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研究成果の概要（和文）：神経障害性痛モデルの脊髄レベルで、特異的に過剰に発現する脳由来

神経栄養因子(BDNF)のエクソン-1に対する DNAデコイを作成した。疼痛モデルの脊髄レベルに

おいて BDNF エクソン-1 をノックダウンするために、作成した DNA デコイを脊髄内投与し、炎

症痛モデルおよび神経障害性痛モデルで痛み反応の減弱を確認した。 
 
研究成果の概要（英文）：We made DNA decoy for brain-derived neurotrophic factor (BDNF) 
exon-1 that is increased significantly in the spinal level of neuropathic pain model. 
We administered DNA decoy intrathecally to knock-down BDNF exon-1 in pain model rats, 
and confirmed that pain response was decreased by DNA decoy.   
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１．研究開始当初の背景 

 疼痛の基礎的研究は最近飛躍的に発展
したが、臨床的には神経因性疼痛などいわ
ゆる難治性疼痛で多数の患者が苦しんで
いるのが現状である。当グループでは根治
的療法として疼痛の遺伝子療法を目指し
成果を報 告 し て き た （ Anesth Analg 
98:1093-8,2004. Anesth Analg 104: 
936-43,2007. Brain Res 1219: 
26-31,2008）。特に脊髄の後根神経節ニュ
ーロンでの疼痛関連遺伝子の抑制をここ

数年研究してきたが（基盤研究 C:平成 14
年度,神経栄養因子アンチセンス RNA の脊
髄腔内投与による難治性疼痛治療）(基盤
研究 C:平成 17 年度,難治性疼痛に対す
る siRNA を用いた遺伝子療法の基礎的研
究)、効果は十分ではない。 

 一方、最近神経因性疼痛の成立にニューロ
モジュレータとしての脊髄の BDNF が大きく
関与していることが示唆されている(Nature 
438,2005)。BDNF には 11のエクソンが存在す
るが、疼痛に関与する BDNF エクソンを我々
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は最近特定し、世界に先駆けて報告した
(Biochem Biophys res Commun 362: 
682-8,2007. Brain Res 1206: 13-9,2008)。
特定 BDNF エクソンをノックダウンして難治
性疼痛を治療した試みはなく、今までに培っ
た技術をもとに、新規の試みとして BDNF の
DNA デコイを作成し、上述の研究目的を発想
するに至った。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の主眼は疼痛のニューロモジュレ
ータとして機能する脳由来神経栄養因子
(BDNF)のエクソンに注目し、エクソンの転写
を抑制するデコイを作成し、難治性疼痛治療
の基礎を確立することである。 
 具体的には、（１）疼痛モデルの脊髄後根
神経節(DRG)で過剰発現するエクソンの転写
調節領域を特定し、転写を抑制する DNA配列
(DNAデコイ)を作成する。（２）疼痛モデルに
おいて脊髄内に作成した DNAデコイを投与し、
BDNF合成阻害を観察し、鎮痛効果を検討する。
（３）最終的には安全性を確認し、臨床にお
ける治療法開発への道を探ることである。 
 
 
３．研究の方法 

【平成 21年度】 

(1)BDNF エクソン 1 の転写調節領域の特定 

 エクソン 1 とその上流領域を３つの領域

（短、中、長）に分割し、転写に関係して

いる重要部分の大凡の検索を実施する。そ

れぞれの領域を持つフラグメントを組み込

んだプロモーターアッセイ用プラスミドを

センス、アンチセンスの方向で作成し、C6

細胞に導入し、ルシフェラーゼ活性を測定

し、最も反応の強い部分を特定する。 

(2)DNA デコイ候補のデザイン 

 特定した領域をさらに幾つかのフラグメ

ントに分割し（シェーマは 35bpずつ７つに

分割した例）、転写を効率よく抑制するため

の DNA配列（DNAデコイ候補）をデザインす

る。 

 

【平成 22年度】 

(1)DNAデコイ候補による転写活性の抑制効

果の測定およびデコイの決定 

 前年度作成した幾つかに切り分けたフラ

グメントを組み込んだ DNA デコイ候補を用

い、in vitro でラット BDNFプロモーター部

の転写活性の抑制を測定する。 

 最も転写活性を抑制したフラグメント、

あるいは著明に抑制する数種類のフラグメ

ントを組み合わせたものを本研究のデコイ

として使用する。 

(2)DNA デコイの作成 

 （1)の結果を受けて、フラグメントをプ

ラスミドに組み込み、PCRにより増幅、精製、

調整する。 

 

【平成 23年度】 

(1)in vivo でのデコイの鎮痛効果確認 

①炎症性疼痛モデル（CFA測定投与モデル）

に対する効果 

 炎症性疼痛モデルのラット脊髄内に DNA

デコイを投与し、鎮痛効果を確認する。 

投与の量、投与回数を数種類施行し、最も

効果のある投与方法を検討する。 

対照群としてはビークルの投与群を作成す

る。 

②神経因性疼痛モデル（L5脊髄神経結紮モ

デル）に対する効果 

 炎症性疼痛モデルと同様に観察する。 

(2)DNA デコイの安全性の確認 

 デコイ投与による副作用の有無を組織学

的および行動学的に検証し、将来の臨床応

用の道を目指す。 

 

 
４．研究成果 

(1)BDNFエクソン1をターゲットとし、DNAデコ

イを作成した。 

(2)DNAデコイの鎮痛効果を炎症性痛モデルに

おいて脊髄内投与で確認した。 

(3)DNAデコイの鎮痛効果を神経障害性痛モデ

ルにおいて脊髄内投与で確認した。 

(4)DNAデコイの鎮痛効果は高容量で最も強く

数回の投与で効果が増強した。 

(5)DANデコイの投与は障害のない反対側には

副作用を示さなかった。 

 上記の成果を国内外の学会で報告するとと

もに、論文として発表した。 

 
 しかし、その効果持続は短く、効果の限界



 

 

もみられた。BDNFのノックダウンは痛みの遺

伝子療法のターゲットとなる可能性は示した

が、さらなる研究が必要であることも明らか

となった。 

 神経障害性痛の治療は各種薬剤の開発や侵

襲的治療をもってしても未だ満足できるもの

はなく、われわれの目指した遺伝子療法を応

用した鎮痛法がブレークスルーとして、今後

の難治性疼痛の治療法として基礎的な方向性

を示した。 
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