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研究成果の概要（和文）：　神経障害性疼痛に対する新たな鎮痛薬開発に貢献するため、疼痛機序に関与する受容体・
イオンチャネルに対する内因性カンナビノイド、アナンダマイドの影響を、アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用い
て電気生理学的に調べた。その結果、アナンダマイドが電位依存性ナトリウムチャネル（Nav）機能を抑制することを
発見した。
　また、アナンダマイドは温度感受性受容体の一つであるTRPA1受容体機能を増強することを確認し、TRPA1受容体刺激
薬である植物精油カルバクロールがNav機能を抑制することを確認した。
　これらの結果は、内因性カンナビノイドの疼痛抑制機序を解明するために役立つと考えられる。

研究成果の概要（英文）： We investigated the effects of endocannabinoid, anandamide on receptors or ion 
channels related to mechanisms of pain electrophysiologically using Xenopus oocyte expression system to 
contribute the development of new analgesics for neuropathic pain. We found that anandamide inhibited 
voltage-gated sodium channels (Nav) functions.
 On the other hand, we demonstrated that anandamide enhanced the functions of TRPA1 receptor, one of 
temperature-sensitive receptors, and that plant essential oil, carvacrol which are agonist of TRPA1 
receptor, suppressed Nav functions.
 These results would help to elucidate the mechanisms of pain relief by endocannabinoids.

研究分野：麻酔・疼痛管理学
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１．研究開始当初の背景 
（１）慢性疼痛を代表する神経障害性疼痛
は、現在存在する鎮痛薬では無効な例が多
く、その病態機序に関する研究が進められ
ているが、未だ解明にはいたっておらず、
その解明とともに新たな鎮痛薬開発が強く
望まれている。 
（２）近年、脳内物質である内因性カンナ
ビノイドが強い鎮痛作用を持つことで、新
たな鎮痛薬として期待がもたれているが、
開発にはいたっていない。内因性カンナビ
ノイドの疼痛抑制機序そのものが未だ明ら
かになっておらず、これを解明することが
新たな鎮痛薬開発につながる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
（１）内因性カンナビノイドの疼痛抑制機
序全貌を分子レベルで解明し、神経障害性
疼痛に対する新たな鎮痛薬開発に貢献する
ことを目的とした。 
（２）具体的には、疼痛機序に深く関与す
る受容体・イオンチャネルへの内因性カン
ナビノイドの影響を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）電気生理学的手法（アフリカツメガ
エル卵母細胞発現系）による疼痛機序に関
与する受容体・イオンチャネルに対する 5
種の内因性カンナビノイドの影響解析（再
構築系における作用解析） 
 神経障害性疼痛や侵害受容性疼痛に関与
すると考えられている受容体・イオンチャ
ネルとして、アデノシン-3´-リン酸（ATP）
受容体、電依存性ナトリウムチャネル、
NMDA 受容体、CGRP 受容体、GABA 受
容体、グリシン受容体などが考えられてい
るが、これらの cRNAをアフリカツメガエ
ル卵母細胞に注入し、細胞膜表面に受容体
を発現させ、Voltage-clamp 法によって、
リガンド誘発性電流や電位依存性電流に対
する内因性カンナビノイドの影響を解析す
る。 
 
（２）電気生理学的手法（パッチクランプ
法）による脳—脊髄—末梢神経における疼痛
機序に関与する受容体・イオンチャネルに
対する 5種の内因性カンナビノイドの影響
解析（神経細胞を用いた作用解析） 
 ラット脳スライス、ラット脊髄後角スラ
イスを作成、ラット脊髄後根神経節（DRG）
細胞を培養し、①の結果より影響が認めら
れた受容体・イオンチャネルにおけるリガ
ンド誘発性電流や電位依存性電流に対する
内因性カンナビノイドの影響を、パッチク
ランプ法を用いて解析する。 
 
（３）神経障害性疼痛のモデルマウスに対
する 5種の内因性カンナビノイドの疼痛抑
制効果の解析（in vivoでの行動薬理学によ

る作用解析Ⅰ） 
①神経障害性疼痛モデルマウスの作成 
②行動薬理学的解析による疼痛抑制効果の
解析 
 作成した神経障害性疼痛モデルマウスに
対する 5種の内因性カンナビノイドの疼痛
抑制効果を行動薬理学的に解析する。脳内
投与、髄腔内投与、局所投与、および全身
投与を行い、それぞれのレベルでの効果を
解析する。 
 
