
緒　　言

神経細胞は細胞内外の種々のイオン濃度の能動的変化
によりイオン選択的濃度勾配を形成し，細胞膜のイオン
チャネルにイオン電流を発生させ，その電気的信号によ
りシナプス伝達を行うと考えられている1）．神経回路網
が複雑な情報処理を行うわれわれの脳では神経細胞のイ
オンホメオスターシスは脳の機能に極めて重要である．

中枢神経において最も主要な抑制性神経伝達物質であ
る g アミノ酪酸（GABA）による伝達は GABAA 受容体
-Cl −チャネルによる電気化学勾配に従った調節を受け
ており，神経細胞内への Cl −の流入による膜電位の過分
極がシナプスにおける抑制効果をもたらしていると考え
られている1）．シナプスにおける過分極は，細胞内 Cl −

濃度（［Cl −］i）を細胞外よりもかなり低く保つ必要があ

る．これらのイオン濃度の調節のため，神経細胞膜には
細胞内から細胞外へ Cl −を運ぶ排出型の Cl −トランスポ
ーター（K ＋-Cl − cotransporter, KCC2）と，逆に細胞外
から細胞内に Cl −を運ぶ取り込み型の Cl −トランスポー
ター（Na ＋，K ＋-2Cl − contransporter, NKCC1）が存在
し，［Cl −］i のホメオスタシスを維持している．Blaesse 
らは Cl −トランスポーターにより制御される Cl −ホメオ
スタシスの変化が神経回路における GABA 作用の抑制
および興奮の調節を行っていると仮定した Cl −ホメオダ
イナミクス説を提唱している2）．

脊髄における GABA の神経障害性疼痛発症への関与
は以前から知られている．GABA 受容体の活性化により
神経障害性疼痛が減弱したという報告があり，GABA 作
動性シナプス伝達の変化が神経障害性疼痛発症の機序の
ひとつとして考えられている3）．また神経障害性疼痛に
より KCC2 のダウンレギュレーションが起こり，そのこ
とによって GABA によるシナプス抑制が減弱すること
が示されている4）．このように Cl −ホメオスタシスの変
化による GABA を介した抑制性シナプスの減弱が神経
障害性疼痛発症の原因であることが示唆されている．
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神経障害性疼痛は脊髄後角神経細胞の Cl−ホメオスタシス
を変化させ GABA による抑制性反応を減弱させる
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要　旨　脊髄後角抑制性シナプスの変化が神経障害性疼痛を引き起こす機序を明らかにする目的で，膜電位
イメージング法を用いて視覚化された GABA 灌流下の過分極を観察し，さらにリアルタイム定量 RT-PCR 法
を用いて神経障害性疼痛マウスの脊髄における Cl −トランスポーターである NKCC1 および KCC2 の発現量を
評価した．

ICR マウスの坐骨神経を部分結紮し，1 週間後にマウスの脊髄スライス標本を作製，膜電位感受性色素を用い
て膜電位イメージングを行ったところ，GABA 灌流による過分極が対照群および非結紮側と比較して結紮側脊
髄後角において有意に減弱していた．さらにリアルタイム定量 RT-PCR 法において坐骨神経部分結紮により脊
髄後角 NKCC1 の発現量増加と KCC2 の発現量減少を認めた．

末梢神経損傷により脊髄後角 Cl −トランスポーター発現量が変化することによって細胞内 Cl −濃度が増加し，
GABAA 受容体-Cl −チャネル開口による Cl −イオンの細胞内への流入が減少し，脊髄後角の過分極が減弱した
と推測された．Cl −ホメオスタシスの変化による GABA 誘発性抑制性シナプスの減弱が神経障害性疼痛発症に
関与していると考えられる．
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電位感受性色素である di-4-ANEPPS（5 mM）40 m l に
クレブス液 480 m l と Fetal bovine serum 480 m l を加え
たものを 100 m l ずつ滴下し，15～20 分間暗所にて静置
したのち，色素を洗浄した．

3）MiCAM2 による膜電位変化の観察
スライス標本を記録用チャンバーに固定し，Mi-

CAM02 および CCD カメラを用いた高速蛍光測定法で，
脊髄後角における膜電位変化の評価を行った．クレブス
液にはテトロドトキシン（0.3 mM）を加えることで活動
電位を遮断した．高速蛍光測定開始 30 秒後，GABA 
100 mM を 90 秒間灌流し，脊髄後角における蛍光強度変
化を計 480 秒間記録し，後角全体の蛍光強度変化の平均
値について坐骨神経部分結紮群および対照群の左右で比
較した．

