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研究成果の概要：神経因性疼痛（神経障害に起因する痛み）とモルヒネ鎮痛耐性（連用により

モルヒネの鎮痛作用が減弱する現象）の発現機序は、多くの点で類似している。本研究では、

モルヒネ鎮痛耐性が脊髄におけるダイノルフィン (Dyn) の分解阻害および転写因子 p53 の阻

害により抑制されることを見出し、脊髄 Dyn 系と p53 の相互連関が神経因性疼痛の発現にも

関与している可能性を示唆した。 
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１．研究開始当初の背景 
 内因性オピオイドペプチドのダイノルフィン 
(Dyn) は、脊髄疼痛伝達機構において抑制的の
みならず促進的にも関与していることが明らか
にされている。一方、神経因性疼痛モデルラッ
トの脊髄後角細胞においてアポトーシスの誘導
が報告されている。また、我々は以前HeLa細胞
において転写因子p53 によるアポトーシス誘導
をDyn 類の一つであるビッグダイノルフィンが
増強することを報告している。これらの事実か
ら、神経因性疼痛は脊髄Dyn系を介したp53の
機能亢進に基づき発現・維持されている可能性

が推察された。従って、この点を解明すること
を目的に本研究課題を計画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、慢性疼痛機構を脊髄Dyn系とp53
との相互連関から解明することを目的とし、行
動薬理学的および分子生物学的観点から検討を
行った。また、神経因性疼痛とモルヒネ鎮痛耐
性の発現機序は多くの点で類似性を有している
ので、モルヒネ鎮痛耐性についても同様の観点
から検討を行った。さらに、我々は、先にNMDA
受容体イオンチャネル複合体のポリアミン調節

研究種目：基盤研究 (C)  

研究期間：2006～2008 

課題番号：１８６１３０１６ 

研究課題名（和文） 慢性疼痛機構の解明：脊髄ダイノルフィン系と転写因子 p53 との相互

連関からの検討 

研究課題名（英文） Elucidation of chronic pain mechanism from interactions between 

spinal dynorphin system and p53, a transcription factor. 

研究代表者 

丹野 孝一 (TAN-NO KOICHI) 

東北薬科大学・薬学部・准教授 

研究者番号：２０２０７２６０ 



 

 

部位がDyn 系の脊髄疼痛伝達機構において重要
な役割を担っていることを明らかにしているが、
ポリアミン調節部位と同じアロステリック部位
であるグリシン調節部位の疼痛伝達機構におけ
る役割についてはほとんど解明されていない。
慢性疼痛機構の解明を試みる上でもグリシン調
節部位の脊髄疼痛伝達機構における役割を解明
することは必須のことと考え、この点について
も検討を試みた。 
 
３．研究の方法 
 実験にはddY系雄性マウス (22-24 g) を使用
した。 
 
(1) 脊髄クモ膜下腔内 (i.t.) 投与の方法 
 薬液を5μl/mouseの割合で腰椎の5番と6番
の間に無麻酔下で直接投与した。 
 
(2) 鎮痛作用の測定 
 0.5%ホルマリン液 20μl をマウスの右後肢足
蹠内へ投与した際に誘発されるlicking および
biting行動の持続時間を投与直後から5分間測
定した。 
 
(3) モルヒネ鎮痛耐性の作製 
 モルヒネを 1 日目に 30 mg/kg、2 日目に 60 
mg/kg をそれぞれ 1 日 2 回皮下に反復投与する
ことにより鎮痛耐性マウスを作製した。 
 
(4) 疼痛関連行動の測定 
 疼痛関連行動の測定項目は、両後肢による下
腹部へのscratching、両後肢や尾部へのbiting
および licking 行動で、これらの行動の持続時
間をD-サイクロセリンi.t.投与直後から5分間
隔で30分間測定した。 
 
(5) 脊髄p53発現量の測定 
 腰髄部分を摘出し、ウエスタン・ブロッティ
ング法でp53発現量を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 脊髄疼痛伝達機構における NMDA 受容体イ
オンチャネル複合体グリシン調節部位の役割 
 
 NMDA 受容体グリシン調節部位の脊髄疼痛伝
達機構における役割については、ほとんど解明
されてない。慢性疼痛機構の解明を試みる上で
もグリシン調節部位の役割を解明することは必
須のことと考え、グリシン調節部位のパーシャ
ルアゴニストである D-サイクロセリンをマウ
スのi.t.へ投与し、行動薬理学的に検討を行っ
たところ以下の結果が得られた [J. Pharmacol. 
Sci., 104, 39-45 (2007)]。 
 
