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研究成果の概要（和文）：がん細胞が神経に浸潤した場合、モルヒネなども奏効しない難治性疼痛（神経障害痛）が発
症し、患者のQOLを著しく低下させるが、その疼痛強度には概日性の変動が認められる。本研究では腫瘍の浸潤によっ
て誘発される神経障害痛の概日変動のメカニズム解明と難治性がん疼痛の治療標的分子の探索を目標に検討を行った。
その結果、概日時計と疼痛を繋ぐ因子の同定に成功し、同定した因子の機能を阻害することで、痛みを緩和できること
が明らかになった。これらの結果は概日時計による病態の日内変動の制御メカニズムの解明が、新規の治療標的分子の
探索において有用であることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Pain in cancer is often associated with tumor compression or infiltration on 
tissues. Cancer-related neuropathic pain also arises from injury attributable to infiltration of 
malignant cells into peripheral nerves. One troublesome hallmark symptom of neuropathic pain is 
hypersensitivity to normally innocuous stimuli, a condition known as “tactile allodynia” that is 
refractory even to opioids. The intensity of neuropathic pain in patients with cancer has been known to 
vary over 24 hour. We aimed to clarify the molecular link connecting the circadian clock to neuropathic 
pain, and identified a molecule responsible for causing the circadian variation of “allodynia”. 
Importantly, suppressing the function of the circadian-allodynic molecule resulted in the significant 
attenuation of neuropathic pain. Identification of mechanism underlying the circadian change in the 
pathological condition will be useful strategy to discover new therapeutic target.
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１.	
 研究開始当初の背景 
医薬品は医療を支え生活の質を維持・向上す

るために不可欠なツールであるが、いまだ有

効な治療法のない難治性疾患が数多く存在し、

優れた新薬の開発が待望されている。「痛み」

は、がん患者が経験する最も困難な苦痛であ

り、その発症率は進行期で 90%にまで達する。
がんによる疼痛には腫瘍の増殖による「侵害

受容体疼痛」と「神経障害痛」とが混在し、

特に腫瘍の浸潤に伴う神経障害痛はモルヒネ

などのオピオイド鎮痛薬も奏効し難いことか

ら、患者の QOL を著しく低下させる。神経
障害痛は軽い触刺激でも激痛を引き起こす

「アロディニア」を特徴とするが、その痛み

は夜間に増悪することが知られている。申請

者らはがんによるアロディニアの概日リズム

は、体内時計を構成する時計遺伝子よって引

き起こされることを見出し、神経障害痛の疼

痛閾値が体内時計によって制御されているこ

とを示唆する所見を得た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、がんの浸潤によって誘発される

神経障害疼痛の概日リズムのメカニズム解明

を通じて、難治性がん疼痛の治療薬開発に向

けた基盤研究を行った。	
 

 
３．研究の方法 
(1)がん性疼痛概日リズムを示すモデルマ

ウスの作成：実験に用いたマウスはいずれも

明暗周期（明期:	
 7:00〜19:00）、自由摂食・

摂水環境下で飼育した。マウス大腿部を切開

し坐骨神経を露呈させ、その周囲にマトリゲ

ルに懸濁させた NCTC 腫瘍細胞を移植した。細

胞液は坐骨神経周囲に添加後、ゲルが固化す

ることを確認してから切開部を包合した。腫

瘍細胞移植後、経日的に移植側および非移植

側後肢の疼痛閾値を Von	
 Fray フィラメントを

用いたアップ・ダウン法にて測定した。	
 

	
 また、神経障害痛を発症したマウスから副

腎を摘出し、疼痛閾値に及ぼす影響を検討し

た。副腎摘出の確認は血中コルチコステロン

濃度を測定することで行った。	
 
	
 
(2)腫瘍およびマウス脊髄における遺伝子

の発現リズム解析：麻酔下においてマウス

から腫瘍および脊髄を摘出した。脊髄は L3〜

L5 神経が投射する部位を採取し、得られた各

組織より、RNA およびタンパク質を抽出し、

リアルタイム RT-PCR 法およびウエスタンブ

ロット法にて標的となる遺伝子・タンパク質

の検出を行った。また、抽出したタンパク質

の一部はマイクロアレイ解析にも用いた。タ

ンパク質についても質量分析のサンプルとし

て使用した。	
 
	
 