4. リアルタイム RT-PCR法
リ ア ル タ イ ム RT-PCR 法 に よ り，NKCC1 お よ び

KCC2 の発現量の定量を行った．神経結紮 1 週間後に坐
骨神経部分結紮側の腰部膨大部の脊髄後角を摘出し，ア
イソジェンを用いて脊髄後角よりNKCC1 mRNAおよび
KCC2 mRNA を抽出した．その後，ランダムプライマー
を用いて逆転写反応を行い，cDNA を合成した．この
cDNA から TaqMan probe を用いて，NKCC1 および
KCC2 の発現量を定量し，評価した．定量は非結紮マウ
スの腰部膨大部の脊髄後角をコントロールとし，ハウス
キーピングジーンとして GAPDH を用い，2 −DDCt 法によ
って比較定量した．

5. 統計解析
全ての結果は平均値 ± 標準誤差で示し，対照群と坐骨

神経部分結紮群における左右の後角の蛍光強度変化の比
較には二元配置分散分析法（two-way analysis of vari-
ance：two-way ANOVA）を用いた．また事後の多重比
較検定には Tukey 法を用いた．統計処理は統計ソフト
SPSS を使用し，統計的有意水準は P＜0.05 とした．

結　　果

膜電位イメージング法による観察
膜電位イメージング法による GABA 灌流の結果を図 1

に示す．対照群の後角では GABA 灌流による蛍光強度変
化の増加に左右差を認めなかった．一方，坐骨神経部分
結紮マウスにおいて結紮側の後角では輝度の増加に有意
な減少を認め（P＜0.05），坐骨神経部分結紮により，同
側脊髄後角における GABA 灌流により惹起される過分
極が減弱しているのを確認した．さらに対照群の脊髄後

本研究では，神経障害性疼痛によって惹起される脊髄
後角抑制性シナプス伝達の変化を明らかにする目的で，
Seltzer 法を用いて作製された神経障害性疼痛モデルの
脊髄スライス標本を膜電位感受性色素で染色，その後，
膜電位イメージング法により GABA 灌流下における脊
髄後角の過分極の変化を観察した．さらに GABA 作動性
シナプス伝達の変化と Cl −ホメオスタシスの関係を明ら
かにするために，リアルタイム定量 RT-PCR 法を用いて
神経障害性疼痛発症マウスの脊髄後角における NKCC1
および KCC2 の発現量の変化を評価した．

方　　法

本研究は獨協医科大学動物実験委員会の承認を得て行
われた．

1. 対　　象
生後 3-4 週の ICR 雄性マウスを使用した（20-30 g）．

飼育室の明暗周期を 12 時間とし，すべての実験は明期
に行った．また餌，水分は自由に摂取できるようにした．

2. 神経障害性疼痛モデルの作製
マウスにハロセンの吸入による全身麻酔を施行し，結

紮群に対して Seltzer 法による左坐骨神経部分結紮を行
った5）．また対照群（sham 手術群）に対しては全身麻酔
下に坐骨神経の露出のみを行った．また結紮7日目にvon 
Frey 試験を行い，機械的刺激を 10 回加え，それに対す
る逃避行動を示した割合を測定し，部分結紮群について
アロディニアの発症を確認した．

3. 膜電位イメージングによる抑制性シナプス変化の
観察

1）脊髄スライス標本の作製
坐骨神経部分結紮の7日後にケタミン100 mg/kgとキ

シラジン 10 mg/kg の腹腔内投与による全身麻酔下にマ
ウスの椎弓切除を行い，脊髄を摘出した．摘出した脊髄
は直ちに 95％O2，5％CO2 で飽和した 4℃の氷冷クレブ
ス液（組成：NaCl， 113 mM；KCl， 3 mM；NaHCO3， 25 
mM；NaH2PO4， 1 mM；CaCl2， 2 mM；MgCl2， 1 mM；
D-glucose, 11 mM；pH：7.4）に浸漬し，スライサー

（Microslicer®，D.S.K., Japan）を用いて厚さ 450 mm の
脊髄スライス標本を作製した．

2）膜電位感受性色素による染色
5％CO2/95％O2 をバブリングしているクレブス液を

浸漬した濾紙上に，脊髄スライスを留置した直径 13 mm
のメンブランフィルターを並べ，30 分間静置した後，膜
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Lopes らの研究結果に矛盾しない．さらに今回，特定か
つ複数の神経細胞の高速同時測定を可能にする膜電位イ
メージング法を行ったことにより，膜電位変化を基準に
GABA 作用の減弱を視覚的に確認することが可能であ

角と比較しても GABA による過分極が有意に減少して
いることを確認した（P＜0.05）（対照群：n＝5，結紮群：
n＝9）．

リアルタイム定量 RT-PCR法
リアルタイム定量 RT-PCR 法の結果を図 2 に示す．坐

骨神経部分結紮群における脊髄後角 NKCC1 発現量は対
照群と比べ増加していた（P＜0.05）．一方，結紮群にお
ける KCC2 発現量は対照群と比べ減少していた（P＜
0.05）（NKCC1：n＝9，KCC2：n＝8）．

