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神経成長因子による疼痛の新規制御機構としての 

Arf6 小胞輸送 

－小胞輸送経路を標的とした慢性疼痛の治療戦略の創出に向けて－ 
 

1．研究の目的 

慢性疼痛の発症機序のひとつとして、組織の炎症や神経の損傷により組織局所から分泌され

た神経栄養因子(NGF)などの様々な液性因子が感覚神経終末に作用し、痛覚の感受性の持続的

な亢進が考えられているが、その詳細な分子機構は不明である。また、抗 NGF 抗体を用いた

難治性疼痛に対する臨床治験は一定の緩和効果を示したが、副作用のため治療薬として未だ

認可されておらず、NGF 疼痛シグナルの制御機構のさらなる解明が求められる。申請者らは、

神経内分泌細胞株 PC12 細胞の NGF 依存的な突起形成における低分子量 G タンパク質 Arf6 経

路の機能解析の過程で、Arf6 とその活性化因子 EFA6A が NGF 受容体 TrkA の小胞輸送を介し

て NGF 応答性を調節する新たな制御経路であることを見出しつつある。本研究は自己所見を

発展させて、『一次感覚ニューロンにおいて、EFA6A-Arf6 経路が、TrkA の小胞輸送を介した

NGF 疼痛シグナルの新たな制御経路である可能性』を個体レベルで検証することを目的とす

る。本研究により、NGF 疼痛シグナルの新たな分子機構と慢性疼痛の治療法的としての小胞

輸送経路の可能性が明らかになることが期待される。 

 

2．研究の計画 

(1) PC12 細胞における EFA6A-Arf6 小胞輸送の NGF シグナルにおける機能解析 

PC12 細胞において EFA6A-Arf6 経路が NGF 依存的な突起形成に関与する結果を既に明らかに

している。その分子機序を明らかにするために、PC12 細胞を用いて、NGF 刺激に伴う TrkA

の細胞内小胞輸送における EFA6A-Arf6 の役割に着目して細胞生物学的に検討する。 

(2) 脊髄後角におけるサイトヘジン 2発現局在に関する免疫組織学的解析 

EFA6A と Arf６の脊髄神経節感覚ニューロンでの発現局在を明確にするため、特異抗体を用

いて免疫組織学的に検討する。 

(3) EFA6A 遺伝子欠損マウスを用いた NGF 依存的な痛覚過敏に関する行動学的解析 

全身型 EFA6A 遺伝子欠損マウスを用いて NGF 投与による機械的刺激、熱刺激およびカプサイ

シンなどの化学的刺激に対する疼痛感受性閾値の変化を検討する。 

(4) EFA6A-Arf6 小胞輸送による NGF 疼痛シグナルの制御機構の解明 

NGF 刺激に伴う TrkA 下流シグナル経路の活性化と痛覚関連分子(BDNF, CGRP, substance P, 

TRPV1,など)の遺伝子発現の調節に関して、EFA6A 遺伝子欠損型と野生型間で比較検討する。

さらに一次感覚ニューロンにおいてEFA6A-Arf6経路がTrkAと TRPV1の小胞輸送を制御する

可能性を検証するために、脊髄神経節ニューロンの初代培養を作製し、NGF 刺激後の TrkA と

TRPV1 の細胞膜発現量の変化と細胞内動態を経時的に検討する。 

 