①D-サイクロセリン (100および300 fmol) は、

投与後 5-10 分をピークとする疼痛関連行動
を誘発した。 

②D-サイクロセリン誘発性疼痛関連行動は、グ
リシン調節部位の拮抗薬である 7-クロロキ
ヌレニン酸をはじめとする NMDA 受容体関連
拮抗薬によって用量依存的かつ有意に抑制
された。 

 
③D-サイクロセリン誘発性疼痛関連行動は、タ

キキニンNK1およびNK2受容体拮抗薬によっ
ては全く影響されなかった。 

 
 以上の結果から、D-サイクロセリンは脊髄
NMDA 受容体イオンチャネル複合体上のグリシ
ン調節部位に作用し、その結果この複合体の機
能が亢進して疼痛関連行動が発現することが判
明した。また、この疼痛関連行動の発現にはタ
キキニン受容体機構は関与しないことが判明し
た。 
 
(2) モルヒネ鎮痛耐性形成におけるシステイン
プロテアーゼの関与 
 
慢性疼痛の一つである神経因性疼痛の維持に

脊髄Dyn系が関与している。神経因性疼痛とモル
ヒネ鎮痛耐性の発現機序は多くの点で類似性を
有しており、ラット大脳皮質初代培養細胞によ
るDyn Bの分解がモルヒネ慢性処理によって亢
進し、この亢進はシステインプロテアーゼ阻害
薬で抑制されることが報告されている。そこで
、モルヒネ鎮痛耐性形成に及ぼすシステインプ
ロテアーゼ阻害薬の効果について他のプロテア
ーゼ阻害薬と比較検討を行なったところ、以下
の 結果 が得 られ た  [Neuropeptides, 42, 
239-244 (2008)]。 
 
①モルヒネ0.1 nmolのi.t.投与による鎮痛作用

は、鎮痛測定2日前に30 mg/kg、前日に60 
mg/kgのモルヒネを1日2回皮下投与すること
により完全に消失し、鎮痛耐性が形成された
。 

 
②モルヒネ反復投与ごとの5分前にDyn A (2 
nmol)、Dyn B (8 nmol)、選択的κ-オピオイ
ド受容体作動薬である (-) U-50,488 (40 
nmol)、システインプロテアーゼ阻害薬である
N-エチルマレイミド (1および3 nmol) およ
びBoc-Tyr-Gly-NHO-Bz (0.5および2 nmol) を
i.t.投与することによりモルヒネ鎮痛耐性は
有意に抑制された。 

 
③セリンプロテアーゼ阻害薬のフッ化フェニル
メタンスルホニル、アミノペプチダーゼ阻害
薬のアマスタチン、エンドペプチダーゼ24.11
阻害薬のホスホラミドンおよびアンジオテン
シン変換酵素阻害薬のリシノプリルはモルヒ
ネ鎮痛耐性に対し無影響であった。 

 
 以上の結果から、モルヒネ鎮痛耐性の形成に



 

 

は脊髄のシステインプロテアーゼ活性の上昇が
重要な役割を担っており、システインプロテア
ーゼ阻害薬はモルヒネ鎮痛耐性の形成を抑制す
ることを明らかにした (図1)。 
 
 
 
 
 
 

 
図1. モルヒネ鎮痛耐性形成機構の概略； 

脊髄ダイノルフィン系の関与 

 
 
(3) モルヒネ鎮痛耐性形成におけるp53の関与 
 
最近、ラットのi.t.へモルヒネを連続投与し

た際、カスペース-3が関与する脊髄後角細胞の
アポトーシス誘導とそれに付随しての鎮痛耐性
が発現されることが報告されている。また、モ
ルヒネ鎮痛耐性に関与する一酸化窒素は、カス
ペース-2や-3の上流に位置して機能している転
写因子p53の活性化を介してアポトーシスを誘
導する。これらのことから、p53がモルヒネ鎮痛
耐性形成に関与している可能性が推察される。
そこで、モルヒネ鎮痛耐性形成におけるp53の関
与について検討を行ったところ以下の結果が得
ら れ た  [Neurosci. Lett., 450, 365-368 
(2009)]。 
 
①モルヒネ鎮痛耐性は、モルヒネ反復投与ごと

の5分前にp53阻害薬であるピフィスリン-α 
(1および10 nmol) をi.t.投与することによ
り、一酸化窒素合成酵素の非選択的阻害薬で
あるL-NAME (2および20 nmol) やカスペース
の非選択的阻害薬であるZ-VAD-fmk (1および
10 nmol) を処理した場合と同様に有意に抑
制された。 

 
②モルヒネ耐性マウスにおいて、脊髄p53の発現

量は増加していた。 
 
 以上の結果から、モルヒネ鎮痛耐性の形成に
は脊髄のp53が関与していることを明らかにし
た（図2）。 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
図2. モルヒネ鎮痛耐性形成機構の概略；脊髄p53の関与 
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