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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、異なる難治性疼痛動物モデルに対し、複数の疼痛抑制機構を組み合
わせて作用させることにより難治性疼痛の新しい治療法を開発することを目指して研究を行った。 動物モデル
としては、本研究期間では炎症性、足底切開、神経結紮モデルを作成し行動評価にて妥当なモデルが完成されて
いることを確認するとともに、特に培養細胞においてはBDNFの発現をより効率的に抑制させるsiRNAを作成した
こと、および エンドルフィンの効率的な発現方法の開発を目指した研究を行った。分泌型のβエンドルフィン
産生細胞を作成するためにNGF遺伝子とのハイブリッド遺伝子を作成し培養細胞でELISAにて発現を確認した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we studied it for developing a new therapy of incurable 
neuropathic pain by performing of combination multiple pain suppression mechanisms for different 
severe neuropathic pain animal models.
We made inflammatory animal models, plantar incision models and nerve ligation models in this study 
periods. We confirmed that a proper model was finished by a behavior evaluation and performed the 
study that aimed at the development of the effective expression method of having made siRNA which 
made expression of the BDNF inhibited more effectively and the endorphin in the cultured cell in 
particular. We also made the hybrid gene with the NGF gene to make beta endorphine productive cells 
of the secretor and confirmed expression by ELISA in a cultured cell.

研究分野：麻酔科学
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１．研究開始当初の背景 

近年、痛みの研究が盛んに行われ多くのこ

とが解明されてきている。しかし、臨床的に

がん性痛や神経障害性痛などの難治性の痛み

に効果的な治療法は開発されていない。その

理由として、痛みは原因が多様であること、

痛みの伝達機構は多くの修飾因子が存在する

こと、使用する鎮痛薬で副作用が発現するこ

と等が挙げられる。ヒトは元々内因性疼痛抑

制系という機能を保持しており、抑制系を賦

活させることによる痛みの治療は、外因的な

薬物投与や処置よりもより生理的であると考

えられる。 

本研究代表者は、以前より”痛みからの解

放”を目指して基礎研究を行っており、侵害

刺激性痛モデル(炎症性、術後痛モデル)、神

経障害性痛モデル、がん性痛モデルのすべて

を作成し、異なった痛みの病態解明と治療に

関し結果を報告している(Sun X. et al: 

Anesth Analg 98:1093-8, 2004, Kaku R. et 

al: Aneth Analg 104:936-43, 2007, Obata N. 

et al: BBRC 408: 139-144,2011 ほか)。がん

の痛みや難治性の痛みは一つの分子にターゲ

ットを絞っても、よい治療効果は得られない。 

これらを背景に我々は、まだ解決されてい

ないこれら難治性疼痛の新たな治療を開発す

ることを目指して、多角的方面からの痛みの

治療法を組み合わせ複数のモデルを使ってそ

の効果を検証する研究を行うことを考えた。 

 