考　　察

神経障害性疼痛によって脊髄における GABA 作動性
シナプス伝達に変化が起こることは以前から知られてい
る．Castro-Lopes らの研究では，末梢神経切断 2 週間後
に同側後角における GABA 受容体陽性細胞数が減少し
たと報告されている6）．本研究では，坐骨神経部分結紮
同側の脊髄後角において，反対側および対照群の後角と
比較して過分極が減弱していることが確認され，GABA
の抑制性作用が減弱していた．このことは，Castro-
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図 2　定量リアルタイム RT-PCR の結
脊髄後角における NKCC1 および KCC2 発現量の変化を
示す．対照群における各トランスポーター発現量を基準と
した結紮後の相対的発現量は，NKCC1 は有意に増加し（＊

P＜0.05），KCC2 は有意に減少していた（＊P＜0.05）．
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図 1　�膜電位イメージング法を用いた GABA 灌流
下における脊髄後角過分極の観察

図 1Aは GABA 灌流下における対照群と結紮群の
脊髄後角膜電位変化のイメージングを示す．対照群

（左） では GABA 灌流による蛍光強度変化に左右差
はなかったが，結紮群 （右） では結紮同側 （Ipsi）の
蛍光強度変化が対側（Contra）に比して減弱してお
り，過分極が減弱していた．図 1Bは各後角におけ
る蛍光強度変化を比較した結果である．対照群にお
ける左右蛍光強度は有意差がなかった．一方，結紮
群では結紮側の蛍光強度が有意に減弱しており，過
分極の減弱を認めた（＊P＜0.05）．
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より優位に働き，［Cl −］i が高く維持されているため
GABA 作動性 Cl −チャネルが開口すると，脱分極（負電
荷減少）が起こると言われている．ラット関節炎モデル
を用いた研究では，慢性炎症により NKCC1 発現量は増
加していたが，KCC2 発現は急性期では減少し，慢性化
すると徐々に正常レベルに戻ったと報告している17）．ま
た末梢神経損傷により DRG における NKCC1 の増加お
よび脊髄における KCC2 の減少が観察され，これらのト
ランスポーター発現の変化が，痛み刺激が投射する上位
中枢である視床の後外側腹側核（VPL）や体性感覚皮質

（S1）における興奮性変化をもたらすことが証明されて
いる18）．免疫組織学的手法により脊髄後角 GABA および
KCC2 発現を観察した研究では，神経損傷直後 3 日では
KCC2 発現は変わらなかったが，損傷 16 日後には KCC2
発現が減少していた．加えて，GABA 免疫活性は損傷 3
日後では低下していたが 16 日後では逆に増加したと報
告している19）．この研究では GABA と KCC2 の 2 つの
因子の変化が関連することにより神経障害性疼痛の発症
および進行に関与している可能性を示している．本研究
では脊髄後角における KCC2 の発現量減少のみならず
NKCC1 の発現増加も確認が可能であり，これらのトラ
ンスポーター発現量の変化により GABA を介した抑制
性シナプス伝達が減弱されたと考えられる．これらの報
告からも，GABA および Cl −ホメオスタシスに関与して
いるトランスポーターが中枢神経系における複雑な変化
をもたらし，神経障害性疼痛発症の機序のひとつとなっ
ていると考えられる．

利尿剤である bumetanide が NKCC1 を阻害すること
に着目し，［Cl −］i を低下させて GABA 作用を興奮性か
ら抑制性に転じさせる研究がすでに行われている18,20）．
この効果を利用することで神経障害性疼痛の治療にも応
用できる可能性がある．近年，ラットを用いた研究では
神経障害性疼痛を誘発させることが知られている pacli-
taxel 投与によるアロディニア発症に bumetanide による
NKCC1 阻害が有効だったことが報告されている21）．今
後さらに GABA と Cl −ホメオスタシスの関係について
多くの科学的根拠を積み重ねて慎重に検討を行い，
GABAA 受容体-Cl −チャネルに作用する薬剤の開発によ
り，神経障害性疼痛治療への有益性が見出されることが
期待される．

結　　論

本研究では，神経障害性疼痛によって起こる脊髄後角
での GABA 誘発性過分極の減弱および同側脊髄後角神
経細胞における Cl −トランスポーター NKCC1 の発現増
加，KCC2 の発現減少を観察した．Cl −ホメオスタシス

