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慢性疼痛マーカーとなる情動関連分子の探索 
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研究要旨 

 昨年度までの神経障害性疼痛モデルラットを用いた研究における Gene chip assay の結果から、痛

みによる負情動生成に関与すると考えられる複数の遺伝子を、慢性疼痛マーカー候補分子群として

見出した。本年度は、動物種による相違の有無を検討するため、神経障害性疼痛モデルマウスの分

界条床核における定量的 RT-PCR 解析によって遺伝子発現変動の確認を行うと共に、慢性軽度スト

レス負荷モデル（Chronic mild stress; CMS）動物の分界条床核における遺伝子発現変化と比較検討

した。腹側分界条床核における β１ノルアドレナリン受容体遺伝子および 5-HT2Aセロトニン受容体

遺伝子が神経障害性疼痛モデルマウスで有意に発現増加することを見出した。これら受容体分子が

慢性疼痛評価に役立つマーカー分子となる可能性が示された。 

 

A．研究目的 

痛みによる不安、抑うつ、嫌悪などの負情動

は、生体警告系としての痛みの生理的役割に重

要であるが、これら負情動は、QOL を著しく低

下させるだけでなく、精神疾患・情動障害の引

き金ともなり、また、そのような精神状態が痛

みをさらに悪化させるという悪循環を生じさ

せ、慢性疼痛の病態において重要な役割を果た

していると考えられる。そこで本研究では、神

経障害性疼痛モデル動物を用いた研究により、

慢性疼痛により発現変化する情動関連分子を

探索し、慢性疼痛治療のための創薬標的として、

また、PET などによる慢性疼痛評価法開発に役

立つマーカー分子を同定することを目的とす

る。 

 

B．研究方法 

 慢性疼痛では、情動機能に関与する神経機構

の可塑的変化により、不安、嫌悪、抑うつなど

の負情動をより強く感じるようになり、そのよ

うな精神的変容が痛みをより強く感じさせる

悪循環を引き起こしていると考えられる。本研

究では、痛みによる負情動生成に関与する脳領

域に着目し、神経障害性疼痛モデル動物で発現

変化する遺伝子群を Gene chip assay による網羅

的解析により探索し、定量的 RT-PCR により発

現変化を確認する。本年度は、動物種による相

違の有無を検討するため、神経障害性疼痛モデ

ルマウスにおける定量的 RT-PCR 解析によって

遺伝子発現変動の確認を行うことと共に、慢性

軽度ストレス負荷モデル（Chronic mild stress; 

CMS）動物の分界条床核における遺伝子発現変

化を定量的 RT-PCR 法を用いて比較検討するこ

とにより、慢性疼痛に特異的なマーカー分子を

同定することを目指して研究を行った。 

 実験には体重 18-28 g の雄性 BALB/c マウス
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を用いた。神経障害性疼痛モデルは、6 週齢の

時点で坐骨神経に由来する総腓骨神経、脛骨神

経、腓腹神経を露出させ、総腓骨神経と脛骨神

経を 5-0 滅菌済シルクブレード （日本商事株式

会社, 大阪）で結紮し、末梢側を切断すること

により作製した（Spared nerve injury model：SNI

モデル）。なお、神経の露出まで行った群をSham

群とした。SNI 施術の前日、および術後 1 週間

ごとに 3週間後までの計 4回 von Frey test を行

い、機械的痛覚過敏が生じている個体を抽出す

るとともに、尾懸垂試験（TST：Tail suspension 

test）を用いて、神経障害性疼痛モデルにおける

抑うつ様症状の発現を確認した後に遺伝子解

析の実験に用いた。CMS モデルは、6 週齢の時

点から、軽度ストレスを、マウスに予測できな

いようランダムな順序で 5 週間連続負荷した

（表 1, 2）。ストレスの負荷はすべて 19 時から

開始した。ストレス負荷終了後、TSTを用いて、

CMS モデルにおける抑うつ様症状の発現を確

認した後に遺伝子解析の実験に用いた。脳サン

プルの調整を行うため、頸椎脱臼したマウスよ

り全脳を摘出し、ビブラトームを用いて 400 μ

m 厚の冠状スライスを作製した。分界条床核 

 

