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脊髄後角第 1 次求心性線維からのアミノ酸の放出増加が
非 NMDA 受容体阻害薬（AMPA 受容体阻害薬）である
6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione（CNQX）の灌流
によって抑制されることを電気生理学的に明らかにして
いる6）．このように脊髄後角 NMDA 受容体および非
NMDA 受容体（AMPA 受容体）のいずれの興奮性シナ
プス成分も神経障害性疼痛の発症や持続に関与している
ことが示唆されている．さらに，脊髄後角において第 1
次求心性線維からの興奮性シナプス伝達に関与している
neurokinin 1（NK1）受容体や calcitonin gene-related 
peptide（CGRP）受容体の関与を示す研究や7），g アミノ
酪酸（GABA）やグリシンなどの抑制性シナプス成分の
神経障害性疼痛への関与を示す研究も報告されている
が8,9），これらの機序の関連については未だ議論の余地
があり，末梢神経障害による脊髄後角におけるシナプス
変化は複雑で，かつ不明な部分が多い．

近年，膜電位感受性色素による染色後の高速イメージ
ングシステムを用いて神経細胞の膜電位変化を可視化
し，中枢神経のシナプス活動を視覚的に観察することが
可能となっており10），当教室では，このシステムを利
用して末梢神経障害による脊髄後角表層における抑制性

緒　　言

末梢神経が障害されると，アロディニアや痛覚過敏な
どの神経障害性疼痛に特徴的な症状を呈する1）．これら
の症状は，第 1 次求心性線維が入力する脊髄後角表層に
おける興奮性シナプス伝達の変化によって生じると考え
られており2,3），これらの変化の発症機序として，脊髄
後角表層における N-methyl-D-aspartate（NMDA）受
容体4）や a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole 
proprionic acid（AMPA）受容体5）などの興奮性シナプ
ス成分の亢進が関与することが電気生理学的に明らかに
されている．Seltzer らは，NMDA 受容体阻害薬である
MK-801 や DL-2-amino-5-phosphonovaleric acid

（APV）のくも膜下投与が神経障害性疼痛による痛み行
動を減弱させることを報告している4）．一方，Palecko-
va らは，坐骨神経結紮による神経障害性疼痛モデルで，
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シナプス伝達の減弱を視覚的に観察して報告した11）．
本研究では，神経障害性疼痛の発症機序を電気生理学

的に明らかにする目的で，Seltzer 法による神経障害性
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
色し，脊髄後角表層の電気刺激で誘発された興奮性シナ
プス伝達および抑制性シナプス伝達の変化を高速イメー
ジングシステムによって視覚的に観察した．

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 4−6 週の雄性 ICR 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
ケタミン 100 mg/kg，キシラジン 10 mg/kg 麻酔下に

Seltzer 法による坐骨神経部分結紮を行い，神経障害性
疼痛モデルを作製した（坐骨神経結紮群）12）．一方，対
照群は全身麻酔下に坐骨神経の露出のみ（sham 手術）
を行った．

3. von Frey試験
結紮 3 日前から結紮後 7 日目まで，坐骨神経部分結紮

後のマウスの機械的刺激に対する反応を von Frey fila-
ment（No. 2.83, bending force 0.07 g）を用いて評価し
た．Filament による機械的刺激を 10 回加え，それに対
して逃避行動を示す回数を連日測定し，測定結果につい
て対照群と坐骨神経結紮群で比較した．

4. 脊髄スライス標本の作製
ケタミン 100 mg/kg，キシラジン 10 mg/kg 麻酔下に

マウスの椎弓を切除して脊髄を摘出した．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，マイクロスライ
サー（Microslicer® ，D.S.K., Japan）を用いて，厚さ
450 µm の脊髄スライス標本を作製した．

5. 膜電位感受性色素のよる染色
5％CO2，/95％O2 をバブリングした常温のクレブス

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 分間イン
キュベーションした後，膜電位感受性色素である di-
4-ANEPPS（5 mM）40 µL にクレブス液 480 µL と fetal 
bovine serum 480 µL を加えたものを 100 µL ずつ滴下
し，15〜20 分間暗所にてインキュベーションした後に
色素を洗浄した．

6. 高速蛍光測定による膜電位イメージング
スライス標本を記録用チャンバーに固定し，クレブス

液灌流下に CCD カメラ（MiCAM2）を用いた高速蛍光
測定法により行われた．対照群および坐骨神経結紮群の
脊 髄 後 根 流 入 部 位 に 刺 激 電 極 を 用 い て 電 気 刺 激

