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研究成果の概要（和文）： 

 難治性疼痛は、原因が特定できずペインクリニックでの治療にも抵抗する慢性の痛みである。

疼痛発生に直接関わる特定の遺伝子発現を人為的に制御することにより、新しい鎮痛法の開発

につながる可能性が期待される。本研究では、痛み発生に関わる遺伝子の関与に関して、基礎

的実験を行なった。トランスフェクションラットでは対照ラットと比較して疼痛閾値が有意に

上昇した。本研究で難治性疼痛のメカニズムの一部が分子レベルで初めて明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Neuropathic pain can be very difficult to treat. It may be associated with abnormal 
sensations called dysesthesia, and pain is produced by normally non-noxious stimuli 
(allodynia). Recently, it is reported that nociceptive-genes are strongly concerned with 
producing neuropathic pain and inhibition of nocicptive-gene expression is one of the 
tools to treat neuropathic pain. This study revealed that inhibition of nocicptive-genes 
by in vivo RNA interference elevated threshold value to mechanical noxious stimuli. 
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１．研究開始当初の背景 

 難治性疼痛は、原因が特定できずペインク

リニックでの治療にも抵抗する慢性の痛み

である。通常の鎮痛薬が無効の場合も多く、

患者は痛みそのもののために苦しむことに

なり、情動面に対する影響も計り知れない。

このような難治性疼痛は三叉神経領域にも

しばしば見られ、代表的なものに、神経因性
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疼痛とされる非定型顔面痛、ヘルペス後神経

痛、舌痛症などがある。これらの疼痛の中に

は舌痛症などのように比較的女性に多いな

ど性別や年齢、その他環境因子などによる発

症率の違いも臨床的に報告されている。しか

し、詳細な病因は不明のままである。最近、

プロラクチンが雌ラットの三叉神経節ニュ

ーロンのカプサイシン受容体（TRPV１）を介

して侵害受容性応答を亢進させることが報

告され 、さらに、三叉神経節ニューロンに

おける特定物質の遺伝子発現が三叉神経領

域の疼痛に関与し、加えて神経成長因子 NGF

がこの痛みを助長するという報告も見られ

るようになった。これらの報告は、痛みに特

定の遺伝子発現が関与し、痛み発生機構の上

流で、それらの遺伝子の発現を制御すること

によって痛みをコントロールできることの

可能性を示唆するものである。そこで、疼痛

発生に直接関わる特定の遺伝子発現を人為

的に制御することにより、新しい鎮痛法の開

発につながる可能性が期待される。本研究で

は、痛み発生に関わる遺伝子の関与に関して、

基礎的実験を行なった。 

 

２．研究の目的 

本研究は以下の仮説のもとに行った研究で

ある。【仮説】三叉神経領域の神経因性疼痛モ

デルラットを用い、疼痛発生に関連する主要

な遺伝子（カプサイシン受容体、TRPチャネル

スーパーファミリー遺伝子、あるいはこれら

の上流遺伝子）の21塩基対二本鎖siRNAを三叉

神経節へ直接注入すると、RNA干渉効果が引き

起こされ、注入した二本鎖RNAと相補的な配列

を持つmRNAが特異的に分解されることにより、

同配列を持つ遺伝子の発現が特異的に抑制さ

れるジーンサイレンシングが生じる。疼痛発

生に深く関与する遺伝子を標的遺伝子とし、

in vivo  RNA干渉を行えば、個体レベルでの

疼痛閾値上昇（鎮痛効果）となって現れる。 

 

