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研究成果の概要（和文）：本研究では慢性疼痛下におけるモルヒネの鎮痛耐性不形成メカニズム
について検討を行なった。1%ホルマリンの足蹠内投与による慢性疼痛下ではモルヒネ鎮痛耐性
の形成が有意に抑制された。ホルマリン疼痛下におけるモルヒネ鎮痛耐性の抑制は、一酸化窒
素のプレカーサーである L-アルギニンによって有意に減弱されたが、D-アルギニンによっては
影響されなかった。以上の結果から、ホルマリン疼痛下におけるモルヒネ鎮痛耐性の抑制メカ
ニズムとして、一酸化窒素の産生低下が関与している可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：This study examined the mechanism underlying suppression of 

analgesic tolerance to morphine under chronic pain condition. Chronic pain was induced by 

intraplantar injection of 1% formalin, which significantly suppressed the development of 

analgesic tolerance to morphine. The formalin-induced suppression of analgesic tolerance 

to morphine was significantly reversed by L-arginine, a precursor of nitric oxide, but not by 

D-arginine. These results suggest that suppression of analgesic tolerance to morphine 

under formalin-induced pain may be mediated through the inhibition of nitric oxide 

production. 
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１．研究開始当初の背景 

 現在、死亡原因の第一位は癌であり、癌末
期には多くの患者が激しい疼痛に見舞われ
る。癌性疼痛の治療に際し、1986 年に公表
された世界保健機構 (WHO) 方式三段階癌
性疼痛治療法が非常に有効で、約 80%の患者

を癌性疼痛から解放できるとされている。こ
の効果的な治療法により医療用モルヒネの
使用量が世界各国で増加している。しかしな
がら、日本におけるモルヒネの人口当たりの
消費量は欧米諸国の約 1/6 以下であり、この
ことは残念ながら日本の癌性疼痛治療は十
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分な域に達していないことを意味するもの
である。日本においてモルヒネが未だ積極的
に使用されてない一因としてモルヒネの副
作用である身体的・精神的依存や鎮痛耐性に
対する懸念が挙げられる。しかし、実際には
癌患者にモルヒネを鎮痛目的で適切に使用
する限り、モルヒネの精神的依存は形成され
ず、鎮痛耐性もほとんど起きないことが臨床
上明らかにされている。さらに、動物実験で
も慢性疼痛下においてモルヒネの精神的依
存は形成されず、その不形成メカニズムにつ
いても星薬科大学の鈴木教授のグループに
より詳細に明らかにされている。一方、モル
ヒネ鎮痛耐性が慢性疼痛下において形成し
難いことも動物実験で確かめられてはいる
ものの、その不形成メカニズムの詳細は明ら
かにされていないのが現状である。Evidence 

based medicine (EBM) に基づき癌性疼痛治
療にモルヒネが積極的に使用され、一人でも
多くの癌患者が激しい疼痛から解放され、
quality of life (QOL) の向上を目指す上にも
「慢性疼痛下におけるモルヒネの鎮痛耐性
不形成メカニズム」を解明することは極めて
重要な課題であると考え、本研究を着手した。 
 

２．研究の目的 

モルヒネ鎮痛耐性および身体的依存の形
成に一酸化窒素 (NO) の過剰産生が関与し
ていることは周知の事実であり、疼痛下にお
けるモルヒネ鎮痛耐性および身体的依存不
形成メカニズムにNO系の低下が関与してい
る可能性が示唆される。そこで、本研究では
この点について NO 系から検討を行った。 

 

３．研究の方法 

実験には、ddY 系雄性マウス (22-24 g) を
用いた。 

 

(1) 脊髄クモ膜下腔内 (i.t.) 投与の方法 

 薬液を 5 L/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 20L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) 慢性疼痛マウスの作製 

ホルマリンおよびカラゲニンをマウスの
左後肢足蹠内に 20 μL 投与して作製した。 

(5) 身体的依存の測定 

ナロキソン誘発退薬症候（ジャンプ行動、
体重減少、下痢）を指標に評価した。すなわ
ち、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
与を行ない、3 日目の測定当日に 60 mg/kg

のモルヒネを皮下投与した。モルヒネ最終投
与の 3 時間後にナロキソン (8 mg/kg) を腹
腔内に投与し、投与直後から 20 分間に発現
するジャンプ行動の回数を計測した。また、
体重減少はナロキソン投与直前の体重と投
与 1 時間後の体重の差から算出し、下痢の有
無をナロキソン投与から 1 時間観察した。 

 

(6) DNA マイクロアレイ解析 

モルヒネ鎮痛耐性形成の作製プロトコー
ルに従いモルヒネの反復投与を行い、モルヒ
ネ最終投与の 14 時間後にマウスの腰髄を摘
出し、GeneChip アレイを使用して解析を行
なった。 

 

４．研究成果 
 
(1) 慢性疼痛下におけるモルヒネの鎮痛耐性

および身体的依存不形成メカニズム 

 

 モルヒネの鎮痛耐性および身体的依存形
成に及ぼす慢性疼痛の影響について検討を
行なったところ以下の結果が得られた。 

 

①モルヒネ (0.3 nmol) 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
性の形成が認められた。 

 

②カラゲニン (1および 2%) をモルヒネ初回
投与の24時間前に足蹠内投与したところ、
モルヒネ鎮痛耐性形成に影響を与えなか
った。 

 

