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研究成果の概要（和文）：Morphine の鎮痛作用が神経障害性疼痛において著しく低下する原因

を解明すると共に、神経障害性疼痛に対しても極めて有効な新規鎮痛薬として amidino-TAPA

を開発し、その鎮痛作用が神経障害性疼痛においても維持されるメカニズムを解明した。また、

神経障害性疼痛発症時に特異的に低下するμ受容体スプライスバリアントを一過性に補充する

ことによる、神経障害性疼痛に対するジーンセラピーの確立を試みた。	 

	 
研究成果の概要（英文）：We	 investigated	 the	 mechanism	 for	 the	 reduced	 effectiveness	 of	 
morphine	 in	 neuropathic	 pain	 stage	 in	 this	 project.	 With	 the	 mechanism	 investigated,	 we	 
tried	 to	 develop	 the	 gene	 therapy	 for	 neuropathic	 pain.	 In	 addition,	 we	 also	 developed	 
the	 new	 analgesic	 amidino-TAPA,	 which	 is	 extremely	 effective	 against	 neuropathic	 pain.	 
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１．研究開始当初の背景  
	 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る。Morphine を含む既
存の麻薬性鎮痛薬の鎮痛効力が、この難治性
疼痛においては著しく減弱してしまう事か
ら、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。近年研究代表者ら
は、dermorphin	 N末端テトラペプチド誘導体

amidino-TAPA が、神経障害性疼痛に対しても
極めて有効であることを発見した。
Amidino-TAPA は、そのμ受容体刺激により内
因性オピオイドペプチドを遊離するといっ
た、従来のμ受容体作動薬には認められない
特異的薬理作用を持つと共に、従来のμ受容
体作動薬に非選択的なμ受容体スプライス
バリアントに選択性を示すといった特徴を
持っている。 
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２．研究の目的  
	 難治性疼痛の形成・発現に対するμ受容体
スプライスバリアントの関与を解析し、難治
性疼痛に対して極めて有効な鎮痛薬として
のμ受容体作動薬を探索・開発すると共に、
難治性疼痛の形成・発現に関与することが明
らかとなったμ受容体スプライスバリアン
トの遺伝子を局所的に補充することによる、
難治性疼痛に対するジーンセラピーの確立
を試みる。まず、（1）難治性疼痛に対する現
在臨床で汎用されている麻薬性鎮痛薬
（morphine、fentanyl、oxycodone）ならび
に申請代表者らが開発した新規dermorphin	 N
末端テトラペプチド誘導体（TAPA、TAPS、
amidino-TAPA、amidino-TAPS）の有効性を比
較検討することにより、amidino-TAPA と同様
に難治性疼痛に有効なμ受容体作動薬を検
出する。一方、amidino-TAPA が作用するμ受
容体は、受容体遺伝子のスプライスにより、
現在 30 種類以上のスプライスバリアントに
細分化されることが明らかとなっている。そ
こで、（2）各被検薬物の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解
明すると共に、（3）難治性疼痛形成によるμ
受容体の機能変化ならびにその各スプライ
スバリアントの変化を測定することにより、
難治性疼痛の治療に関わるμ受容体スプラ
イスバリアントを解明する。さらに、（4）特
定のμ受容体スプライスバリアントの遺伝
子を、局所的にかつ一過性に導入補充するこ
とによる、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）難治性疼痛に対する麻薬性鎮痛薬なら
びに新規 dermorphin 誘導体の有効性	 
	 難治性疼痛に対する、麻薬性鎮痛薬ならび
に新規 dermorphin	 N 末端テトラペプチド誘
導体の有効性を比較検討する。神経障害性疼
痛モデルマウスは、Seltzer 法に従い左後肢
坐骨神経を半結紮することにより作成し、ま
た炎症性慢性疼痛モデルマウスは、左後肢足
蹠に Freund’s アジュバントを投与すること
により作成する。左後肢難治性疼痛の形成は、
難治性疼痛モデルマウスを作成後、足蹠熱刺
激法ならびに von	 Frey フィラメント法によ
り、左右後肢足蹠の疼痛閾値を比較すること
により確認する。難治性疼痛形成マウスに、
morphine、fentanyl、oxycodone、TAPA、TAPS、
amidino-TAPA および amidino-TAPS を、皮下
投与、脳室内投与および脊髄髄腔内投与し、
発現する鎮痛作用を難治性疼痛形成足側と
非形成足側とで比較することにより、各薬物
の難治性疼痛に対する有効性を評価する。	 
（2）麻薬性鎮痛薬と新規 dermorphin 誘導体
の鎮痛作用発現に関与するμ受容体スプラ
イスバリアントの特定	 

