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研究成果の概要（和文）：CXBHマウスでは、熱刺激に対するモルヒネの抗侵害受容作用には顕著な差異は見られなかっ
た。しかし、脊髄反射には異常が認められず、熱・機械・化学刺激に対する侵害受容性反応が著しく低下していたこと
から、CXBHマウスは上脊髄性の侵害受容性反応が低下したマウスであると考えられる。CXBHマウスの脳における網羅的
遺伝子発現解析により、侵害受容性反応の低下と関連する遺伝子発現変化を351転写産物（332遺伝子）において特定し
た。特に発現量変化の著しい61遺伝子には侵害受容性反応に関わる遺伝子が複数含まれており、これら遺伝子発現変化
を引き起こす塩基配列変化が侵害受容性反応の低下を引き起こすと考えられる。

研究成果の概要（英文）：CXBH mice exhibited slightly higher morphine-induced antinociception compared 
with C57BL/6J and BALB/cBy mice in the hot-plate test but not tail-flick test. CXBH mice exhibited a 
marked reduction of nociceptive sensitivity, regardless of the type of nociceptive stimulus, with the 
exception of tail stimulation. Changes in gene expression that corresponded to reduced nociceptive 
sensitivity in the brains of CXBH mice were observed in 62 transcripts, including pain- and 
analgesia-related transcripts, in a whole-genome expression assay. The total mRNA expression of opioid 
receptors was higher in CXBH mice than in C57BL/6J and BALB/cBy mice. However, the expression levels of 
MOR-1 mRNA, a major transcript of the μ opioid receptor gene, were not different among the C57BL/6J, 
BALB/cBy, and CXBH strains. In conclusion, supraspinal nociceptive responses were reduced in the CXBH 
mouse strain, and the expression levels of transcripts were altered in the brain of this strain.

研究分野： 神経精神薬理学
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１．研究開始当初の背景 
手術、傷害や悪性新生物などにより引き起

こされる疼痛は、著しい QOL 低下を引き起
こすため、鎮痛薬による治療が必要である。
しかし、疼痛感受性や鎮痛薬感受性には著し
い個人差が存在し、これが効果的な疼痛治療
を妨げている原因の一つであると考えられ
ている（Ikeda et al., Trends Pharmacol Sci 26: 
311-317 (2005)）。この疼痛感受性及び鎮痛薬
感受性の個人差は、その個人における疼痛強
度や鎮痛薬の奏効度を決定していると考え
られることから（図 1）、効果的な疼痛治療の
ためには疼痛感受性及び鎮痛薬感受性個人
差の発現メカニズムの解明が不可欠である。 

 
疼痛感受性や鎮痛薬感受性の要因には、遺

伝子、生活習慣や環境などが挙げられるが、
最終的には、疼痛伝達や鎮痛作用経路の分子
の発現量や機能を変化させることで個人差
を引き起こしていると考えられる（図 1）。疼
痛感受性における遺伝子要因の寄与率
（heritability, h2）はマウスでは 0.30-0.76、ヒ
トでは 0.10-0.57 であり、疼痛感受性における
マウス系統差やヒト個人差には遺伝子要因
がある（Mogil and Max. Wall and Melzack’s 
textbook of pain, 5th edn. pp159-174 (2006)）。こ
れまでに、遺伝子改変マウスやヒト遺伝子を
用いた解析により、疼痛感受性や鎮痛薬感受
性に関わる遺伝子や遺伝子多型が明らかに
なっている（Kasai et al., Naunyn Schmiedebergs 
Arch Pharmacol 377:269-281(2008)）。しかし、
遺伝子改変マウスにおける劇的変化が生理
的に起こりうるか？、またヒト遺伝子解析の
結果がどれだけ再現性を有するのか？とい
った問題点があり、自然発生性の遺伝子配列
変化（多型）あるいは遺伝子発現変化を有す
る、再現性が高い疼痛感受性および鎮痛薬感
受性ヒト個人差のモデル解析が必要である。 

