
性の吸収を確認しており (図 2A では一方の
抗体のデータを示した)、また両者で同様の実
験結果が得られている。 

GPR40は、正常 DRGおよび脊髄において
主に神経細胞にタンパク質発現が確認され 
(図 2B)、炎症 (カラゲニン投与後 6時間、お
よびCFA投与後 3日) あるいは末梢神経障害 
(障害後 14-21日) を与えてもアストロサイト
やミクログリアに有意な発現は誘導されな
かった。一方、DRGs・脊髄共に、これらの
処置によりタンパク質発現レベルの有意な
上昇を認めた。SNLモデルに関しては少し説
明が必要である。発現上昇が認められる
DRGsは障害が与えられる L4および L5では
なく、隣接する L3 DRGsであり、L4/5 DRGs
における発現レベルに有意な変化は認めら
れなかった (図 2C)。また、同側隣接 L3 DRGs
ほどではないが、反対側 DRGs (L3-5) にも有
意な GPR40発現上昇が認められた。これらの
発現上昇メカニズムに関しては、現時点では
不明な点が多い。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. 一次知覚神経節および脊髄における
GPR40の発現 
A) ウエスタンブロットによる GPR40の発現
確認 (31 kD 近辺) と抗原ペプチドによる吸
収試験.正常 C57BL/6J マウス (雄性、8-10 週
齢) の腰部脊髄 (1 個体分、50 μg) を 2 レー
ン (各レーン別個体) ずつ各ブロットで検討
した。B) 同マウス腰部脊髄後角および一次
知覚神経節 (L4 DRG) における GPR40 の発
現 (Aで用いた抗体を使用)。二重免疫組織化
学による検討で、NeuN (神経細胞のマーカー) 
で染色される細胞に共存することが示され
ている。一次知覚神経節では、ほぼ全ての神
経細胞に発現していた。スケールバー: 20 μm 
(上図)、100 μm (下図). C) 一次知覚神経節に
おける末梢神経障害の影響. L4/5 SNL (L4/5
脊髄神経結紮: L4/5 spinal nerve ligation) 後
14-21 日の DRG で検討した. 障害を受けた 
(Ipsi) L4/5 DRGsにおける GPR40の発現レベ
ルに変化はなかったが、隣接する Ipsi L3 DRG
では有意な発現上昇が認められた。Ipsi L3 
DRG ほど顕著ではないが、反対側  (Cont) 
L3-5 DRGsでも有意な発現上昇が認められた。
値は全て平均値 ± S.E.M.で表わした。*P < 
0.05、**P < 0.01 vs. Sham Ipsi L3-5。 
 
2) 疼痛モデルマウスにおける GPR40 作動薬
および拮抗薬の効果 
カラゲニン (2 % 溶液) を右後肢 (Ipsi) に
皮下投与 (25 μl) すると、数時間かけて熱刺
激に対する後肢の逃避潜時が徐々に短縮し
ていき (熱性痛覚過敏が生じている)、5－6
時間後にピークに達することが古くから知
られ、抗炎症薬の検定によく用いられてきた。
カラゲニン投与後 6 時間後に GPR40 作動薬 
(MEDICA16 あるいは GW9508) を i.t.投与す
ると、濃度依存的 (1－30 pmol) に熱性痛覚
過敏を抑制し、その抑制効果は GPR40拮抗薬
GW1100 (100 pmol) の同時投与よって有意に
拮抗された (図 3A)。CFAモデルでは CFA投
与後 3 日目に、SNL モデルでは SNL 処置後
14－21日目に、後肢の機械的刺激に対する逃
避閾値を測定すると、処置側 (右側; Ipsi) に



