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研究成果の概要（和文）：発見した endomorphin-1（EM-1）および endomorphin-2（EM-2）を産

生する可能性のある遺伝子断片は、疼痛制御に関与する遺伝子の一部であり、神経障害性疼痛

等その遺伝子断片が減少している状況下では疼痛閾値は低下することを発見した。また神経障

害性疼痛下においても、EM-1 および EM-2 が作用するμ受容体は維持されており、それゆえ神

経障害性疼痛に対して EM-1 および EM-2 は極めて有効であることを明らかにした。これらの研

究成果により、難治性疼痛に対する EM-1 および EM-2 を用いたジーンセラピーの可能性を示し

た。 
 
研究成果の概要（英文）：We	 found	 the	 DNA	 fragments	 which	 theoretically	 can	 synthesize	 
endomorphin-1	 (EM-1)	 and	 endomorphin-2	 (EM-2).	 The	 reduction	 of	 this	 DNA	 fragment,	 
observed	 in	 a	 neuropathic	 pain	 state,	 revealed	 the	 reduction	 of	 pain	 threshold.	 On	 the	 
other	 hand,	 unlike	 morphine,	 EM-1	 and	 EM-2	 showed	 potent	 analgesic	 effect	 against	 
neuropathic	 pain.	 Moreover,	 the	 μ-opioid	 receptor	 splice	 variants	 sensitive	 to	 EM-1	 and	 
EM-2	 retained	 in	 a	 neuropathic	 pain	 state.	 The	 results	 provide	 the	 information	 for	 the	 
development	 of	 the	 gene	 therapy	 against	 the	 morphine-resistant	 intractable	 pain	 using	 
endomorphin	 precursor.	 
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１．研究開始当初の背景	 
	 生体には、enkephalin 類、dynorphin 類、
endorphin 類、nociceptin 類、endomorphin
類等、多くの内因性オピオイドペプチドが存
在する。この内、enkephalin 類、dynorphin
類およびβ-endorphin は、古典的内因性オピ
オイドペプチドと呼ばれ、共通した N末端構

造を持つ。またその薬理特性から、
enkephalin 類はδ受容体の、dynorphin 類は
κ受容体の内因性のリガンドとされている。
1994 年に単離・同定された nociceptin も、N
末端に古典的内因性オピオイドペプチドと
類似の構造を持ち、同時に新規オピオイド受
容体として発見された ORL-1 受容体の内因性
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リガンドとされている。これに対し、1997 年
に単離・同定された endomorphin-1（EM-1）
および endomorphin-2（EM-2）は、古典的内
因性オピオイドペプチドと全く異なった構
造をもつ。EM-1 および EM-2 は、その生体内
分布がμ受容体の分布と一致し、またμ受容
体に極めて選択的な薬理特性を示すことか
ら、μ受容体の内因性リガンドとされている。
しかし、古典的内因性オピオイドペプチドお
よび nociceptin 類の前駆体ペプチドならび
にその産生遺伝子が、内因性オピオイドペプ
チド発見直後に発見されたのに対し、EM-1 お
よび EM-2 の前駆体ペプチドやその産生遺伝
子は未だ発見されていない。近年研究代表者
らは、新規内因性μオピオイドペプチドの前
駆体ペプチド産生遺伝子を検索中に、理論的
にそれぞれ EM-1 および EM-2 の前駆体ペプチ
ドを産生する可能性がある遺伝子を幸運に
も発見した。	 
	 難治性疼痛は、神経障害性疼痛、ガン性疼
痛、炎症性慢性疼痛など、その制御が困難な
激しい疼痛の総称であり、臨床上これらの疼
痛に対する確実な疼痛緩和法は未だ確立さ
れていない。そのため、難治性疼痛に対する
確実な疼痛緩和法の確立が強く望まれてい
る。また、本来生体内異物である薬物は、全
身的に用いると予想外の副作用が発現する
可能性が高いため、近年では生体内システム
を利用したジーンセラピーに対する期待が
高まっている。疼痛を制御している主体はμ
受容体であり、内因性オピオイドペプチドを
利用した難治性疼痛のジーンセラピーを想
定する際、μオピオイドペプチドを用いたジ
ーンセラピーを検討すべきである。しかしな
がら、EM-1 および EM-2 の前駆体ペプチドな
らびにその産生遺伝子が未だ発見されてい
ないため、その様な検討は行われていない。	 
	 
