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研究成果の概要（和文）：R型電位依存性 Caチャネル欠損マウス(本マウスではモルヒネの鎮痛

効果の増強、および鎮痛耐性獲得の減弱が認められる)中脳・延髄部を用いた cDNA マイクロア

レイ解析より、モルヒネの鎮痛効果や鎮痛耐性獲得の調節に関連することが示唆される複数の

遺伝子群が選別された。モルヒネ鎮痛耐性獲得の調節に中脳・延髄部における新たな情報伝達

経路の関与が示唆されるとともに、同経路が腸管運動制御にも関与する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Opioids like morphine exert strong analgesic effects and have 

essential therapeutic values to eliminate intractable pain. Thus opioid drugs became 

indispensable medicine to improve the quality of life of pain patient. However, opioid 

tolerance and dependence are difficult problems associated with the opioid therapy and 

opioid addiction. Unfortunately, efficient method to prevent analgesic tolerance based 

on the underlying mechanism has not been developed yet. We have shown previously that mice 

lacking R-type voltage-dependent Ca2+ channel showed enhanced morphine analgesia but also 

showed resistance to morphine tolerance. To identify molecules responsible for the altered 

analgesic responses, we have conducted cDNA microarray analysis using brainstem tissues 

and found several candidate genes involved in the altered morphine responses. The results 

from several pharmacological, biochemical and immunohistochemical experiments suggested 

the existence of new signal transduction mechanisms in the development of morphine 

tolerance in the brainstem area. We have also indicated that it might be possible to induce 

tolerance against morphine-evoked constipation by manipulating pharmacologically the 

similar signal transduction existed in the intestine. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) モルヒネを代表とするオピオイド系鎮
痛薬はがん性疼痛などの難治性疼痛治療に
欠かせない薬物であるが、臨床の場では長期
繰り返し使用に伴う鎮痛耐性の問題、使用開
始初期からの便秘および吐き気・嘔吐などの
副作用の問題、社会的には乱用・依存という
世界的にも大きな問題が存在する。モルヒネ
などの依存性薬物は誤って使用すると強い
精神依存を引き起こすばかりでなく、反復使
用により身体依存、さらには薬物性精神病を
も誘導する可能性がある。しかもこれらは一
旦誘導されるとそれからの離脱は極めて困
難になることが多いため、薬物乱用・依存問
題を一層深刻化させる。それゆえ薬物依存形
成機構の解明と並んで、依存性・鎮痛耐性を
生じず、副作用の軽減された強力な鎮痛薬(昔
から‘夢の鎮痛薬’と言われる)開発の持つ社
会的意義は非常に大きく、かつ急務となって
いる。 
(2) オピオイド系鎮痛薬の鎮痛メカニズム
の一つとして、電位依存性 Ca チャネル(以下
Ca チャネル)の機能抑制による神経伝達物質
放出抑制が古くより想定されている。Ca チャ
ネルには多くの種類が存在し、電気生理学
的・薬理学的性質から少なくとも、L、N、P、
Q、R、T型の 6種に分類されるが、生体にお
いてオピオイド系鎮痛薬の標的となる Caチ
ャネルサブタイプを実際同定した研究は知
られていない。また R型と呼ばれるサブタイ
プには最近まで有効な阻害薬が存在しなか
ったため、オピオイド系鎮痛薬の標的となる
か否かはまったくわかっていなかった。 
(3) 申請者らは主に神経系に豊富に発現す
る Ca チャネル(N型、P/Q 型、R型)の生理機
能の解明を目指し、R型および N型チャネル
欠損マウス作製を世界に先駆けて成功させ、
その生理機能解明の一環として様々な疼痛
刺激に対する反応を検討してきた。また P/Q
型チャネルに関しては自然発生型ミュータ
ントであるリーナー(leaner)マウスを用い
た解析を行った。さらにこれらの Caチャネ
ル欠損・ミュータントマウスは、どの神経型
Ca チャネルがオピオイド系鎮痛薬の生体内
における主たる標的となっているかを検討
するのに絶好のモデル動物となると考え、解

析を行った。その結果、リーナーマウスおよ
び N型チャネル欠損マウスにおいては、野生
型におけるのと変わらないモルヒネ誘発鎮
痛効果が認められ、また N型チャネル欠損マ
ウスにおいては鎮痛耐性も野生型と同様な
時間経過で形成されたが、R型チャネル欠損
マウスではモルヒネの鎮痛効果を増強し、か
つ鎮痛耐性獲得を阻害するという意外な表
現型を示したことが本研究着想の発端とな
った。 
 