表 1  CMS 負荷内容 
番号 内容 ストレス負荷時間 

1 ケージを 45度傾ける 14 時間 
2 床敷を濡らす※ 24 時間 
3 絶食 24 時間 
4 絶水食 14 時間 
5 24 時間点灯 24 時間 
6 過密飼育 24 時間 
7 ケージメイトの入替 24 時間 
8 24 時間消灯 24 時間 
9 ケージ入替 24 時間 

10 何もしない  

 

 

 

 

表 2  CMS 負荷日程 

 

（BNST）を含む連続した 2 枚の脳スライスか

ら、両側の腹側 BNST（vBNST）および背外側

BNST（dlBNST）領域を冷 PBS 中でパンチアウ

ト（直径 1 mm）した。作製したサンプルは、

液体窒素で急速冷凍後、－80℃で保存した。 

RNA サンプルの調整は、3 個体の脳組織を 1 サ

ンプルとしてまとめ、TRIzol ならびに RNeasy 

mini kit を用いて total RNA を抽出・精製した。

定量的 RT-PCR 解析では、total RNA を鋳型とし

て逆転写反応により得た cDNA 溶液を用いた。

定量的 PCR は、Mx 3005P (STRATAGENE 社) を

用いた。PCR 反応時間は、95ºC、10 秒で熱変

性を行い、それ以降 95ºC で 5 秒、60ºC で 30 

秒の反応を 40 サイクル行った。反応終了後、

指数関数的に DNA 増幅が起こっている領域で

任意に Ct 値を定め、ΔΔCt 法を用いてサンプ

ルの cDNA 相対値を算出した。内標準には

-actin を用いた。なお各遺伝子のプライマーの

特異性は PCR 反応後の増幅産物を電気泳動し、

予測分子量の位置にバンドを観察することで

確かめた。 

 TST では、マウスを実験環境に 30 分静置し

て馴化させた後、マウスの尾の先端から 1 cm

の部分にテープを巻き付け、測定装置（室町機

械, 東京）の尾固定部に張り付けて床から 30 cm

の高さにぶら下げ、無動時間を 6 分間自動計測

した。 

 研究の実施にあたっては、「動物の愛護及び

管理に関する法律（動愛法）」を遵守し、研究

1 週目 1 2 3 5 7 4 6 

2 週目 8 1 9 10 4 7 2 

3 週目 3 8 1 6 5 3 2 

4 週目 8 9 4 5 10 1 3 

5 週目 6 2 7 5 3 2 6 



17 
 

機関等における動物実験等の実施に関する基

本指針（文部科学省告示第 71 号）及び、動物

実験の適正な実施に向けたガイドライン（日本

学術会議）、国立大学法人北海道大学の動物実

験に関する指針に即して、北海道大学で設けら

れた規程に従い立案した計画を、動物実験委員

会の審議を経て研究機関の長の承認を得た上

で動物実験に着手した。 

 

C．研究結果 

１．神経障害性疼痛モデルの作製 

 18 匹のマウスに対し総腓骨神経と脛骨神経

結紮・切断を行った。術後 21 日目に von Frey test 

で機械的痛覚過敏形成の検討を行い、痛覚過敏

の程度が高い上位 12 個体を遺伝子解析に用い

た。TST を用いた解析において、神経障害性疼

痛モデルマウスでは、sham 術群と比較して、無

動時間が有意に増加しており、抑うつ様行動を

発現していることが示された（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．定量的 RT-PCR（神経障害性疼痛モデルマ