２．研究の目的	 
	 研究代表者らは、新規内因性μオピオイド
ペプチドの前駆体ペプチド産生遺伝子を検
索中に、理論的にそれぞれ EM-1 および EM-2
の前駆体ペプチドを産生する可能性がある
遺伝子を発見した。本研究課題においては、
以下の６つの実験を行うことにより、発見し
た各遺伝子が EM-1 および EM-2 の前駆体ペプ
チド産生遺伝子であることを明らかにし、そ
の遺伝子を局所補充することによる難治性
疼痛に対する極めて有効なジーンセラピー
を確立する。まず、(1)発見した遺伝子を減
少および増加させることにより、実際に EM-1
および EM-2 の含有量がそれぞれ減少および
増加するかを検討することにより、発見した
遺伝子がそれぞれ EM-1 および EM-2 の前駆体
ペプチドの産生遺伝子であることを確認す
る。また、(2)難治性疼痛（神経障害性疼痛、
ガン性疼痛、炎症性慢性疼痛）に対する、EM-1

および EM-2 の有効性を比較検討すると共に、
(3)難治性疼痛形成時における、EM-1 および
EM-2 の含有量および発現量の変化を測定す
ることにより、難治性疼痛における EM-1 お
よび EM-2 の関与を明らかにする。一方、EM-1
および EM-2 が作用するμ受容体には、exon
特異的な 30 種類以上のスプライスバリアン
トが存在することが明らかとなっている。そ
こで、(4)EM-1 および EM-2 の抗侵害作用発現
に関与するμ受容体スプライスバリアント
を特定すると共に、(5)難治性疼痛形成時に
おける、EM-1 および EM-2 感受性μ受容体ス
プライスバリアントの機能ならびに発現量
の変化を測定することにより、難治性疼痛に
よる EM-1 および EM-2 感受性受容体への影響
を明らかにする。さらに上記５つの実験結果
を基に、(6)EM-1 および EM-2 の前駆体ペプチ
ド産生遺伝子を局所的に導入し、EM-1 および
EM-2 を局所的に補充することにより、難治性
疼痛の疼痛症状が緩和されるかを検討する
ことによって、難治性疼痛に対する有効なジ
ーンセラピーを開発する。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)EM-1およびEM-2の前駆体ペプチド産生遺
伝子の同定	 
	 発見した各遺伝子のそれぞれ EM-1 および
EM-2 に相当する部分に選択的かつ相補的な
アンチセンスオリゴデオキシヌクレオチド
（AS-ODN）を合成し、マウス脊髄髄腔内に 1
日 1 回 4 日間、マウス脳室内には 1日 2 回 4
日間前処置し、それぞれ脊髄組織および脳組
織を採取する。組織内の EM-1 および EM-2 の
含有量を、免疫学的組織化学染色法により測
定する。また、組織中における EM-1 および
EM-2 の発現量は、それぞれの前駆体ペプチド
の mRNA 量を RT-PCR 法を用いて測定する。	 
	 マウス脊髄および脳から抽出した RNA から、
RT-PCR 法を用いて、発見した各遺伝子の完全
長 cDNA をクローニングする。シークエンス
解析により、各遺伝子の完全長 cDNA が正確
にクローニングされていることを確認した
後、非ウィルス性遺伝子導入試薬を用い、ク
ローニングした cDNA をマウス脊髄およびマ
ウス脳室内に投与することにより導入する。
遺伝子導入後、脊髄組織および脳組織を経日
的に採取する。組織内の EM-1 および EM-2 の
含有量を、免疫学的組織化学染色法により測
定する。また、組織中における EM-1 および
EM-2 の発現量は、それぞれの前駆体ペプチド
の mRNA 量を RT-PCR 法を用いて測定する。	 
(2)各種難治性疼痛に対するEM-1およびEM-2
の有効性	 
	 神経障害性疼痛モデルマウスは、左後肢坐
骨神経を半結紮することにより作製し、ガン
性疼痛モデルマウスは、左後肢坐骨神経周囲
に肉腫細胞を移植することにより作製する。



 

 