機械的痛覚過敏を検出できた。両疼痛モデル
マウスに MEDICA16 を i.t.投与すると、濃度
依存的 (1－100 pmol) に機械的痛覚過敏を
抑制し、その抑制効果は GW1100 (100 pmol) 
の同時投与よって有意に拮抗された (図 3B, 
C)。SNL モデルにおいて興味深いのは (CFA
モデルでもその傾向が認められるが)、100 
pmol の MEDICA16 は、反対側の閾値も有意
に上昇させることである。上述した反対側
DRGsでのGPR40発現上昇の寄与が考えられ
るかもしれない。一方、GW1100 (100 pmol) の
単独 i.t.投与は、カラゲニンモデルでは疼痛行
動に影響を与えなかったが、CFAおよび SNL
モデルでは左側健側 (反対側; Contra) の機械
的痛覚過敏反応を引き起こした (図 3D-F)。
また、正常マウスにおいては、GPR40作用薬 
(MEDICA16 あるいは GW9508) を i.t.投与し
ても、機械的刺激に対する逃避閾値および熱
刺激に対する逃避潜時に影響は与えなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3. GPR40作動薬MEDICA16の鎮痛効果、
および GPR40拮抗薬 GW1100の発痛効果 
急性炎症モデル (カラゲニンモデル: A およ
び D)、遷延性炎症モデル (CFAモデル: Bお
よび E) および末梢神経障害モデル  (L4/5 
SNLモデル: Cおよび F) における検討。カラ
ゲニンモデルでは、カラゲニン (Car) 投与 6
時間後に MEDICA16 (A) あるいは GW1100 
(D) をくも膜下腔投与 (i.t.) した。CFA モデ
ルでは CFA 投与 3 日後、SNL モデルでは術
後 14－21 日後にまず機械的刺激に対する逃
避閾値の測定を行い、処置側 (Ipsi) に過敏応
答 （閾値の低下） が検出されるか確認し (0 
h)、その後MEDICA16あるいはGW1100を i.t.
投与した。値は全て平均値 ± S.E.M.で表わし
た。*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001 vs. 薬
物投与前のデータ。#P < 0.05、##P < 0.01、###P 
< 0.001 vs. 対応する時点のデータ (Aでは 30 
pmol、Bおよび Cでは 100 pmolグループのデ
ータ。 
 
3) 脊髄スライス標本を用いた検討 

GPR40 作動薬の脊髄痛覚伝達制御メカニ
ズムを検討するため、各疼痛モデルマウスよ
り後根付き脊髄横断スライスを作製し、脊髄

後角第 II 層 (膠様質) 神経細胞にブラインド
ホールセルパッチクランプ法を適用するこ
とで、自発性興奮性シナプス後電流 (sEPSCs) 
および後根を電気刺激することで誘起され
る単シナプス性興奮性シナプス後電流を記
録した (後根誘起 EPSCsに関しては、予備的
検討段階ではあるが)。各疼痛モデルにおいて、
MEDICA16 (10 μM) あるいは GW9508 (30 
μM) の灌流適用は、sEPSCs の平均振幅に影
響を与えなかったが、平均発生頻度を有意に
低下させた (記録した神経細胞の 8 割以上に
おいて)。また、特に CFAおよび SNLモデル
においては、正常マウスでは困難である II層
からの Aβ線維誘起単シナプス性 EPSCs記録
の成功確率が上昇するが、GPR40作動薬はAβ
線維誘起単シナプス性 EPSCs には影響せず 
(図 4A, B)、Aδ線維あるいは C線維誘起単シ
ナプス性EPSCsの振幅を有意に抑制した (図
4C、D)。一方、コントロール動物脊髄 (正常
ナイーブ、およびカラゲニンモデルに対して
は生理食塩水投与群、CFAモデルに対しては
不完全アジュバント投与群、SNLモデルに対
しては Sham手術群) において、GPR40作動
薬は sEPSCs に対して一定の効果を示さず 
(記録した神経細胞の約半数は sEPSCsの平均
発生頻度を抑制したが、増強、変化なしもそ
れぞれ 1/3から 1/4程度観察された)、後根誘
起 EPSCs に対しても有意な効果を示さなか
った。 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
図 4. GPR40作動薬の後根誘起単シナプス性
興奮性シナプス後電流 (EPSCs) に対する効
果 
各種疼痛モデルマウスから脊髄スライス標
本を作製し、第 II 層 (膠様質) 神経細胞にブ
ラインドホールセルパッチクランプ法を適
用した。GPR40作動薬のMEDICA16 (M16) お
よび GW9508は灌流適用した。Aから Dの各
トレースは、10 回の誘起 EPSCs を平均した
ものである。詳細は本文参照。 
 