ウス） 

 昨年度に引き続き、不安や抑うつ、嫌悪に関

与することが報告されている受容体およびそ

のリガンド遺伝子ならびにそれらのシグナル

伝達パスウェイ関連分子の遺伝子に関して、

dlBNSTならびに vBNSTより調製したサンプル

を用いて定量的 RT-PCR により発現量変化を検

討した。一昨年度の Gene chip assay において検

討した dlBNST ならびに vBNST と、昨年度検討

した前帯状回（ACC）ならびに島皮質（IC）の

計 4 部位において発現変動が見られた遺伝子で

ある、低分子量 G タンパク質 Ras ファミリー

（RASD2）、Orphan 核内受容体（NR4A3）、BDNF

受容体（ NTRK2 ）、ホーマータンパク質

（HOMER1）、アデノシン受容体（ADORA2A）、

ならびにγシヌクレイン（SNCG）に関しても

同様に定量的 RT-PCR により発現量変化を検討

した（図 2）。vBNST 領域において、5-HT2A お

よびアドレナリン β1 受容体 mRNA 発現量の有

意な増加が観察された。一方、昨年度までの神

経障害性疼痛モデルラットにおける検討にお

いて発現変動が見られた他の遺伝子に関して

は、有意な変化は確認されなかった。 

*** 

図 1 神経障害性疼痛モデルマウスにおける抑うつ様
行動 
TST の試験時間は 6分、評価には試験中 1～6分間の無
動時間の合計値を用いた。n = 18, *** P < 0.001 
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 図２ 神経障害性疼痛モデルマウスの vBNST および dlBNST 内における mRNA 量発現変化 
Sham 群の発現量を 1とし、SNI 群の値を相対値で示した。n = 4, *P < 0.05 
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３．慢性軽度ストレス負荷モデルの作製 

 15 匹のマウスに対し 5 週間の CMS 負荷を行

った。ストレス負荷終了後に TST を用いた解析

を行ったところ、CMS モデルマウスでは、

control 群と比較して、無動時間が有意に増加し

ており、抑うつ様行動を発現していることが示

された（図 3）。TST において無動時間が長い、

上位 9 個体を遺伝子解析に用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．定量的 RT-PCR（慢性軽度ストレス負荷モ

デルマウス） 

 神経障害性疼痛モデルマウスを用いた解析

と同じ遺伝子に関して、CMS モデルにおける遺

伝子発現変化を、定量的 RT-PCR により検討し

た（図 4）。CMS 群では、vBNST での CRF2 受

容体および NR4A3 の mRNA 発現量が有意に増

加し、dlBNST での PAC1 受容体 mRNA 発現量

が有意に低下していた。また、dlBNST におい

て NR4A3 の mRNA が増加（P = 0.097）、5-HT1A

受容体の mRNA が減少（P = 0.090）傾向を示し

た。 

 

D．考察 

 慢性疼痛治療のための創薬標的および PET

などによる慢性疼痛評価法の開発に役立つマ

ーカー分子の同定を目的とし、神経障害性疼痛

モデル動物と慢性軽度ストレス負荷モデル動

物の分界条床核における遺伝子発現変化を定

量的 RT-PCR 法を用いて比較検討した。両モデ

ルとも抑うつ様行動の有意な増加が見られた

ものの、遺伝子発現変化については、一部遺伝

子において異なることを明らかとした。腹側分

界条床核における β１ノルアドレナリン受容体

遺伝子および 5-HT2A セロトニン受容体遺伝子

の発現は、神経障害性疼痛モデル動物でのみ有

意に増加していた。腹側分界条床核内における

これら受容体の発現変化が慢性疼痛マーカー

として有用であることが示唆された。一方、慢

性軽度ストレス負荷モデル動物で有意な発現

変化もしくはその変化の傾向が見られた遺伝

子、腹側分界条床核における CRF2 受容体と

NR4A3 遺伝子、ならびに背外側分界条床核にお

ける PAC1受容体、NR4A3、および 5-HT1A受容

体遺伝子に関しても、慢性疼痛との関連性は示

されなかったものの、負情動との関連性につい

ては今後も検討すべきであると考えられる。 

 

E．結論 

 神経障害性疼痛モデルマウスおよび慢性軽

度ストレス負荷モデルマウスの分界条床核に

おける遺伝子発現変化を定量的 RT-PCR 法を用

いて比較検討し、慢性疼痛時に特異的に変動す

る慢性疼痛マーカー候補分子として、腹側分界

条床核における β１ノルアドレナリン受容体遺

伝子および 5-HT2A セロトニン受容体遺伝子を

見出した。これら受容体分子が慢性疼痛評価に

役立つマーカー分子となる可能性が示された。 

 

 

図 3 慢性軽度ストレス負荷モデルマウスにおける抑
うつ様行動 
TST の試験時間は 6分、評価には試験中 1～6分間の無
動時間の合計値を用いた。Control : n = 15, CMS : n 
= 16, * P < 0.05 
 

* 
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図４ 慢性軽度ストレス負荷モデルマウスの vBNST および dlBNST 内における mRNA 量発現変化 
Control 群の発現量を 1とし、CMS 群の値を相対値で示した。n = 3-4, *P < 0.05, **P < 0.01 
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