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概要

　近年の細胞解析技術や遺伝子改変動物を駆使することで、末梢のセンシング機構に関する理解が飛躍的に進展
している。われわれは本研究で末梢神経細胞と免疫細胞との間のクロストークが痛覚において重要な役割を果
たしていることを明らかにした。本研究で、Sorting nexin (SNX) 25が疼痛調節遺伝子であること、神経近傍に局
在する真皮マクロファージは SNX25を介して NGFを産生・分泌することで神経とクロストークして痛覚の感受
性を設定していること、SNX25-NGFシグナルは疼痛モデルにおける病理的な環境に加えて、正常時における弱
い機械刺激に対する反応にも重要であることを明らかにした。

背景および目的

　末梢組織に加わる侵害刺激は一次求心性神経で受容され、脊髄を経て脳に伝達される。これまでの痛み研究は
痛覚伝導路に着目した解析が主流であったが、近年、神経細胞と空間的に近接する非神経細胞、特にグリア細胞
が組織の炎症、神経系の障害に伴う慢性疼痛の発症と維持に重要な役割をもつことが数多く報告されている。一
方で、末梢組織において正常時の痛覚に非神経細胞がどのように関わっているか今なお不明な点が多い。
　われわれは生理的な機械刺激から病理的な疼痛にわたって感覚鈍麻の表現型を示す TGマウスを発見し、その
候補遺伝子 SNX25を同定、SNX25-KOマウスでも TGマウス同様の表現型であることを見出した。この KOマウ
スでは免疫系細胞に異常が認められることから、痛覚閾値を免疫系細胞が決めている可能性が考えられた。この
KOマウスでさらに興味深いのは、疼痛モデルにおける痛み行動の減弱に加えて、正常時における弱い機械刺激
に対する反応も減弱していることである。すなわち、皮膚のマクロファージは生理的な機械刺激から病理的疼痛
までの感覚受容をシームレスに調節していることが示唆される。本研究では遺伝子変異マウス、遺伝子網羅解
析、電気生理実験を駆使することで皮膚に局在する免疫細胞が SNX25を介した如何なる分子機構によって痛覚、
さらには微弱な機械刺激に対する感覚受容を制御するかを解明することを目的とした。

方法

　SNX25 KOマウスは B6/N-Snx25tm1a/Njuを使用した。SNX25 cKO マウスは Snx25fl/fl マウスと各 Creマウス
を掛け合わせて作製した (Cx3cr1CreER; Snx25fl/fl, AvilCreER; Snx25fl/fl）。機械刺激に対する反応は von Frey
フィラメントを足底部に押し当てた際の逃避行動で評価した。また、ニューロメーター用いた経皮的電気刺激に
より、各 fiberの知覚可能な最小強度の電流を測定し電流知覚閾値を計測した。真皮マクロファージの SNX25を
枯渇させるため、Cx3cr1CreER; Snx25fl/flマウスに 4-OHT（40 ng/ul、10 ul）を皮内注射で毎日 7日間投与し、最
後の注射から 8日後に痛覚テストおよび触覚テストを実施した。組織化学実験には免疫染色、発現量解析には
PCR法およびWestern blot法を用いた。骨髄移植のための骨髄は 5週齢マウスの大腿骨と脛骨から採取し、100
万個の骨髄細胞を尾静脈注射によりレシピエントマウスに移植した。
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結果および考察