った．また Eaton らが行った研究では，末梢神経損傷 3
日後より1週間後まで脊髄後角GABA陽性細胞の数が両
側性に減少し続けたと報告している7）．本研究では坐骨
神経部分結紮 7 日後に測定を行い，非結紮側と対照群の
後角における過分極を観察したところ有意差はなかっ
た．しかし末梢神経結紮直後に膜電位イメージングによ
る観察を行えば非結紮側においても GABA による過分
極の減弱が出現する可能性がある．さらに脊髄において
ミクログリア由来の脳由来神経栄養因子（BDNF）の作
用減弱により GABA の抑制作用が減弱することが示さ
れており，神経障害性疼痛発症の機序のひとつと考えら
れている8）．本研究同様に過去の多くの研究において，神
経損傷により誘発される脊髄後角 GABA 作動性シナプ
ス伝達の減弱が神経障害性疼痛の発症に関与しているこ
とを示している．

神経障害性疼痛を発症すると，アロディニアや痛覚過
敏，難治性の自発痛を発症する．これにはケモカインの
一種である CCL21 やミクログリアが関与し，［Cl −］i を
変化させていると考えられている9～11）．神経障害性疼痛
モデルラットでは，アロディニア発現の経時変化に相関
してミクログリアが活性化型に変化すると言われてい
る12）．また，末梢神経の損傷に応答して後根神経節

（DRG）ニューロンの細胞内では，ケモカインの一種で
ある CCL21 が産生され，損傷 24 時間後には脊髄後角に
到達し活性化ミクログリアに作用して P2X4 受容体

（ATP 受容体のサブタイプの一つ）の過剰発現に寄与す
る13,14）．ATPが過剰発現したP2X4受容体を刺激すると，
活性化ミクログリアから脳由来神経栄養因子（BDNF）
が放出され，BDNF は脊髄後角第一層の二次ニューロン
に働き，KCC2 の発現を抑える14,15）．その結果，［Cl −］i
が高まり，陰イオンに対する逆転電位が脱分極側にシフ
トする．この条件下では，触刺激等により介在ニューロ
ンから放出された GABA の作用で Cl −チャネルが開く
と，Cl −イオンは細胞内から細胞外へ流出し，ニューロ
ンは脱分極する16）．これによって通常時は抑制的に働く
べき GABA の二次ニューロンへの作用が興奮性に変化
する．その結果，触刺激が痛みとなるアロディニア状態
を呈すると考えられている．さらに本研究ではリアルタ
イム定量RT-PCR法にてNKCC1の発現増加とKCC2の
発現減少が確認された．これらの機序により，脊髄後角
ニューロンの Cl −ホメオスタシスを変化させ，GABA の
抑制性作用を減弱させることが神経障害性疼痛の要因と
考えられる．

侵害受容によりKCC2の発現が抑制されることは以前
より報告されている．神経障害性疼痛モデル動物だけで
なく，発達初期の神経細胞においても NKCC1 が KCC2
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To clarify the influence of the depression of the spinal 
GABAergic inhibitory synaptic transmission on develop-
ment of neuropathic pain, we observed optical imaging of 
hyperpolarization produced by GABA in the spinal cord 
dorsal horn using voltage-sensitive dye. Furthermore, the 
expression of NKCC1 （Na-K-Cl cotransporter） and KCC2 

（K-Cl cotransporter） in mouse spinal cord dorsal horn was 
analyzed by quantitative real-time RT-PCR method. The 
sciatic nerve partial ligation was performed in 6 to 8 weeks 
male ICR mice, according to Seltzer’s method under halo-
thane anesthesia. The spinal cord slices were prepared one 
week after ligation, and incubated for 20 min with a di-
4-ANEPPS to use optical imaging. After rinsing, the slices 
were placed into the recording chamber on the microscope 
stage and perfused by Krebs’ solution with tetrodotoxin, 
continuously. Fluorescent changes of di-4-ANEPPS in the 
spinal cord dorsal horn were measured using MiCAM02. 

During the recording, GABA （100 mM） was perfused for 
90 sec. The visualized hyperpolarization at the spinal cord 
dorsal horn in ipsilateral side by the perfusion of GABA 
was attenuated in ligated mouse. However, this phenome-
non was not observed at contralateral side in ligated mouse, 
and in sham-operated mouse. Furthermore, the expression 
of NKCC1 was increased and KCC2 was decreased in the 
spinal dorsal horn after sciatic nerve ligation. These find-
ings suggest that nerve injury may lead to the up-regula-
tion of NKCC1 and down-regulation of KCC2 in the spinal 
dorsal horn and increase of intracellular Cl− concentration, 
consequently. As a result of increase of intracellular Cl−, 
hyperpolarization produced by GABA was alleviated. Inhi-
bition of hyperpolarization due to homeostatic changes of 
Cl− in the dorsal horn neuron may have a pivotal role for 
development of neuropathic pain.
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