後根誘起単シナプス性 EPSCs を記録の際、
一部の神経細胞では連続する 2回の後根刺激
に対するシナプス応答の比率 (paired pulse 
ratio、PPR = 2回目の EPSCの振幅 / 1回目の
EPSC の振幅) を、GPR40 作動薬投与前後で
測定した (図 4E)。一次知覚神経－II層神経細
胞間のシナプスは、Aδ線維刺激強度を用いて
後根を 50 ms 間隔で 2 回電気刺激すると、2
発目の EPSC の振幅が小さくなる (PPR は 1
より小さくなる) paired pulse depressionを示



す。しかし、MEDICA16 (10 μM) 灌流適用下
では、Aδ 線維誘起単シナプス性 EPSCs の振
幅を低下させると共に、paired pulse depression
ではなく paired pulse facilitation (PPRは 1より
大きくなる) が観察された。以上の結果から、
GPR40 作動薬の疼痛モデルマウス脊髄くも
膜下腔投与後に認められる鎮痛作用の少な
くとも一部は、脊髄後角第 II層における炎症
性あるいは末梢神経障害性疼痛伝達に関与
するグルタミン酸作動性興奮性シナプス伝
達を、シナプス前性に抑制することに起因す
ることが示唆された (図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 5. 脊髄後角第 II 層 (膠様質) における
GPR40を介した鎮痛メカニズム仮説 
GPR40 作動薬 (MEDICA16、GW9508) は、
一次知覚神経－膠様質神経細胞間、および膠
様質介在神経細胞間の炎症性あるいは末梢
神経障害性疼痛伝達に関与するグルタミン
酸作動性興奮性神経伝達を、シナプス前性に
調節することで鎮痛作用をもたらす可能性
が示唆された。膠様質におけるシナプス後作
用に関しては、今後の検討課題である。 
 
4) 考察と今後の展望 

GPR40作動薬の電気生理学的作用は、正常
ナイーブマウスを含めたコントロールマウ
スでは認められない (鎮痛作用も認められな
い) ため、炎症および末梢神経障害によって
駆動される何らかの影響が、脊髄 GPR40シグ
ナル伝達に可塑的変化をもたらしたことが
示唆される。しかし、i.t.投与された GPR40
作動薬は上位脳にも作用しうるので、疼痛行
動学試験においては脳内 GPR40 を介した鎮
痛メカニズムの関与を併せて観察している
可能性は十分考えられる。 
免疫組織化学的検討結果から、GPR40作動
薬のシナプス後作用の存在の可能性も十分
考えられる。実際、CFA および SNL モデル
脊髄スライスにおいては、シナプス後作用 
(GPR40 作動薬による外向き電流誘起) がし
ばしば記録され (コントロールおよびカラゲ
ニンモデルではこれまでのところ有意な応
答は記録されていない)、抑制性シナプス後電
流に対する影響も含めて今後詳しく解析す
る予定である。 
興味深いことに、CFA および SNL モデル
では、GPR40 拮抗薬 GW1100 の i.t.投与後、
反対側後肢に痛覚過敏が誘発された。この結

果は、炎症や末梢神経障害後の疼痛が長期化
すると、GPR40に作用する内因性遊離脂肪酸
産生が亢進し、DRGsや脊髄における GPR40
自体の発現上昇と併せて 1種の内因性疼痛抑
制機構が作動することを示唆している可能
性があり、今後検討すべき仮説と考えている。
疼痛制御に特異的に関与する遊離脂肪酸が
存在するか否かに関しては今後の検討に委
ねられるが、CFAによる後肢の炎症に応答し
て、視床下部において DHA (docosahexaenoic 
acid) の産生・遊離が増加し、この DHAが視
床下部 GPR40 に作用することで下行性疼痛
抑制系を賦活することを示唆するデータが
ある。以上の結果・考察から、GPR40作動薬
は脊髄および上位中枢両者に作用する新規
鎮痛薬として有望であることが示唆される。 
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