２．研究の目的 
(1) R 型チャネル欠損マウスにおけるこれら
の表現型は脊髄より上位の脳部位の関与が
考えられたため、申請者らは最近野生型およ
びR型チャネル欠損マウスにモルヒネを反復
全身投与し、上位脳において発現変動を受け
る遺伝子産物をマイクロアレイ法により比
較検討することで、鎮痛効果および鎮痛耐性
形成を直接あるいは間接的に調節すると思
われる候補遺伝子のカタログ化を行う。 
(2) R 型チャネルにより何らかの発現調節を
受けていると考えられるこれら遺伝子群の
うち、その遺伝子産物に対する薬理学的なツ
ールが入手可能なものをまず選別し、これら
薬理学的ツールの痛覚伝達における効果や
オピオイド系鎮痛薬の鎮痛効果および鎮痛
耐性形成効果、精神・身体依存形成効果、さ
らにはオピオイド系鎮痛薬の重篤な副作用
として知られる便秘に対する影響を検討す
る。 
(3) R型Caチャネルによる痛覚伝達調節の神経
生物学的基盤を探り、新規の鎮痛薬あるいはオ
ピオイド系鎮痛薬の鎮痛効果を強め、副作用を
軽減することのできる薬物を創薬するためのタ
ーゲット分子を見出す。 
 
３．研究の方法 
(1) 鎮痛効果の測定 
 生後 7-11 週の C57BL/6J 雄性マウス(日本
クレア)を用い、tail-flick 法により熱刺激
に 対 す る 侵 害 受 容 閾 値 を 測 定 し た
(tail-flick latency: TFL)。すなわちマウ
スをキムタオルで軽く保定し、温浴(48±
0.5℃)に尾を先端から 1/3 程度浸し、尾を持



 

 

ち上げるまでの時間を潜時とした。Cut-off 
timeは40秒とした。各薬物の効果の判定は、
モルヒネ投与 30分前に各薬物の投与を行い、
その 30 分後に TFL を測定することで、その
薬物自身の TFL に及ぼす効果を判定した。ま
たその直後にモルヒネを投与し、さらにその
30分後にTFLを測定することで薬物のモルヒ
ネ鎮痛に対する効果を判定した。これらの
TFL から% maximal possible effect (%MPE)
を次の計算式より求めた。% MPE = (モルヒ
ネ処置後測定値 薬物処置前測定値)÷
(cut-off 値 薬物処置前測定値)×100。 
(2) cDNA マイクロアレイ法 
 野生型および R型チャネル欠損マウスそれ
ぞれに生理食塩水あるいは塩酸モルヒネ(10 
mg/kg)を 1 日１回 5 日間連日腹腔内投与し、
上記 tail-flick 法で鎮痛耐性形成過程を確
認した。5 日目の計測終了後、直ちにエーテ
ル麻酔下で断頭して脳を摘出し、中脳・延髄
部を液体窒素で凍結し、マイクロアレイのサ
ンプルとした。マイクロアレイは Mouse 
Genome 430 2.0 (Affymetrix, INC., Santa 
clara, CA, USA)を用い、その解析にはクラ
ボウ社の総合比較解析ソフトを用いた。 

(3) 脳室内投与 

  脳室内投与は Haley と McCormick(1957)の
方法に準じた。すなわちハロセン麻酔下でマ
ウスの頭皮を切開し、針の長さ 2.7 mm の
27-gauge 注射針で薬液あるいは標準液4 μl
を側脳室内に投与した。 

(4) ウエスタンブロット法 

 マウスより摘出した中脳・延髄部は 1.5 mL
の lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 5 
mM EDTA, 250 mM NaCl, 0.1% Triton X-100, 
0.1 % protease inhibitor cocktail, 0.1 % 
phosphatase inhibitor cocktail)を加え 4℃
でホモジナイズした。この溶解液を 15,000g
で 10 分間遠心した後、上清を回収しそれぞ
れのタンパク質含有量を計測した。タンパク
質 20 μg を 7 % SDS-PAGE で分離し、PVDF 
membrane に転写した。この membrane は 1 % 
BSA を含む TBS-T buffer (131 mM NaCl, 2 mM 
Tris-HCl, 0.1 % Tween-20)を用いて室温で
１時間のブロッキングを行った後、ウサギポ
リクロナール抗体(1 : 3,000, NOVUS)を 4℃
で一晩反応させた。さらに二次抗体 HRP 標識
anti-rabbit IgG (1 : 50,000, Amersham)を
室温で 2時間反応させた後、ECL (Amersham)
を用いて検出した。また定量的解析のためウ
サギ抗β-アクチンポリクロナール抗体(1 : 
5,000, Sigma)でリプローブして内部標準に
用い、NIH Image によりバンドの画像解析を
行った。 
(5) 消化管運動測定および摘出腸管標本作
製 
モルヒネあるいはロペラミド全身投与に