	 μ受容体 DNA の各エクソンに選択的かつ相
補的なアンチセンスオリゴデオキシヌクレ
オチドを用い、エクソン選択的に各μ受容体
スプライスバリアントを低下させ、麻薬性鎮
痛薬および dermorphin	 N 末端テトラペプチ
ド誘導体の鎮痛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。アンチ
センスオリゴデオキシヌクレオチドは、脊髄
髄腔内投与で 1日 1 回 4 日間前処置とし、脳
室内投与で 1日 2 回 4 日間前処置とする。各
薬物の脊髄髄腔内投与および脳室内投与に
よる鎮痛作用は、足蹠熱刺激法、von	 Frey フ
ィラメント法および tail-flick 法により測
定する。また、難治性疼痛形成時の鎮痛作用
も同じ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。	 
（3）難治性疼痛形成時のμ受容体の機能変
化ならびにそのスプライスバリアントの変
動	 
	 難治性疼痛モデルマウスを用い、難治性疼
痛形成時における、脳内および脊髄内のμ受
容体の機能変化ならびにそのスプライスバ
リアントの変動を、G 蛋白結合実験、免疫学
的組織化学染色法および RT-PCR 法を用いて
測定する。難治性疼痛形成マウスの脳および
脊髄組織を、難治性疼痛形成処置後経日的に
採取する。μ受容体の機能変化は、G 蛋白結
合実験における各薬物の内活性および効力
の変化を測定することにより評価する。μ受
容体各スプライスバリアントの量的変動は、
免疫学的組織化学染色法により染色した後
画像解析装置で定量化することにより評価
する。また、各スプライスバリアントの発現
量は、組織中の各スプライスバリアント mRNA
量を RT-PCR 法を用いて画像化した後、画像
解析装置で定量化する。	 
（4）μ受容体スプライスバリアントの補充
による難治性疼痛治療法の開発	 
	 難治性疼痛形成マウスに局所的に補充す
ることにより、低下したμ受容体作動薬の鎮
痛作用を非疼痛マウスと同じレベルまで回
復させることができる、μ受容体スプライス
バリアントを検索する。マウス脊髄から抽出
した RNA から、RT-PCR 法により各μ受容体ス
プライスバリアントの完全長 cDNA をクロー
ニングする。シークエンス解析により、各μ
受容体スプライスバリアントの完全長 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 を難治性疼痛形
成マウスに脊髄髄腔内投与および脳室内投
与することにより、標的μ受容体スプライス
バリアントのみを脊髄内および脳内に局所
的にかつ強制的に発現させる。難治性疼痛毎
にまたμ受容体作動薬毎に、その鎮痛作用を
回復させるμ受容体スプライスバリアント
を検索する。各薬物の脊髄髄腔内投与および