(3)脊髄の免疫組織染色：疼痛を発症したマ

ウスから脊髄の薄切片を作成し、実験(2)で同

定した因子の免疫組織染色を行った。標的タ

ンパクの可視化には蛍光プローブを標識した

二次抗体を用いた。同時に抗 NeuN 抗体、抗

CD11b 抗体、および抗 GFAP 抗体を用いて同定

したタンパクの細胞局在を観察した。	
 
	
 
(4)疼痛モデルマウスへの薬物投与：疼痛

を発症したマウスの髄腔内または皮下に同定

した疼痛原因物質の阻害を投与し、後肢の疼

痛閾値を経時的に測定した。	
 
	
 
(5)統計解析：多群間比較には分散分析およ

びPost-hocテストにはTurkey-Kramer法を用

いた。また、対応のある 2 群間の比較には

Paired-T テストを用い、有意水準は 5%とした。	
 

 
４．研究成果 
(1)腫瘍細胞からの分泌因子によるがん性

疼痛の概日リズムの制御：マトリゲルを用

いて坐骨神経周囲に腫瘍細胞を移植したマウ

ス後肢の疼痛閾値には有意な概日変動が認め

られ、がん性疼痛は一日の中に特定の時間帯

に増悪することが確認された。また、この時

間帯には腫瘍細胞から疼痛を引き起こすサイ

トカインの分泌が増大していることが明らか

になった。	
 

	
 腫瘍移植マウスから 9:00,13:00,	
 17:00,	
 

21:00,	
 1:00,	
 5:00 のいずれかに腫瘍塊から

RNA を抽出して解析を行ったところ、上記の

疼痛誘発性サイトカインの分泌リズムは転写

レベルで引き起こされていることが明らかと

なり、その原因として時計遺伝子による制御

が一部関与していることが示唆された。更に、

同定したサイトカインの受容体阻害薬を腫瘍

移植マウスに皮下投与したところ、後肢にお

ける疼痛は阻害剤の用量依存的に緩和された。	
 
	
 
(2)脊髄内におけるグルココルチコイド作動

性因子による疼痛閾値の概日リズム制御：マ

ウスから副腎を摘出すると、血中コルチコス

テロン濃度の概日リズムは消失する。この状

態において、坐骨神経を損傷したマウスの行



動量に変化は認められなかったが、後肢疼痛

閾値の概日リズムは消失した。 
	
 また、副腎摘出マウスの脊髄から RNAを抽
出してマイクロアレイ解析を行ったところ、

グルココルチコイドの概日リズム依存的に発

現が変動する遺伝子が 25個抽出された。これ
らの中で、プロモーター領域におけるグルコ

コルチコイド応答配列がヒトと高い相同性を

示す因子（GCRF#1：仮称）に着目して更に検
討を行った。免疫組織染色およびデータベー

スを用いた解析の結果、GCRF#1 は主に脊髄
アストロサイトに発現するが、直接的には疼

痛の発症に関与せず、標的となる因子をリン

酸化することで生理作用を発揮することが明

らかとなった。そこで GCRF#1 の標的分子で
疼痛の発症に関わるものを質量分析によって

同定することを試みたが、抽出された分子の

なかにも疼痛の発症に直接関与するものは確

認できなかった。また、GCRF#1 のキナーゼ
活性を阻害する薬剤を坐骨神経が損傷したマ

ウスの髄腔内に投与したところ、後肢におけ

る疼痛は有意に緩和された。	
 

	
 以上のことから、がん性疼痛の概日リズム

制御には腫瘍細胞から分泌されるサイトカイ

ンが、また、神経障害が生じた場合の疼痛閾

値の概日変動には脊髄内におけるグルココル

チコイド作動性因子が関与していることが明

らかになった（下図）。これらの結果は、概日

時計による病態の日内変動の制御メカニズム

の解明が、新規の治療標的分子の探索におい

て有用であることを示唆している。	
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