 
CXB マ ウ ス 系 統 群 （ CXBD, CXBE, 

CXBG-CXBK）は、BALB/cBy と C57BL/6By
との交配により樹立されたリコンビナント
近交系マウス系統であり（ Bailey DW, 
Transplantation 11:325-327(1971)）、CXBK マウ
スがモルヒネ低感受性、CXBH マウスがモル
ヒネ高感受性であると報告されている（Baran 
et al., Life Sci 17:633-640(1975)）。これら系統
ではすべての遺伝子を progenitor 系統
（BALB/cBy 及び C57BL/6By）から受け継い
でおり、近交化の過程で自然に生じた遺伝子
変異が表現型の違いを生み出しているもの

と考えられる（図 2）。 
 
研究代表者らは、CXBK マウスのモルヒネ

低感受性の原因が、μオピオイド受容体遺伝
子（ Oprm1 ）におけるトランスポゾン
Intracisternal-A particle の挿入変異であること、
3’非翻訳領域がOprm1遺伝子の正常な発現に
重要であることを明らかにしている（Han et 
al., Pharmacogenet Genomics 16:451-460 
(2006)）。しかし、CXBH マウスにおけるモル
ヒネ高感受性についての詳細は一切明らか
になっていない。研究代表者は先行解析によ
り、CXBH マウス系統が progenitor 系統と比
較して痛覚感受性が著しく低下しているこ
とを見出している（図 2）。 

 
リコンビナント近交系である CXBH マウ

スは、progenitor 系統とほとんどの遺伝子で塩
基配列が一致する。すなわち、CXBH マウス
と progenitor 系統間で遺伝子発現量に違いが
生じる遺伝子は限られると予想される。その
ため、CXBH マウス系統は、痛覚感受性低下
及び鎮痛薬高感受性の原因である遺伝子発
現変化を解析するモデルとして優れている
と考えられる。 
 
２．研究の目的 

本研究では、特に痛覚感受性（侵害受容性
反応）低下を引き起こす遺伝子発現変化およ
び遺伝子配列変化を明らかにする。具体的に
は、(1) 熱、機械及び化学刺激試験により、
CXBHマウスの詳細な侵害受容性反応を明ら
かにする、(2) whole-genome expression chip を
用いた網羅的遺伝子発現解析及び遺伝子個
別発現解析により、侵害受容性反応低下に関
わる遺伝子発現変化を明らかにする、(3) シ
ーケンシング等により、CXBH マウスにおけ
る侵害受容性反応低下の原因である遺伝子
配列変化を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
実験動物 

本研究に用いた C57BL/6By、BALB/cBy お
よび CXBH マウスは日本クレアから購入し、
公益財団法人東京都医学総合研究所実験動
物飼育室にて温度・湿度・明暗期を管理の下、
適切に飼育した。本研究は、公益財団法人東
京都医学総合研究所動物実験委員会の倫理
審査を経て、適切に遂行した。 
 
動物行動解析 



熱、機械および化学刺激による侵害受容性
反応試験は、それぞれ tail-flick/hot-plate tests、
Randall-Selitto test お よ び abdominal 
constriction test により行った。実験には雄の
マウスのみ用いた。 

Tail-flick 試験： MK-300B (室町機械、東
京)を用いて解析した。マウスはタオルを介し
て保定し、付け根から 1-3 cm の位置の尾に熱
刺激を加え、熱刺激から尾を回避させるまで
の時間を latency (潜時)として測定した。15 秒
を cut-off time に設定した。マウス当たり照射
位置をずらして 3 回の測定を行い、平均をそ
のマウスの値とした。 

Hot-plate 試験： MK-350B (室町機械、東
京)を用いて解析した。52 ± 0.2 ℃に維持され
た hot-plate 上にマウスを静置し、後ろ足を舐
めるかジャンプして逃避行動を示すまでの
時間を latency として測定した。180 秒を
cut-off time に設定した。5 分を空けてマウス
当たり 2 回の測定を行い、平均をそのマウス
の値とした。 

Randall-Selitto 試験： MK-201D (室町機械、
東京)を用いて解析した。シリコンステージに
マウスの後ろ足を載せてシリコン棒で圧力
を加え、シリコンステージを攻撃するか、逃
避するかの行動を示す圧力を withdrawal 
threshold (回避閾値 )として測定した。250 
mmHg を cut-off pressure に設定した。マウス
当たり左右の後ろ足各 1 回の測定を行い、平
均をそのマウスの値とした。 