（４）ノックアウトマウス・神経障害性疼
痛モデルマウスに対する 5種の内因性カン
ナビノイドの疼痛抑制効果の解析（in vivo
での行動薬理学による作用解析Ⅱ） 
①ノックアウトマウス・神経障害性疼痛モ
デルマウスの作成 
 作用部位と考えられる受容体・イオンチ
ャネルのノックアウトマウスを作成し、さ
らに、ノックアウトマウスの神経障害性疼
痛モデルを作成する。 
②行動薬理学的解析による疼痛抑制効果の
解析 
 作成したノックアウトマウス・神経障害
性疼痛モデルマウスに対する 5種の内因性
カンナビノイドの疼痛抑制効果を行動薬理
学的に解析する。これにより、疼痛抑制機
序における種々の受容体・イオンチャネル
の関連性などが明らかとなり、さらなる解
明につながる。 
 
４．研究成果 
（１）アフリカツメガエル卵母細胞発現系を
用いた内因性カンナビノイド、アナンダマイ
ド anandamide（AEA）の電位依存性ナトリ
ウムチャネル（Nav）αサブユニット、Nav1.2、
Nav1.6、Nav1.7、Nav1.8に対する影響解析 
 最大カレントの得られる保持電位-90mV
（Vmax）と約半分のカレントの得られる保持
電位-50〜-60mV（V1/2）から-20mVに脱分極
させ、得られたカレントに対する AEA の影
響を調べた。10µmol/L の濃度の AEA は、
Nav1.2、Nav1.6、Nav1.7、Nav1.8 のカレン
トを、Vmax（-90mV or -100mV）において、
それぞれ 7 ± 2%、6 ± 1%、9 ± 1%、21 ± 5%、
V1/2において、46 ± 4%、49 ± 3%、37 ± 2%、
27 ± 2%抑制した（図 1）（** p < 0.01）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
（２）V1/2における AEAの濃度反応曲線 
 （１）の結果から、AEAは Vmaxよりも V1/2

において強い抑制効果を発揮したことから、
V1/2における濃度反応曲線を作成した。AEA
は、全ての αサブユニットにおいて、濃度依
存性にナトリウムカレントを抑制し、Nav1.2、
Nav1.6、Nav1.7、Nav1.8 における IC50値は
それぞれ、17 ± 3µmol/L、12 ± 1 µmol/L、27 
± 3 µmol/L、40 ± 14 µmol/Lであった（図2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）AEAの使用依存性効果に関する検討 
 AEA による Navの抑制メカニズムをさら
に解明するため、AEAの使用依存性に関する
検討を行った。その結果、AEAは Nav1.8を
除く Nav1.2、Nav1.6、Nav1.7 機能を使用依
存性に抑制することを発見した（** p < 0.01）。
α サブユニットの違いによる抑制機序相違の
発見は、今後の AEA の分子レベルでの疼痛
抑制機序解明への鍵となる可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）AEAの Nav1.3サブユニットに対する
影響解析 
 Nav1.3は、神経障害性疼痛の状態において、
DRG における発現量が増加することが示さ
れており、疼痛発現との関連が注目されてい
るが、AEAの Nav1.3に対する影響を解析し
た。その結果、他の Navα サブユニットに対
する影響と異なり、ほとんど影響を及ぼさな
いことが確認された。サブユニットの違いに
よって AEAの作用が異なることは、AEAの
疼痛抑制機序を解明する上で、重要な手がか
りとなり得る。 
 
（５）温度感受性受容体 TRPA1 に対する
AEAの影響解析 
 冷刺激感受性を持つ TRPA1 は、冷感アロ
ディニアや、慢性疼痛のメカニズムに関与す
ることが示唆されているが、これに対する
AEA の影響を解析した。AEA は TRPA1 に
おけるカルバクロール（CAV）誘発性電流を
増強することを発見した（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（６）Navαサブユニット、Nav1.2、Nav1.3、
Nav1.6、Nav1.7、Nav1.8 に対するカルバク
ロール（CAV）の影響解析 
 （５）の結果から、AEAが TRPA1の刺激
薬である CAV の作用を増強することが確認
された。CAVは香辛料として用いられるオレ
ガノを代表する芳香植物に含まれる精油で
あるが、抗細菌作用、抗酸化作用、抗炎症作
用など多くの有効な生理機能を持ち、鎮痛作
用も持つことが報告されているが、そのメカ