③ホルマリン (0.5-2%) をモルヒネ初回投与
の24時間前に足蹠内投与することにより、
モルヒネ鎮痛耐性の形成が有意に抑制さ
れた。 

 

④最も顕著にモルヒネ鎮痛耐性形成を抑制
した 1%ホルマリンはモルヒネ初回投与の
0.5-24 時間前に投与することによりモル
ヒネ鎮痛耐性の形成を抑制した。しかしな
がら、48 時間前投与ではその抑制作用は消
失した。 

 

⑤1%ホルマリン処理により認められるモル
ヒネ鎮痛耐性形成の抑制は、NO のプレカ
ーサーである L-アルギニン (100 および
300 mg/kg) をモルヒネ反復投与ごとの 20



分前に腹腔内投与することにより有意に
減弱されたが、D-アルギニン (300 mg/kg) 

によっては影響されなかった。 

 

⑥DNA マイクロアレイ解析の結果、腰髄に
おける NOS1AP（nNOS adaptor protein

の一種）、NMDA 受容体の NR2A と
GluR1 サブユニット、AMPA 受容体の
GluA2 サブユニットおよび L 型 Ca2+チャ
ネル1D サブユニットの発現がナイーブ
マウスと比較してモルヒネ耐性マウスで
は顕著に増加したが、1%ホルマリン処理に
よりほぼ完全に回復した。 

 

⑦1%ホルマリン処理はモルヒネ依存マウス
におけるナロキソン誘発退薬ジャンプ行
動には影響を与えなかったが、体重減少お
よび下痢を有意に抑制した。 

 

⑧1%ホルマリン処理によるナロキソン誘発
体重減少および下痢の抑制は L-アルギニ
ン (30 mg/kg) によって有意に減弱された
が、D-アルギニン (30 mg/kg) によっては
影響されなかった。 

 

以上の結果から、ホルマリン疼痛下におい
てモルヒネ鎮痛耐性およびモルヒネの身体
的依存の指標となるナロキソン誘発体重減
少や下痢が抑制されることが判明した。また、
鎮痛耐性形成の抑制メカニズムとしてモル
ヒネ反復投与による腰髄の NOS1AP、
NMDA 受容体および AMPA 受容体の発現増
加とそれに伴う NO 産生増加、さらには L 型
Ca2+チャネルの発現増加がホルマリン疼痛
下で抑制されることに起因する可能性が示
唆された。 

 

(2) モルヒネの身体的依存形成に及ぼす各種
プロテアーゼ阻害薬の影響 

 

 ホルマリン疼痛下におけるモルヒネ鎮痛
耐性形成の抑制にダイノルフィン－-オピオ
イド系が関与していることが明らかにされ
ている。一方、我々はモルヒネの鎮痛耐性形
成がダイノルフィンおよびダイノルフィン
の分解に関わるシステインプロテアーゼの
阻害薬によって有意に抑制されることを報
告している  [Neuropeptides, 42, 239-244 

(2008)]。そこで、本研究ではモルヒネの身体
的依存形成もシステインプロテアーゼ阻害
薬の脳室内投与によって抑制されるか否か
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, 44, 279-283 (2010); 

Neuropeptides, 47, 187-191 (2013)]。 

 

①ダイノルフィン A（62.5 pmol）およびダ

イノルフィン B（250 pmol）はナロキソ
ン誘発退薬ジャンプ行動を有意に抑制し
た。 

 

②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  （0.5 nmol）および
Boc-Tyr-Gly-NHO-Bz （0.4 nmol）はナロ
キソン誘発退薬ジャンプ行動を有意に抑
制した。 

 

③アミノペプチダーゼ阻害薬であるアマス
タチン、エンドペプチダーゼ 24.11 阻害薬
である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であるカプトプリ
ルは、いずれも 4 nmol の用量においても
ナロキソン誘発退薬ジャンプ行動には全
く影響を与えなかった。 

 

④セリンプロテアーゼ阻害薬であるフッ化
フェニルメタンスルホニル（4 nmol）はナ
ロキソン誘発退薬ジャンプ行動を有意に
抑制した。 

 

⑤モルヒネ依存マウスにおいて、セリンプロ
テアーゼである組織型プラスミノーゲン
活性化因子 (t-PA) の発現量は前頭前皮質
で有意に増加し、この発現量の増加はナロ
キソン投与による退薬により更に増加し
た。 

 

⑥抗プラスミン薬である trans-4-(アミノメ
チル)-シクロヘキサンカルボキシル酸（300 

pmol）はナロキソン誘発退薬ジャンプ行動
を有意に抑制した。 

 

⑦プロテアーゼ活性化受容体-1（PAR-1）ア
ンタゴニストである(Tyr１)-トロンビン受
容体活性化ペプチド 7（0.45 および 2 

nmol）はナロキソン誘発退薬ジャンプ行動
を有意に抑制した。 

 

以上の結果から、モルヒネの身体的依存形
成時にシステインプロテアーゼ活性の上昇
に伴いダイノルフィン類が過剰に分解され
ており、システインプロテアーゼ阻害薬はこ
の活性上昇を抑制することでダイノルフィ
ン類の分解を阻害し、モルヒネの身体的依存
形成を抑制することが判明した。また、フッ
化フェニルメタンスルホニルは t-PA－プラ
スミン系の抑制を介して PAR-1 の活性を阻
害し、モルヒネの身体的依存形成を抑制する
ことが示唆された。 
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