Abdominal constriction 試験： 0.6%酢酸生
理食塩水を 10 ml/kg 腹腔内投与し、投与後 30
分間における writhes（体幹の捩り行動）回数
を測定した。マウス当たり 1 回の測定を行い、
そのマウスの値とした。 

鎮痛薬感受性はモルヒネによる鎮痛作用
について解析した。1 mg/ml モルヒネ塩酸塩
溶液（武田薬品工業、大阪）を 20 分おきに
腹腔内投与し、総投与量 3 , 10, 30, 100 mg/kg
において、各投与時間から 10 分後に
tail-flick/hot-plate tests を上記の解析方法に従
い行った。 

鎮痛作用は percent maximal possible effect 
(%MPE)として、下記の式に従って計算した。 

%MPE =（処置後測定値 − 処置前測定値）
／（cutt-off 値 − 処置前測定値） ×100％ 
 
全ゲノム遺伝子発現解析 

Illumina MouseWG-6 v.2 Expression 
BeadChips (illumina KK、東京)を用いて解析し
た。MouseWG-6 v.2 Expression BeadChip は、
45,281 種の probe を用いることで 30,774 遺伝
子の検出が可能である。各マウス系統群 4 個
体について、推奨の方法に従って解析を行っ
た。全脳から total RNA を抽出し、Illumina 
TotalPrep RNA Amplification Kit (Ambion, 
Austin, TX)を用いて biotin化 cRNAを合成し、
BeadChip へ反応させた。Streptavidin-Cy3 を用
いて iScan reader で検出した。検出データは

GenomeStudio v.2011.1 および Gene Expression 
Module v.1.9.0 を用いて候補遺伝子の抽出を
行った。C57BL/6J と CXBH、BALB/cBy と
CXBH 間では有意に異なり、C57BL/6J と
BALB/cBy 間では差異が見られない転写産物
を候補遺伝子として抽出した。 
 
パスウェイ解析 

網羅的遺伝子発現解析で候補に挙がった
遺伝子群について、MetaCore (GeneGo, St. 
Joseph, MI)を用いて Gene ontology/パスウェ
イ解析を行った。GeneGo disease、metabolic 
network 、 pathway network および process 
network について、候補に上った遺伝子群が
多く含まれる network を探索した。 
 
Northern blot 解析 

Illumina MouseWG-6 v.2 Expression 
BeadChips で解析出来なかった遺伝子につい
ては、侵害受容性反応や鎮痛薬感受性に重要
な遺伝子に限り、northern blotting により遺伝
子発現解析を行った。各マウス系統の雄の脳
から total RNA を抽出し、Oligo-dT30 カラム
を用いて poly(A)+ mRNA を精製した。各レー
ン当たり 10 μg の poly(A)+ mRNA をホルマリ
ン変性ゲルにおいて泳動し、ナイロンメンブ
レンに転写した。検出は各遺伝子における
ORF 領域の DIG ラベル RNA probe および AP
標識抗 DIG 抗体を用いた。 
 
統計解析 

StatView software (SAS Institute, Cary, NC)を
用いて解析した。モルヒネによる鎮痛作用お
よび侵害受容性反応は、それぞれ 1 元配置/2
元配置 ANOVA および一元配置 ANOVA によ
り統計学的評価を行った。P < 0.05 を統計学
的有意と評価した。 
 
４．研究成果 
モルヒネによる鎮痛作用 

オピオイド受容体高発現マウス系統とし
て知られている CXBH リコンビナント近交
系マウス系統において、ミューオピオイド受
容体作動薬であるモルヒネによる鎮痛効果
の解析を行った。Tail-flick 試験においては、
CXBH マウス系統は progenitor 系統の一つで
ある BALB/cBy 系統と比べモルヒネによる鎮
痛効果が有意に亢進していたものの、
C57BL/6 系統とはモルヒネの鎮痛効果に有意
な差異が見られなかった（図 3）。Hot-plate 試
験においても、BALB/cBy 系統と比べモルヒ
ネによる鎮痛効果が有意に亢進していたも
のの、C57BL/6 系統とは濃度一点を除きモル
ヒネの鎮痛効果に有意な差異が見られなか
った。 