脳室内投与による鎮痛作用は、足蹠熱刺激法
および von	 Frey フィラメント法により測定
する。	 
	 	 
４．研究成果	 
（1）坐骨神経結紮神経障害性疼痛モデルマ
ウス（Seltzer モデル）を用い、脊髄髄腔内
投与による morphine の鎮痛作用を von	 Frey
フィラメント法によって評価したところ、
morphine の鎮痛作用は神経結紮側足におい
て著しく低下し、神経障害性疼痛の morphine
に対する抵抗性が確認された。これに対し、
近年研究代表者らが開発した新規鎮痛薬
amidino-TAPA の脊髄髄腔内投与による鎮痛
作用は、神経結紮側足においても完全に維持
されており、amidino-TAPA は神経障害性疼痛
に対しても極めて有効である事が明らかと
なった。	 
	 脱髄性自己免疫疾患である多発性硬化症
は、種々の神経機能障害に先立ち激しい疼痛
を引き起こし、この疼痛（多発性硬化症疼痛）
は、神経障害性疼痛や炎症性慢性疼痛と同様
に morphine に抵抗性を示すことから、難治
性疼痛の一種とされている。この多発性硬化
症疼痛に対する、morphine と amidino-TAPA
の有効性を比較検討した結果、多発性硬化症
疼痛モデルマウスにおいては、morphine の脊
髄鎮痛作用はほとんど発現せず、臨床と同様
に著しい morphine 抵抗性が認められたのに
対し、amidino-TAPA の脊髄鎮痛作用は幾分そ
の効果は減弱されるが、多発性硬化症疼痛モ
デルマウスにおいても十分に発現すること
が明らかとなった。	 
（2）Morphine と amidino-TAPA の脊髄髄腔内
投与による鎮痛作用の発現に関わる脊髄μ
受容体スプライスバリアントを、μ受容体
DNAの各exon選択的アンチセンスオリゴデオ
キシヌクレオチドを用い、tail-flick 法およ
び von	 Frey フィラメント法において検討し
た結果、morphine の鎮痛作用は tail-flick
法、von	 Frey フィラメント法ともに exon-1
含有μ受容体スプライスバリアントのみを
介して発現するのに対し、amidino-TAPA の鎮
痛作用は、tail-flick 法、von	 Frey フィラ
メント法ともに exon-1 含有μ受容体スプラ
イスバリアントの他に、MOR-1J、MOR-1K およ
び MOR-1L を介して発現することが明らかと
なった。また、神経障害性疼痛下における
amidino-TAPA の鎮痛作用の発現に関わるμ
受容体スプライスバリアントを、μ受容体
DNAのexon選択的アンチセンスオリゴデオキ
シヌクレオチドを用い検討した結果、
amidino-TAPA の鎮痛作用は exon-1 含有スプ
ライスバリアント、MOR-1J、MOR-1K および
MOR-1L を介して発現していることが明らか
となった。	 
（3）神経障害性疼痛発症時における、脊髄

後角ならびに脊髄後根神経節における各ス
プライスバリアントの発現量の変化を、
RT-PCR 法を用い坐骨神経結紮後経日的に測
定した結果、脊髄後根神経節においては坐骨
神経結紮後 exon-1 含有スプライスバリアン
トの発現量に著しい低下が認められたが、
MOR-1K および MOR-1L の発現量には変化は認
められなかった。一方、脊髄後角における各
スプライスバリアントの発現量には、坐骨神
経結紮後全く変動は認められなかった。
Morphine の鎮痛作用は exon-1 含有スプライ
スバリアントのみを介して発現することか
ら、神経障害性疼痛発症時に morphine の鎮
痛作用が減弱するのは、1 次知覚神経終末の
exon-1 含有スプライスバリアントの発現が
低下することに基づくことが明らかとなっ
た。一方、1次知覚神経終末の MOR-1K および
MOR-1L の発現量は坐骨神経結紮後も変化し
ないため、神経障害性疼痛発症時においても
amidino-TAPA の鎮痛作用は維持されること
が明らかとなった。	 
（4）代表的 exon-1 含有μ受容体スプライス
バリアントである MOR-1 の遺伝子を脊髄に局
所的に補充することによる、神経障害性疼痛
のジーンセラピーの開発を試みた。マウス脊
髄から抽出した RNA より、MOR-1 の完全長
cDNA をクローニングし、シークエンス解析に
よりその核酸配列が正しいことを確認した
後、非ウィルス性遺伝子導入試薬を用いて、
MOR-1のcDNAを脊髄くも膜下腔内投与により
マウス脊髄に導入した。MOR-1 の cDNA を導入
後、腰髄を採取して western	 blotting 法に
よりμ受容体量の変化を測定した結果、
MOR-1のcDNAの導入によりμ受容体が増加し
ていることが確認された。現在、神経障害性
疼痛モデルマウスに同様に MOR-1 の cDNA を
導入することにより、神経障害性疼痛におけ
る morphine 抵抗性が消失するか検討中であ
る。	 
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