２．研究の目的 

痛みの原因が異なる動物モデルを用いて、

我々がこれまで研究してきた疼痛抑制機構を

複合して制御することで、がん性痛などの難

治性疼痛の新しい治療法を開発することを目

的として研究を行う。 

研究は、これまで我々が行ってきた成果を

基盤に以下の3 つのサブテーマを複合させる

ものである。具体的には、①DNA デコイを用

いた脳神経由来神経成長因子(BDNF) の発現

抑制、②Hyperpolarization-activated 

Cyclic Nucleotide-gated(HCN)チャネルの機

能抑制による自発活動電位抑制による疼痛抑

制,③β-エンドルフィンの過剰発現による疼

痛抑制を考えた。これらは言い換えると、①

疼痛惹起物質の発現を抑制し、②神経自体の

活動性を抑え、③内因性疼痛抑制物質を増加

させるという、多角的な視点からの疼痛抑制

により、難治性の疼痛を治療しようとする方

法である。これらの方法を統合することによ

って、最も鎮痛効果が高く、しかも副作用の

ない安全な今までにない鎮痛法の開発を目指

した。 

 
３．研究の方法 

Ⅰ）動物疼痛モデルの作成 

1）ラット神経障害性痛モデルの作成 

生後 6 週の SD ラットに対して、ペントバ

ルビタール麻酔下に、背部の皮膚を切開し、

L4〜L6 の椎弓を露出する。L5 の横突起周囲

を剥離後切断し、L5 神経を同定、5-0 絹糸に

て 2重結紮する。 

2）ラットがん性骨疼痛モデルの作成 

注入する腫瘍細胞にはラット rat gland 

carcinoma（walker256）を用いる。事前に I99

培地にて 10％胎児牛血清を加えた状態で培

養しておく。生後 6週の SDラットに対して、

ペントバルビタール麻酔下に、脛骨上の皮膚

を切開する。周囲の血管、筋肉など組織を出

来るだけ傷つけないように脛骨近位骨端部

を露出させる。23 ゲージ針にて骨に穴を開け、

0.5ｍｍのドリルで刺入口を形成する。5μl

のハミルトンシリンジを用いて 3μl の I99

培地に浮遊させた3×103個のwalker256細胞

を注入する。リークを防ぐため注入口を骨蝋

で塞ぎ、生理食塩水で洗浄後、クリップにて

閉創する。術後創部はボビドンヨードにて消

毒し、抗生物質を皮下に投与する。 

3）ラット急性炎症性疼痛モデルの作成 

生後 6 週の SD ラットに対して、ペントバ

ルビタールによる麻酔下に後肢の足底の皮

膚を消毒し、足底部に 5％ホルマリン 50ul を



注射する。さらに、別のラットを用い、ラッ

ト足底にフロインドアジュバンドを注射し

その後の炎症性疼痛行動を観察する。 

Ⅱ）疼痛行動評価 

 評価 20 分前にラットをケージに移動させ

て慣らしておく。まず 10 分間、患側の足を

舐めたりする自発痛による疼痛行動を観察

した後、機械刺激によるアロディニアを測定

する。これには von Frey filament を用いて

両側ラット足底を刺激し、その逃避反応から

up down 法により 50％反応閾値を測定する。

術翌日から、術後 14 日目まで連日行う。以

下に述べる遺伝子治療群にも同様に行う。 

Ⅲ）BDNF に対するデコイの作成と培養細胞で

の効果確認 

 我々が現在まで行ってきた研究の結果を

参考にして、10 種類程度のデザインを行い、

プライマーを作成しPCRにて制限酵素サイト

のついた DNA を作成する。その後 CMV、U6 な

どのプロモーターを持ったプラスミドにサ

ブクローニングを行い、まずPC12細胞にて、

その効果を確認する。もっとも効率のよいも

のを選択して動物での実験に用いる。 

Ⅳ）遺伝子治療用ベクターの注入 

① 内因性疼痛抑制物質の過剰発現による

疼痛抑制に関する検討 

神経因性疼痛モデル、ガン性疼痛モデルに

対して、術後 2日目より、くも膜下カテーテ

ルより、β－エンドルフィン発現アデノウイ

ルスベクターを注入する。 

② 神経伝達物質発現抑制による疼痛抑制

に関する検討 

神経因性疼痛モデル、ガン性疼痛モデルに

は、術後 2日目より、くも膜下カテーテルよ

り、BDNF に対する DNA デコイおよび shRNA を

投与する。 

③ 神経興奮性の抑制による疼痛抑制に関

する検討 

神経障害性痛モデルに対し、術中に神経結

紮部位に直接、遺伝子多型チャンネル発現ベ

クターを投与する。術後痛モデルに対して、

術中に術野に直接ベクターを投与する。 

ⅴ）脊髄および脊髄後根神経節のサンプリン

グ 

 1) Real time PCR 用、2) ウエスタンブロ

ット用、3) 免疫染色用 

 