また、炎症性慢性疼痛モデルマウスは、左後
肢足蹠に Freund’s アジュバンドを投与する
ことにより作製する。上記 3種の難治性疼痛
形成マウスに、EM-1 および EM-2 を、脳室内
投与、脊髄髄腔内投与および足蹠皮下投与の
3種の投与経路で投与し、発現する抗侵害作
用を足蹠熱刺激法ならびに von	 Frey フィラ
メント法により測定する。	 
(3)各種難治性疼痛下における EM-1 および
EM-2 の含有量および発現量の変動	 
	 上記 3種の難治性疼痛形成マウスの脳、脊
髄および足蹠皮膚を、難治性疼痛形成処置後
経日的に採取する。組織内のEM-1およびEM-2
の含有量は、免疫学的組織化学染色法により
測定する。また、組織中における EM-1 およ
び EM-2 の発現量は、それぞれの前駆体ペプ
チドの mRNA 量を RT-PCR 法を用いて測定する。	 
(4)EM-1およびEM-2に選択的なμ受容体スプ
ライスバリアントの特定	 
	 μ受容体 DNA の各 exon に選択的かつ相補
的な AS-ODN を、脊髄髄腔内投与では 1日 1
回 4 日間、脳室内投与では 1日 2 回 4 日間マ
ウスに前処置し、exon 選択的に各μ受容体ス
プライスバリアントを低下させる。EM-1 およ
び EM-2 の抗侵害作用は、足蹠熱刺激法なら
びに von	 Frey フィラメント法により測定す
る。また、上記 3種の難治性疼痛形成時にお
ける EM-1 および EM-2 の抗侵害作用も、通常
マウスの場合と同じμ受容体スプライスバ
リアントを介して発現しているか、同様に検
討する。	 
(5)各種難治性疼痛下における、EM-1 および
EM-2 選択的μ受容体スプライスバリアント
の機能ならびに発現量の変化	 
	 上記 3種の難治性疼痛形成マウスの脳、脊
髄および足蹠皮膚組織を、難治性疼痛形成処
置後経日的に採取する。EM-1 および EM-2 感
受性μ受容体スプライスバリアントの機能
変化は、Ｇ蛋白結合実験における EM-1 およ
び EM-2 の活性変化を測定することにより評
価する。また、EM-1 および EM-2 感受性μ受
容体スプライスバリアントの発現量の変化
は、組織中の当該スプライスバリアント mRNA
量を RT-PCR 法で測定する。	 
(6)EM-1およびEM-2の補充による難治性疼痛
の新規治療法（ジーンセラピー）の開発	 
	 マウス脊髄および脳から抽出した RNA から、
RT-PCR 法を用いて、EM-1 および EM-2 の各前
駆体ペプチドの完全長 cDNA をクローニング
する。シークエンス解析により、各前駆体ペ
プチドの完全長 cDNA が正確にクローニング
されていることを確認した後、非ウィルス性
遺伝子導入試薬を用い、クローニングした
cDNAを上記3種の難治性疼痛モデルマウスの
脊髄および脳室内に投与することにより導
入する。遺伝子導入後、足蹠熱刺激法ならび
に von	 Frey フィラメント法により、疼痛閾

値の変化を経日的に測定する。また遺伝子導
入後、脊髄組織および脳組織を経日的に採取
し、組織内の EM-1 および EM-2 の含有量が増
加していることを、免疫学的組織化学染色法
により確認する。	 
	 