以上の結果から、CXBH 系統は progenitor
系統と比較して、モルヒネ鎮痛作用には著し
い差異が無い事が明らかとなった。 



 
熱・機械・化学刺激による侵害受容性反応 

熱刺激試験として tail-flick 試験および
hot-plate 試験を、機械刺激試験として
Randall-Selitto 試験を、化学刺激試験として
abdominal constriction 試験を行い、progenitor
系統と比較することで各種侵害刺激による
痛覚感受性を詳細に解析した。その結果、
CXBH マウスは、hot-plate 試験、Randall-Selitto
試験及び酢酸ライジング試験の熱・機械・化
学刺激すべてに対して著しい痛覚感受性低
下を示した（図 4）。しかし、tail-flick 試験に
おいて CXBH マウス系統では progenitor 系統
と比較して有意な痛覚感受性の変化は見ら
れなかった。Tail-flick 試験は熱刺激に対する
脊髄反射反応を、その他の試験は各種刺激に
対する脊髄・上脊髄性反応を測定する試験で
あることから、CXBH マウスにおける痛覚感
受性の著しい低下は、上脊髄性の異常による
ものであることが示唆された。 

 
全ゲノム遺伝子発現解析・パスウェイ解析 

全ゲノム遺伝子発現解析には全脳を用い
た。今回解析を行った 45,281 転写産物の中で、
progenitor 系統と CXBH 系統で検出可能な
18,117 転写産物において各系統間の発現量の
差異について解析を行った。BALB/cBy と
CXBH 系統間、C57BL/6J と CXBH 系統間で
は、それぞれ 2,528 転写産物、2,259 転写産物

において発現量が有意に異なった（図 5）。 
CXBH系統における侵害受容性反応の著し

い低下に関連する転写産物（progenitor 系統間
では差異がなく、かつ両 progenitor 系統と
CXBH 系統間で有意に異なる転写産物）とし
て、351 転写産物（322 遺伝子）を見出した。
これら 322 遺伝子の内訳は、転写関連遺伝子
28（0.08）、情報伝達関連遺伝子 74（0.22）、
微小管関連遺伝子 4（0.01）、その他 16（0.05）、
不明 124（0.37）である。351 転写産物の中で
progenitor 系統と比較して高発現（> 1.50）お
よび低発現（< 0.67）の転写産物は、それぞ
れ 21 および 41 転写産物である。パスウェイ

解析の結果、細胞骨格・細胞周期・神経新生
関連のパスウェイと有意に関連した。 
 
Northern blot 解析・関連遺伝子配列決定 

3 種類ある μ、δ、κ オピオイド受容体サブ
タイプについては多数のスプライシング変
異体が報告されており、northern blot により発
現量解析を行った。μ オピオイド受容体の主
要転写産物である MOR-1 の発現量には
progenitor 系統と CXBH 系統間では著しい差
異は見られなかったものの、δ、κ オピオイド
受容体 mRNA の発現量は両 progenitor 系統と
比較して CXBH 系統で高い事が明らかとな
った。また、μ オピオイド受容体遺伝子
（Oprm1）の塩基配列は progenitor 系統間で
は約 100 塩基の差異が見られたが、
C57BL/6ByとCXBH系統間では2塩基の違い
しかなかったことから、CXBH 系統は Oprm1
遺伝子を Cb7BL/6By 系統から受け継いでい
ることが明らかとなった（図 6）。また、κ オ
ピオイド受容体遺伝子（Oprk1）の塩基配列
は、progenitor 系統間では 2 塩基の差異が見ら
れ、CXBH 系統では BALB/cBy 系統と完全に
一致していた。δ オピオイド受容体遺伝子
（Oprd1）の塩基配列は、3 系統間で差異は見
られなかった。サブタイプ非特異的なオピオ
イド受容体拮抗薬であるnaloxone結合性によ
りオピオイド受容体高発現マウス系統と報
告がある CXBH 系統であるが、モルヒネなど
鎮痛薬の標的分子である μ オピオイド受容体
遺伝子の発現量および塩基配列に著しい差
異が見られないことが、モルヒネ鎮痛作用に
おいて progenitor 系統と比較して著しい差異
が見られない原因であると考えられる。 
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