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研究成果の概要（和文）：末梢からの痛み伝達を制御している後根神経節内のBDNF（脳由来神経栄養因子）は、
脊髄中の二次ニューロンに存在する特異的受容体TrkB-1を介して痛みを中枢へ伝達している。リン酸化ドメイン
のないTrkB-2（TrkB-isoform2）を用いてBDNF結合を競争的に阻害すれば鎮痛効果が期待できる、と考え発現ベ
クターを設計し、脊髄くも膜下腔に投与した結果、鎮痛効果を得た。しかしベクター投与自体が体重減少など細
胞毒性を引き起こし、ベクターDNAの代わりに発現ベクターをもとに人工的に作成したTrkB-2タンパクを投与し
た結果、細胞毒性を起こさず、鎮痛効果を得た。

研究成果の概要（英文）：Tropomyosin-related tyrosine kinase B (TrkB) is the receptor for 
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and one of TrkB receptors (TrkB isoform1) gets tyrosine 
kinase(tk) domain. The other isoform without tk domain (isoform 2) competitively block the binding 
of BDNF to isoform1.
Expression vector constructed of [TrkB-isoform2 gene-GFP gene-Tag] was administered to pain model 
rat induced by spinal nerve ligation. Pain suppressive effect of the vector assessed by von Frey 
tests was observed. But expression vector is toxic effect on animals.The protein synthesized using 
the expression vector was administered to rat model, analgesic effects was observed without vector 
toxicity.

研究分野：麻酔・集中治療医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌性疼痛や神経障害性疼痛の治療は極めて難渋しており、薬物投与（モルヒネ、ANA-12など）によって一時的に
（24時間以内）鎮痛を得ることは可能であるが中、長期にわたって鎮痛効果を得ることは困難である。したがっ
て一回の投与で鎮痛が4～5日間持続すれば患者の負担が軽減される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

骨転移癌による疼痛発現メカニズムは不明な点が多く、積極的疼痛緩和に難渋している。我々は

ラットの脛骨骨髄にMRMT-1 細胞(ラット乳癌細胞)を投与し、骨転移癌性疼痛モデルを作製し、 

神経栄養因子と疼痛発現の関連を報告してきた(Kawasaki Medical Journal 43(2) :107〜120, 2017)。

これまでの研究で判明したことは、骨転移モデル作製後、von Frey テストによる疼痛評価を行

うと、正常のラットと比較し患側の足底部の疼痛過敏性が亢進するとともに、健側の足底部の疼

痛過敏性も亢進していることが分 かった。さらに、３週間経過した時点で脛骨の骨髄(腫瘍部分)

を採取し、RT-PCR を行い BDNF mRNA を定量すると患側骨髄で BDNF の量は増加しており、

さらに健側骨髄でも BDNF の増加が認められた。このことから癌性疼痛に起因する全身の疼痛

過敏に BDNF-TrkB の経路が関与していると仮説をたてた。  

TrkB には細胞内リン酸化ドメインを持つものとリン酸化ドメインを持たないもの 

(TrkB-isoform2:以下 TrkB-2 と略)の２種類が存在する。TrkB-2 の生理的役割は不明であるが、 

TrkB-2 はリン酸化ドメインが欠失しており、BDNF を補足する能力を有するにもかかわらずシ

グナル伝達ができない構造を持っている(Mol Cell Biol,1991)。TrkB-2 発現ベクターもしくは 

TrkB-2 タンパクを血中、脊髄くも膜下腔に投与することで局所の疼痛過敏のみならず全身の疼

痛過敏を抑制する効果が期待される。  
 
２．研究の目的 

脳由来神経栄養因子(BDNF)は神経系の正常な初期発生に不可欠の因子であるが、「痛み」伝達

に関する役割は完全には解明されていない。G.R.Lewin ら(2014)は癌性疼痛に BDNF とその特

異的受容体である TrkB の経路が関与していることを示した。一方、癌性疼痛を有する患者が

全身の疼痛過敏を訴えることはしばしばあるがその原因は不明である。我々は BDNF-TrkB に

よる疼痛伝達の経路が局所の疼痛に加えて全身の疼痛過敏に関与している可能性を示唆するデ

ータを得ている。本研究の目的は癌性疼痛の過敏性亢進の機序に BDNF-TrkB の経路がいかな

る機序で関与しているかを明らかにし、その経路を抑制することで癌性疼痛患者のQOLの改善

につなげることである。 

 

３．研究の方法 

GFP 遺伝子を導入した発現ベクター(pCMV - TrkB(2) - GFP - FLAG - S-tag)を MRMT-1 細胞に

トランスフェクトし、安定的に GFP を発現している細胞を選ぶ。この細胞をラット脛骨近位端

骨髄に注入し骨転移癌性疼痛モデルを作製する。MRMT-1 細胞移植後１週目、２週目、３週目

に von Frey test による疼痛評価を行った後、ラットの両側脛骨骨髄、血液を取り出し、PCR 法

で BDNF mRNA を測定する。また取り出した両側脛骨を 4%パラフォルムアルデヒドで固定を

行い、脛骨周辺組織を除去し、10%EDTA 溶液で脱灰処理後 20μm 厚の切片を作製する。疼痛

評価、mRNA 量、組織切片の GFP 陽性細胞の割合からがんの進行度を評価する。さらにマイ

クロ CT で健常ラット(MRMT-1 のかわりに同量の生食を投与または無処理のまま、３週間おい

たもの)と比較する。  
TrkB は BDNF の受容体であるが、シグナル伝達機能を有する受容体のほかに細胞内リン酸化

ドメインのない TrkB-2 が知られている。この TrkB-2 タンパクを作製し、骨転移癌性疼痛モデ

ルラットの脊髄くも膜下にカテーテルを用いて、このタンパクを注入する。もしくはラット尾静

脈を確保し血管内への投与を行う。これらの処置による疼痛抑制効果を観察する。  



しかし癌性疼痛を引き起こす要因は複雑であり、痛み研究のうちで特に末梢神経系で比較的解

明が進んでいる神経障害性疼痛モデルで得られた従来の知見をもとに、TrkB-2 遺伝子（ベク

ター、タンパク）の関与に関して実験を行った。 

 

４．研究成果 

癌性疼痛モデルでは TrkB-2 ベクターを用いると痛みの抑制効果が得られた（Kawasaki 

Medical Journal 43(2):107-120, 2017）。この機序をさらに確認するために神経障害性疼痛モデ

ルラットの脊髄へ TrkB-2ベクターを投与した結果、疼痛閾値の改善がみられた（図１）。 

ベクター投与後にラットの脊髄（L3-L5）を採取しベクターに添付した GFP をターゲットに PCR

を行うと投与後２日目で発現量が増加し、その後５日目、７日目と低下した（図２）。この GFP

の発現の推移は von Frey test の結果と矛盾しない。 

さらに神経障害性疼痛モデルラットに作成した TrkB-2 タンパクを投与したところ疼痛閾値の

改善を認めた（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 day7 に TrkB-2 ベクターを投与。day9 で疼痛閾値の改善を認めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 投与後 2日目（day9）で GFP の発現量増加を認めた。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 day7 に TrkB-2 タンパクを投与。day9 で疼痛閾値の改善がみられた。 
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