　われわれは、痛覚鈍麻の表現型を示す BACトランスジェニック（TG）マウスを別の研究過程で見つけたこと
をきっかけとして、痛覚を制御するメカニズムを追求した。この TGマウスは、炎症性疼痛モデルや神経障害性
疼痛モデルにおいて痛覚鈍麻の表現型を示したが、さらに興味深い点として、このマウスは正常時の機械刺激に
対する反応も減弱していたことである。正常時の痛覚を制御する分子基盤を明らかにすることを目的として、TG
マウスのゲノム解析を行ない、細胞内輸送に関わる Sorting nexin (SNX)ファミリーの一つ、SNX25の発現制御が
損なわれていることを見出した。SNXファミリーの中には神経障害性疼痛において機能するものも報告されて
いるが (1)、SNX25に関する報告は少なくその機能は不明な点が多くあった。そこで、SNX25 KOマウスを導入
して痛み行動を調べたところ、TGマウス同様、炎症性疼痛モデルや神経障害性疼痛モデルに加えて正常時にお
ける機械刺激に対しても鈍麻の表現型を示した。この結果を受けて、まず SNX25 KOによる痛覚鈍麻の原因とし
て一次求心性神経の機能が落ちているのではないかと考え、後根神経節（DRG）ニューロン特異的に SNX25を
KOした cKOマウス（Snx25Avil-cKO）を作製して痛覚を評価したが、予想に反して異常はみられなかった。
　TGマウスおよび SNX25 KOマウスでは炎症性物質を皮下に投与した時の細胞浸潤が低下していること、また
SNX25 KOマウスの骨髄細胞をWTマウスに移植するとレシピエントマウスで痛覚鈍麻の表現型になったこと
から、次に骨髄由来の免疫系細胞に着目した。骨髄由来細胞も様々あるが、皮膚の免疫細胞を詳細に解析すると
真皮マクロファージの大部分は骨髄由来であることが分かった。最近の single-cell RNA sequencingでは、マクロ
ファージはいくつかのポピュレーションに分かれることが報告されており、特に CX3CR1やMHC class　IIを高
発現するマクロファージは神経と相互作用し、神経機能に影響することが報告されている (2, 3)。そこで次に末
梢神経に associateする CX3CR1 hiの真皮マクロファージに着目し、タモキシフェン依存的に CX3CR1陽性マク
ロファージで SNX25を KOした cKOマウス（Snx25Cx3cr1-cKO）を作製して痛み行動を調べたところ、痛覚刺
激、触覚刺激に対して鈍麻の表現型を示すことが分かった。
　次に、真皮マクロファージの SNX25がどのようにして痛覚や微弱な機械刺激に対する制御に関わるのか、そ
のメカニズム解明に着手した。痛覚を制御する様々な因子を調べたところ、SNX25 KOマウスではマクロファー
ジで神経成長因子 NGF (nerve growth factor)の発現が減弱することを見出した。神経障害性疼痛モデルや炎症性
疼痛モデルでは SNX25 KOマウスで様々な遺伝子の発現低下がみられたが、NGF発現は生理的環境においても
発現が低下していたことは意義深い。
　NGFに着眼することに先行して、われわれは SNX25 KOマウスの DRGでは疼痛関連因子である TRPV1や Na
チャネルの遺伝子発現が低下していることを見出していた。これらの疼痛関連因子の発現は NGFとその受容体
TrkAが複合体を形成して感覚神経内を逆行性に DRGまで輸送され、遺伝子レベルで制御されることが報告され
ている (4)。これらの事を考え合わせると SNX25 KOマウスの痛覚、触覚鈍麻の表現型は NGFの発現低下とそれ
に伴う下流シグナルの減弱に起因すると想定された。この仮説を証明する目的で SNX25 KOマウスの坐骨神経
における結紮後の NGF-TrkA複合体の逆行性輸送を評価したところ (5)、予想通り野生型マウスに比べて TrkA蓄
積量は有意に低下していた。すなわち、SNX25 KOマウスでは、末梢のマクロファージでの NGF発現が低下す
ることで、逆行性輸送が減弱し DRGにおける疼痛関連遺伝子の発現が低下した結果、感覚鈍麻になることが示
唆された。また、NGFをマウスの後肢皮下に投与すると痛覚および触覚の閾値が低下することも明らかになっ
た。
　最後に、後肢皮膚の真皮マクロファージにおける SNX25を局所で KOする目的でタモキシフェンの代謝物、4-
OHTを Cx3cr1Cre; Snx25fl/flマウスの足に局所投与して真皮マクロファージ特異的に SNX25を KOしたところ、
機械刺激に対して鈍麻の表現型となった。一方で、Vehicle投与マウスでは正常な感覚が保持されていた。また、
ニューロメーターを用いた経皮的電気刺激により、c-fiberの知覚可能な最小強度の電流を測定したところ、足に
4-OHTを局所投与した cKOマウスでは電流知覚閾値が上昇することも明らかにした。
　また、最近になり、神経障害性疼痛モデルマウスにおいて DRGマクロファージが重要という報告があるため
(6)、DRGマクロファージの影響についても検討した。Cx3cr1Cre; Snx25fl/flマウスの DRG (L4、5)に 4-OHTを局
所投与して痛覚に対する影響を調べたが、痛み行動には影響しなかった。つまり、SNX25を介した機械刺激に対
する痛覚は、DRGマクロファージではなく、真皮マクロファージが担っていることが示唆された。皮膚の真皮マ
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（完）

クロファージと DRGマクロファージでは痛みの調節機構が異なる可能性があり、特に皮膚ではマクロファージ
の SNX25や NGFを介した痛覚制御機構が重要なのかもしれない。
　以上総合すると、皮膚の真皮層に局在する神経 associate型マクロファージは SNX25を介して組織の NGF含量
を一定の割合に保つことで機械刺激に対する反応を制御する働きがあると考えられる。SNX25がないとこのシ
ステムが破綻し外界からの機械刺激に対する痛覚が鈍麻になることがわれわれの一連の研究で明らかになった。
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