よるマウス小腸および大腸の運動度抑制作
用をそれぞれ charcoal meal テストおよび
bead expulsion テストで検討し、これに対す
る選別薬物の効果を検討する。また摘出腸管
標本を作製し、様々な薬物や電気刺激による
腸管収縮反応に対するオピオイド類の持続
的抑制効果を観察する。その後、選別薬物の
持続的抑制効果に対する影響を観察した。 
 
４．研究成果 
R 型 Ca チャネル欠損マウス(本マウスでは
モルヒネの鎮痛効果の増強、および鎮痛耐性
獲得の減弱が認められる)中脳・延髄部を用
いた cDNA マイクロアレイ解析より、モルヒ
ネの鎮痛効果や鎮痛耐性獲得の調節に関連
することが示唆される十数種類の遺伝子群
が選別された。 
(1) これらのうち鎮痛耐性を形成する野生
型マウスでは mRNA 発現量増加を示すが、欠
損マウスではその増加が抑制されていたあ
る遺伝子 Aに着目し、モルヒネの鎮痛効果お
よび鎮痛耐性形成との関連について検討し
た。この遺伝子産物の機能的阻害薬の腹腔内
単回投与はモルヒネ急性鎮痛効果を有意に
抑制したが、脳室内単回投与では急性鎮痛効
果を変化させなかった。また腹腔内連日投与
によって、鎮痛耐性形成を濃度依存的に変化
させた(0.1 1 mg/kg では耐性形成を促進。
10-100 mg/kg では耐性形成を抑制)。遺伝子
A はある転写調節因子の分解に関与すること
から、上記阻害薬による鎮痛耐性形成抑制に
はこの転写調節因子の発現量上昇の関与が
考えられる。そこでモルヒネ投与前にこの転
写調節因子の発現量を上昇させる処置をマ
ウスに 5日間与えると、モルヒネ鎮痛耐性形
成を有意に抑制した。また対照群中脳・延髄
部におけるこの転写調節因子のタンパク質
発現量は無処置群に比べ有意に減少するが、
モルヒネ投与前に遺伝子 A阻害薬を 5日間連
日投与、あるいは上記転写調節因子の発現量
上昇処置を行った群では、当該転写調節因子
タンパクの発現量低下が抑制された。以上の
結果から、モルヒネ鎮痛耐性獲得に中脳・延
髄部における新たな情報伝達経路の関与が
示唆された。 
(2) これらのうち鎮痛耐性を形成する野生
型マウスではmRNA発現量減少(野生型の62%)
を示すが、欠損マウスではその減少が抑制さ
れていたある遺伝子 Bに着目し、野生型マウ
スにおいてモルヒネの鎮痛効果および鎮痛
耐性形成との関連について検討した。この遺
伝子産物の機能的阻害薬の腹腔内単回投与
(0.01-1 mg/kg)はモルヒネ急性鎮痛効果に影
響を与えなかったが、脳室内単回投与ではあ
る用量(1 fmol)で急性鎮痛効果を抑制した。
また腹腔内連日投与によって、鎮痛耐性形成
を濃度依存的(0.01-1 mg/kg)に促進した。そ



 

 

こで本阻害剤が、モルヒネによる小腸・大腸
運動抑制作用(耐性を生じないので、便秘な
どの副作用となる)についてどのような影響
を与えるかを検討した。charcoal meal テス
ト(小腸)および bead expulsion テスト(大
腸)で検討した結果、消化管運動抑制効果を
有意に軽減することが両テストで観察され
た。現在摘出腸管標本を作製し、様々な薬物
や電気刺激による腸管収縮反応に対するオ
ピオイド類の持続的抑制効果を観察するす
るとともに、本阻害薬がオピオイドの腸管収
縮抑制効果にどのような影響を与えるのか
検討中である。以上の結果から、モルヒネ鎮
痛耐性獲得の調節に中脳・延髄部における新
たな情報伝達経路の関与が示唆されるとと
もに、本経路は腸管運動制御にも関与する可
能性が示唆された(論文投稿中のため具体的
な遺伝子名等の名称をふせています)。 
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