3．研究の成果 

(1) PC12 細胞における EFA6A-Arf6 小胞輸送の NGF シグナルにおける機能解析 

TrkAの細胞外領域を認識する抗体を用いて、PC12細胞の細胞表面に発現するTrkAを標識し、

NGF 刺激後の TrkA の細胞内動態を検討した結果、コントロール細胞では、TrkA は NGF 刺激

後すみやかに細胞内にエンドサイトーシスされ、刺激後 30分後には細胞表面での TrkA の発

現量が刺激前の 40%程度に減少する。その後、取り込まれた TrkA は早期エンドソームに移行

し、刺激後３時間後には刺激前の 75%まで回復する。一方、EFA6A ノックダウン細胞では刺

激前と刺激後 30 分での TrkA の細胞表面の発現量には差はないものの、刺激後３時間後の

TrkA細胞表面発現量の回復は認められない。さらにNGF刺激前にTrkA抗体を細胞表面のTrkA

に結合させた後、NGF で刺激し、固定する直前に蛍光標識した二次抗体と反応させることに

より、処理過程を通して細胞膜に残っていた TrkA および細胞表面にリサイクリングされた

TrkA の発現量の経時的な変化を検討した結果、コントロールでは刺激後 30分で、刺激前に



存在した細胞膜上の TrkA は、細胞内に取り込まれて約 55%程度に減少し、取り込まれた TrkA

の約 50%が 3 時間後に細胞膜へリサイクリングされるのに対して、EFA6A ノックダウン細胞

では、刺激前と刺激 30分後にエンドサイトーシスされる TrkA は、コントロールと同程度で

あるのに対して、3時間後に細胞膜へリサイクリングされる TrkA が著明に低下していた。以

上の結果から、EFA6A は、NGF 刺激後に細胞内に取り込まれた TrkA の細胞膜へのリサイクリ

ングを制御する可能性が明らかになった。 

(2) 脊髄神経節における EFA6A の発現局在に関する免疫組織学的解析 

脊髄神経節を用いたウエスタンブロット解析により、脊髄神経節において EFA6A は２つのア

イソフォームにうち、約 110kDa の Sec7 領域を含む EFA6A の発現が検出される一方、Sec7

領域が欠落する短い EFA6As の発現は認められなかった。次に EFA6A 特異抗体を用いてマウ

ス脊髄神経節の発現を免疫組織化学的に検討した結果、EFA6A は小型から中型の一次感覚ニ

ューロンの一部に発現が検出された。さらに一次感覚ニューロンのサブタイプマーカーとの

二重染色により、EFA6A陽性細胞の約 45％が CGRP陽性ニューロンに、約 20%が IB4陽性ニュ

ーロンと共存した。また、CGRP陽性ニューロンの約 40％が、IB4陽性ニューロンの約 15%が

EFA6A 陽性であった。また、EFA6A は一次感覚ニューロンの細胞体のみならず、足底部の皮

膚の自由終末においても発現が認められた。また、TrkA 陽性細胞の約 50％が EFA6A 陽性を

示した。さらに免疫電子顕微鏡解析により、EFA6A は一次感覚ニューロンの主に細胞膜直下

に局在する一方、外套細胞には免疫陽性反応は認められなかった。 

(3) EFA6A 遺伝子欠損マウスを用いた NGF 依存的な痛覚過敏に関する行動学的解析 

全身型 EFA6Aノックアウトマウスを用いて、足底部に NGF を投与し、機械的刺激に対する疼

痛感受性閾値を von Frey 法により検討した。その結果、野生型マウスでは NGF 投与側の足

底における機械的刺激に対する疼痛感受性閾値が４時間後から低下し、１週間後も持続的に

低下が認められるのに対して、ノックアウトマウスでは４時間後に低下が認められるものの

野生型と比較して有意に閾値は高く、４日後には投与前の閾値に戻った。 

 

4．研究の反省・考察 

本研究により、PC12 細胞において EFA6A-Arf6 は NGF 刺激に伴いエンドサイトーシスされた

TrkA の細胞表面へのリサイクリングする新たな経路であることを見出した。次に脊髄神経

節において免疫組織学的検討の結果、Arf6 の活性化因子である EFA6A は脊髄神経節におい

て TrkA 陽性の一次侵害受容ニューロンの一部に発現することが明らかになった。さらに

EFA6A 遺伝子欠損マウスは NGF 依存的な疼痛感受性の低下を示すことを明らかにした。これ

らの結果から、EFA6A-Arf6経路はNGFシグナルの新たな制御経路であることが示唆された。  

 しかしながら、今回用いた EFA6Aノックアウトマウスは、全身型ノックアウトマウスであ

り、脊髄神経節以外の EFA6A の欠損により NGF 依存的な疼痛感受性の低下を引き起こしてい

る可能性は否定できない。今後、脊髄神経節特異的なノックアウトマウスや脊髄神経節での

EFA6A の発現によるレスキュー実験などによる確認が必要である。また、実験計画(3)に関

しては、実験に十分なマウス数を得ることができずやや計画が遅れている。しかしながら、

EFA6Aノックアウトマウス由来の一次ニューロンの初代培養において、PC12 細胞で観察され

て所見と同様に、EFA6A が NGF 刺激に伴う TrkA の細胞膜へのリサイクリングに関与するこ

とを明らかにしつつある。今後、残された実験計画を完遂する予定である。 
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