４．研究成果	 
(1)EM-1およびEM-2の前駆体ペプチド産生遺
伝子の同定	 
	 発見した遺伝子に対する選択的かつ相補
的な AS-ODN を作製し、マウス脊髄髄腔内に
連続投与して、熱侵害刺激ならびに圧刺激に
対する疼痛閾値の変化を経日的に測定した。
その結果、EM-1 および EM-2 のいずれを対象
にした AS-ODN によっても、熱侵害刺激なら
びに圧刺激に対する疼痛閾値は低下した。ま
た、AS-ODN 連続投与後の脊髄における当該遺
伝子断片の発現量を、RT-PCR 法で測定した。
その結果、AS-ODN 連続投与により当該遺伝子
断片の発現量は減少したことから、当該遺伝
子断片の発現量の低下と疼痛閾値の低下は
相関し、当該遺伝子は疼痛に関連する遺伝子
であることが明らかとなった。	 
	 EM-1 および EM-2 を産生する可能性のある
遺伝子のクローニングを行った。当該遺伝子
断片が PCR 産物に内包される様に RT-PCR を
行い、その PCR 産物のシークエンス解析を行
ったところ、そのシークエンスがゲノムと完
全に一致したことから、当該遺伝子断片はエ
クソン部分であることが明らかとなった。現
在、当該遺伝子の完全長 cDNA のクローニン
ングを行っている。	 
(2)各種難治性疼痛に対するEM-1およびEM-2
の有効性	 
	 難治性疼痛である神経障害性疼痛と炎症
性慢性疼痛に対する、EM-1 および EM-2 の脊
髄鎮痛効力を検討した。Morphine の脊髄鎮痛
効力は、神経障害性疼痛においては両側性に
著しく減弱するが、EM-1 および EM-2 の脊髄
鎮痛効力は、神経障害性疼痛においては全く
減弱しないことを明らかにした。一方、炎症
性慢性疼痛においては、morphine、EM-1 およ
び EM-2 の脊髄鎮痛効果は、共に両側性に著
しく減弱した。以上の様に、EM-1 および EM-2
の脊髄鎮痛効力は、難治性疼痛の種類により
著しく異なり、EM-1 および EM-2 は神経障害
性疼痛に対して特に有効性を示すことが明
らかとなった。	 
(3)各種難治性疼痛下における EM-1 および
EM-2 の含有量および発現量の変動	 
	 神経障害性疼痛における、当該遺伝子断片
の発現量の変化を、RT-PCR 法で測定した。そ
の結果、当該遺伝子断片の脊髄における発現
量は、神経障害性疼痛下においては低下し、
この発現低下が神経障害性疼痛（疼痛閾値の
低下）の形成に関与している可能性が明らか
となった。	 



 

 

(4)EM-1およびEM-2に選択的なμ受容体スプ
ライスバリアントの特定	 
	 EM-1 および EM-2 の脊髄鎮痛作用の発現に
関与するμ受容体スプライスバリアントを、
μ受容体の各 exon（exon-1、exon-4、exon-6、
exon-12、exon-13、exon-14）に選択的な
AS-ODN を用い、熱侵害刺激法で検討した。そ
の結果、EM-1 の脊髄鎮痛作用は、exon-1 あ
るいは exon-13 を含むが、exon-4、exon-6、
exon-12 および exon-14 を含まないμ受容体
スプライスバリアントを介して発現するこ
とが明らかとなった。これに対し、EM-2 の脊
髄鎮痛作用は、exon-1、exon-4、exon-6、
exon-12 あるいは exon-14 を含むが、exon-13
は含まないμ受容体スプライスバリアント
を介して発現することが明らかとなった。	 
(5)各種難治性疼痛下における、EM-1 および
EM-2 選択的μ受容体スプライスバリアント
の機能ならびに発現量の変化	 
	 脊髄 EM-1 感受性（exon-1 あるいは exon-13
含有）μ受容体スプライスバリアントおよび
EM-2 感受性（exon-1、exon-12 あるいは
exon-14 含有）μ受容体スプライスバリアン
トの、難治性疼痛下における発現量変化を測
定した。その結果、神経障害性疼痛下におい
ては、exon-1 含有μ受容体スプライスバリア
ントの脊髄発現量は著しく低下するが、
exon-12、exon-13 あるいは exon-14 含有μ受
容体スプライスバリアントの脊髄発現量は
全く低下しないことが明らかとなった。EM-1
および EM-2 が、morphine とは異なり神経障
害性疼痛に対しても有効性を示すのは、神経
障害性疼痛下においてもその発現が維持さ
れている exon-12、exon-13 あるいは exon-14
含有μ受容体スプライスバリアントに作用
することによることが明らかとなった。	 
(6)EM-1およびEM-2の補充による難治性疼痛
の新規治療法（ジーンセラピー）の開発	 
	 EM-1 および EM-2 の遺伝子導入には、その
完全長 cDNA が必要である。現在、当該遺伝
子の完全長 cDNA のクローニンングを行って
いる。	 
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