４．研究成果 

本研究課題では研究期間中、炎症性、足底

切開、神経結紮モデルを作成した。一方、多

角的治療としては異なる疼痛抑制機能の複

合的な賦活を行うこと、すなわち、①脳神経

由来成長因子(BDNF)の発現抑制による 疼痛

抑制、②内因性疼痛抑制物質βエンドルフィ

ンの過剰発現による疼痛抑制、③HCN チャネ

ル機能抑制による疼痛抑制を計画し、本期間

中には、①および②に関する領域の研究とな

った。 

具体的には、動物モデルを作成し行動評価

にて妥当なモデルが完成できていることを

確認するとともに、特に培養細胞においては

BDNFの発現をより効率的に抑制させるsiRNA

を作成したこと、および エンドルフィンの

効率的な発現方法の開発を目指した研究を

行ったことが実績として挙げられる。特に②

に関して分泌型のβエンドルフィン産生細

胞を作成するためにNGF遺伝子とのハイブリ

ッド遺伝子を作成し培養細胞でELISAにて発

現を確認した。さらに、βエンドルフィン産

生アデノ随伴ウイルスの作成のため AAV2 プ

ラスミドへの入れ替えを行いβエンドルフ

ィン遺伝子発現を確認した。検討項目として

研究課題で掲げた組織学的検討、RNA、蛋白 

レベルでの変化に関しては、主に RNA レベル

で結果を得ている。治療への応用に関しては、

動物への投与への検討は十分にできておら

ず、その原因として、発現が弱いこと、AAV

自体の細胞障害性もしくはNGF共発現による

影響が考えられた。 

多角的方面からの難治性疼痛治療を目指



しているが、BDNF の発現抑制および β エン

ドルフィンの過剰発現に関しては検討され

ているも のの、HCN チャネル機能抑制による

疼痛抑制についてはまだ検討の段階に入っ

ていない。また、がん性疼痛モデルの作成で

はがん細胞 の入手まで至らなかった。具体

的に 16 週齢ラット雌の視床下部より、β エ

ンドルフィン（bEP）をクローニングした。

本来、βエンドルフィンは大型ペプチド前駆

物質で あるプロオピオメラノコルチン

(POMC)に由来する。生体内では何らかのスト

レス下で POMC から切り出されて下垂体前葉

からβエンドル フィンが分泌される。本研

究では β エンドルフィンをクローニングす

るにあたり、細胞外に分泌しやすいシグナル

を付与する必要があると考え、神経成長因子

（Nerve Growth Factor：NGF）を融合した遺

伝子の作成を試みた。同じくラット視床下部

より NGF をクローニ ングし、NGF と bEP 遺伝

子の間には切断認識配列を挿入した、

NGF-bEP 融合遺伝子を作成した。細胞への遺

伝子導入はタンデムに発現する蛍光タンパ

ク質 zsGreen を顕微鏡下に確認し、細胞外に

分泌された β エンドルフィンは ELISA によ

って確認した。さらにアデノ随伴ウ イルス

ベクターを作成し、細胞への感染により発現

を確認したが、mRNA レベルでは確認ができた

もののタンパク質レベルでの発現が検出限

界を下回り、より精製度の高いウイルスベク

ターの作成が必要と考えられた。 

βエンドルフィン産生アデノ随伴ウイルス

作製(結果図あり) 

① ラットβエンドルフィン遺伝子のクロー

ニング;ラット下垂体、視床下部よりβエ

ンドルフィン遺伝子および NGF 遺伝子を

抽出 

② βエンドルフィン遺伝子のプラスミドベ

クターへの挿入;分泌型のβエンドルフ

ィンを作成するために NGF 遺伝子とのハ

イブリッド遺伝子を作成した。 

③ HEK293 細胞における発現確認（ELISA） 
トランスフェクション後 48 時間の培養上清
でβエンドルフィンの発現を確認 

④ pIRESプラスミドベクターからAAV2プラ

スミドベクターへの入れ替え 

⑤ AVV2 作製 

⑥ 抽出した AAV2 の遺伝子発現確認 

→ ELISA 

EP 発現 AAV の HEK293 細胞への感染後 24

時間後の培養上清中にβエンドルフィン

を確認した。しかし、Dox なしでも発現

を認めることから、リークが多いことが

分かった。Dox on/off のコントロールは

困難。 

→ NGF-bEP 発現 AAV-2 の感染実験 

 HEK293 細胞への感染実験→細胞障

害が認められ、細胞内に ZsGreen の

発現を認める 

 rtPCR でもβエンドルフィン遺伝子

発現を確認 

 C6 細胞への感染実験 → 明らか

な細胞傷害を認め、生存細胞はわず

か。b-Endorphin の発現は弱い。 
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