ニズムについては不明な点が多い。従って、
CAVの鎮痛メカニズムを解明することは、内
因性カンナビノイドの疼痛抑制機序を明ら
かにするための重要な手がかりとなる可能
性がある。そこで、CAVの Navαサブユニッ
トに対する影響を解析した。Vmaxと V1/2にお
ける脱分極性カレントに対する薬物の影響
を調べた。300µmol/L の濃度の CAV は、
Nav1.2、Nav1.3、Nav1.6、Nav1.7、Nav1.8
のカレントを、Vmaxにおいて、それぞれ 12 ± 
1%、6 ± 1%、32 ± 4%、25 ± 3%、12 ± 2%、
V1/2において、61 ± 3%、30 ± 2%、63 ± 1%、
45 ± 2%、16 ± 2%抑制した（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（７）V1/2における CAVの濃度反応曲線 
 （６）の結果から、CAVは Vmaxよりも V1/2

において強い抑制効果を発揮したことから、
V1/2における濃度反応曲線を作成した。CAV
は、全ての αサブユニットにおいて、濃度依
存性にナトリウムカレントを抑制し、Nav1.2、
Nav1.3、Nav1.6、Nav1.7、Nav1.8 における
IC50値はそれぞれ、0.23 ± 0.02mmol/L、0.52 
± 0.04mmol/L、0.21 ± 0.01mmol/L、0.37 ± 
0.02mmol/L、0.81 ± 0.05mmol/L であった
（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（８）Navの活性化に対する CAVの影響解析 
 さらに、抑制メカニズムを解析するために、
チャネルの活性化に対する CAV の影響を調
べた。Vmaxまたは V1/2から 60mVまで 10mV
の間隔で 50ms脱分極させて発生させてカレ
ントに対する CAV の影響を調べ、さらに
Boltzmann の式より得られた activation 

curveの midpoint（V1/2）を算出した。CAV
は全ての αサブユニットにおいて、Vmax、V1/2

ともにV1/2を脱分極方向にシフトさせる傾向
にあった（図 9、図 10）。Nav1.2、Nav1.3、
Nav1.6、Nav1.7、Nav1.8 における Vmax と
V1/2でのシフトは、それぞれ 3mVと 3mV、
1mVと 3mV、6mVと 5mV、3mVと 3mV、
4mV と 2mV であった。これらの結果から、
全ての αサブユニットに対する抑制効果のメ
カニズムの一つがチャネルの活性化の抑制
であることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（９）Navの不活性化に対する CAVの影響解
析 
 さらに、チャネルの不活性化に対する CAV
の影響を調べた。CAVは、全ての αサブユニ
ットにおいて、inactivation curve を過分極
方向へシフトさせた。CAV による midpoint
（V1/2）のシフトは、Nav1.2、Nav1.3、Nav1.6、
Nav1.7、Nav1.8において、それぞれ 6mV、
6mV、6mV、5mV、6mVであった。これら
の結果から、チャネルの不活性化の促進が、
全ての α サブユニットに対する CAV の抑制
効果のメカニズムの一つがであることが示
された。 
 
（１０）CAVの使用依存性効果に関する検討 
 CAV による Navの抑制メカニズムをさら
に解明するため、CAVの使用依存性に関する
検討を行った。その結果、CAV は全ての α
サブユニットに対して使用依存性に抑制す
ることが示された（** p < 0.01）。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（１）〜（１０）に結果より、ナトリウムチ
ャネルの抑制作用が AEA の作用機序の一つ
である可能性が示唆され、またその抑制機序
についても明らかにされた。また、AEA の
TRPA1機能を増強させることが示されたが、
AEA の作用に影響を及ぼしている可能性が
示唆される。さらに、AEAによる TRPA1へ
の増強作用が示された CAV も鎮痛作用を持
つことが報告されているが、CAVがナトリウ
ムチャネルを抑制するという今回の結果は、
CAV の鎮痛機序の一つである可能性を示し
ている。これらの結果は内因性カンナビノイ
ドの鎮痛機序解明の大きな手がかりとなる
と考えられる。 
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