３．研究の方法 

 次のステップで一連の実験を行った。 

１．Wistar 系ラット（雄 10 週齢）をバルビ

タール麻酔下で安楽死させ、三叉神経節を含

む Coronal 脳スライス標本（厚さ 0.2mm）を

作製し直径 10cm 培養用プラスティックシャ

ーレで神経細胞用培地（Sigma 社製）を用い

て培養する。高い RNA干渉効果が期待される

siRNA を脳スライス培養標本に添加し、12 時

間インキュベートし、トランスフェクション

する。GFP 蛍光標識オリゴヌクレオチドを用

いてトランスフェクション効率（70〜80％以

上）を確認する。トランスフェクション処理

した脳スライスを、通常培地に交換し、さら

に 8日間培養を継続する。培養した脳スライ

ス上で、該当するニューロンの自発放電活動

を記録し、ニューロンの壊死あるいはアポト

ーシスがないことを確認した。ニューロンの

vitality を確認した培養脳スライス標本を

液体窒素で瞬時凍結し、全 RNAを抽出精製す

る。RNA を鋳型にして cDNAを合成し、 Light 

Cycler(Roche 社製 )を用 い て Real-time 

RT-PCRを行い、カプサイシン受容体あるいは

TRP チャネルスーパーファミリー遺伝子の

mRNAを定量的に求め、添加した siRNAの効果

を確認した。 

２．通法に従って眼窩下神経結紮モデル

（IO-CCI)を作成し、麻酔下で脳定位ステレ

オ装置に標準固定し、脳図譜に従って

（ Stereotaxic Coordinates, Paxinos & 

Watson, 1998）、歯科用マイクロドリルで頭

蓋に微小穴を設け、カニューレを介してマイ

クロシリンジポンプ（Harvard 社製）を用い、

0.2μl/min の速度で三叉神経節にカプサイ

シン受容体あるいは TRPチャネルスーパーフ

ァミリー遺伝子の siRNA を 5〜50μg を含有

するトランスフェクション導入試薬 1〜2μl

を注入した。注入後は歯科用セメントで固

定・封鎖した。対照ラットとしては、無処置

ラットを用いた。痛覚感受性試験として投与

後１，２，４，８日目に機械的刺激に対する

逃避反射の閾値を測定した。すなわち、フォ

ンフライ毛による機械的刺激を三叉神経支

配領域である両側前額部、顔面頬部、下顎部

の計６箇所に与え、、行動学的に見た鎮痛効

果の経日的変化を解析した。 



３．電気生理学的記録として、フォンフライ

毛刺激と有鈎鉗子によるピンチ刺激、および

電気刺激に対する誘発スパイクを三叉神経

脊髄路核ニューロン活動を記録する。 

４．別ラットを用いて siRNA 投与後１，２，

４，８日目にそれぞれラットを屠殺し、脳潅

流固定後、三叉神経節スライス標本を作製す

る。In  situ ハイブリダイゼーションにより、

カプサイシン受容体あるいは TRPチャネルス

ーパーファミリー遺伝子の mRNA 発現を観察

し、免疫組織化学的観察により同受容体の局

在を調べた。 

 

４．研究成果 

１）IO-CCIモデルにおける逃避反射閾値 

IO-CCI ラットでは顔面皮膚に対するフォン

フライ刺激で逃避反射の閾値の低下が、手術

後１日目から観察され、４日目以降は処置し

ていない対照ラットとの間に有意な差が見

られた。(図１） 

 

 

       図１ 

 

２）そこで、結紮後４日目にトランスフェク

ションし、その後７日間にわたり行動学的閾

値変動を記録した。すなわち、IO-CCI モデル

においてトランスフェクションラット

（TR-rat,IO-CCI + siRNA）では行動学的に

トランスフェクション１日目から対照ラッ

ト(C-rat、IO-CCI + Saline)と比較してフォ

ンフライ毛刺激に対する閾値の上昇が観察

され、その効果は少なくとも７日間持続した。

(図２） 

 

３）TR-ratと C-rat において顔面皮膚に与え

た電気刺激に対する三叉神経脊髄路核にお

ける侵害受容性応答を記録した。図３に示す

ように、外界電位をタングステン微小電極を

用いて記録し、陰性電位（下方）の振幅を測

定した。個体によるバラつき、刺激および記

録電極の位置による変動を考慮して、閾値の

２倍の刺激強さの電気刺激によって誘発さ

れる振幅をトランスフェクションラットと

対照ラット(C-rat、IO-CCI + Saline)とで比

較した。 

 

          図２ 

 

 

 典型的な外界電位の例を図３に示す。反応

の開始は潜伏時間 1.2-2.3 ms で記録できた。

最初の下向きの振れが陰性電位であり、侵害

刺激によって生じた細胞活動の集合電位を

とらえたものと解釈できる。 

 



               

        図３ 

 

 
この陰性電位の振幅を比較すると、TR-ratで
は C-ratにくらべ有意に減弱されていた。(図
４） 
 
 

 

            図４ 

   

以上の結果をまとめると、１）TR-rat では行

動学的にトランスフェクション１日目から

対照ラット(C-Rat)と比較して閾値の上昇が

観察され、その効果は少なくとも７日間持続

した。２）トランスフェクション７日目にお

ける三叉神経脊髄路核での Field Potential

（外界電位）の振幅は TR-Rat では C-Rat と

比較してその陰性成分が減弱された。 

 

 本研究は、三叉神経領域の難治性疼痛と関

係の深い中枢性および末梢性組織に着目し、

最新の in vivoでの RNA干渉技術を利用して、

疼痛発生に直接関わる特定の遺伝子発現を

人為的に制御する初めての試みであった。そ

の影響について行動学的な個体レベルでの

鎮痛作用、細胞レベルでのニューロン興奮性

の変化など各階層における多元指標による

系統的な解析を行った研究であった。 

難治性疼痛は現在でも詳しい病因が不明

とされており、臨床的にも対処法が困難な場

合が多く見られる。本研究で難治性疼痛のメ

カニズムの一部が分子レベルで初めて明ら

かになり、特に三叉神経領域の神経因性疼痛

の原因解明と効果的な予防･治療法の開発に

少なからず貢献することが期待される。ペイ

ンクリニックで痛みを分子制御する基盤と

なる研究である。 
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