（TRAIN 3,DURATION 1.0 ms, INTERVAL 10 ms）を
加えることで得られた膜電位変化を記録した．さらに
GABAA 受容体拮抗薬である bicuculline およびグリシ
ン受容体拮抗薬である strychnine を灌流させ，抑制性
シナプス伝達の影響を遮断した．はじめに①クレブス液
のみを灌流させ，膜電位変化（蛍光強度変化）を記録，
その次に② bicuculline（10 µM）＋strychnine（1 µM）を
追加灌流させ，次に③非 NMDA 受容体拮抗薬（AMPA
受容体阻害薬）である CNQX（10 µM）を，そして④
NMDA 受容体阻害薬である APV（50 µM）を追加灌流
し，それぞれの薬剤を灌流させたときの膜電位変化を経
時的に観察，さらにこれらの変化を対照群と坐骨神経結
紮群間で比較した．

7. 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

神経結紮群における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 variance：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 Prism® を使
用し，統計的有意水準は p＜0.05 とした．

結　　果

1. von Frey試験
図 1 に von Frey 試験の結果を示す（図 1）．
坐骨神経部分結紮前の機械的刺激に対する逃避行動を

示す行動は，両群において差はみられなかった．しかし
坐骨神経結紮群では結紮直後から 7 日目まで，filament
の機械的刺激に対する逃避行動の回数が増加しており，
アロディニアが発症していることが確認された（対照
群：n＝8，坐骨神経結紮群：n＝8）．

2. 高速蛍光測定による膜電位イメージング
Sham 手術を施行したマウスの脊髄から，高速イメー
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図 1　von Frey 試験によるアロディニアの評価
縦軸は 10 回の機械的刺激に対して逃避行動を示す回数を，横軸は時間経過

（日）を，○は対照群，●は坐骨神経結紮群を示す．
手術前は両群において機械的刺激に対する逃避行動は認めなかった．手術後
も，対照群（sham 手術）では逃避行動は見られなかったが，手術後の結紮群
においては，手術翌日以後の逃避行動を示す回数の増加（アロディニア）を
認めた．
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図 2　膜電位イメージング法を用いた後根流入部位の電気刺激による脊髄後角興奮性シナプス伝達の変化
図 2A-C は，灌流前の後根流入部位の電気刺激による経時的膜電位変化（蛍光強度変化）のイメージを示している．
図 2A は刺激直後，図 2B は刺激 4 msec 後，図 2C は刺激 8 msec 後を示す．
図 2D-E は灌流中の膜電位変化を示す．縦軸は蛍光強度変化を，横軸は時間を示す．図 2D は灌流前の膜電位変
化を，図 2E は bicuculline，strychnine 灌流中の膜電位変化を，図 2F は CNQX を，図 2G は APV を追加灌流さ
せたときに得られた膜電位変化を示す（対照群）．
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ジングシステムを用いて得られた膜電位変化の記録を図
2 に示す．図 2A-C は，灌流前の後根流入部位の電気刺
激による経時的膜電位変化（蛍光強度変化）のイメージ，
図 2D は灌流前の膜電位変化，図 2E は bicuculline（10 
µM）＋strychnine（1 µM），図 2F は CNQX（10 µM），
図 2G は APV（50 µM）をそれぞれ追加灌流し，後根流
入部位を電気刺激したときに得られた膜電位変化を示し
ている．bicuculline と strychnine を灌流させたときの
膜電位変化は増強し，CNQX の灌流によって減弱し，
APV の灌流でさらに減弱したが完全には消失しなかっ
た．

対照群（n＝8）と坐骨神経結紮群（n＝8）における高
速イメージングシステムを用いて得られた膜電位変化に
ついて比較した結果を図 3 に示す．灌流前の膜電位変化
は，対照群に比して結紮群で増強される傾向にあり，そ
の後，bicuculline と strychnine を灌流させると，結紮
群の膜電位変化は対照群に比して有意に増大した（p＜
0.05）．その後，CNQX を灌流させると，両群ともに膜
電位変化は減弱し，さらに APV を灌流させた結果，
bicuculline と strychnine のみの灌流時に比して膜電位
変化は有意に減弱した（p＜0.05）．また，bicuculline と
strychnine 灌流下での CNQX と APV の灌流による膜
電位変化は，対照群に比して坐骨神経結紮群で有意に増

大していた（p＜0.05）．

考　　察

NMDA 受容体や AMPA 受容体などを介する興奮性
シナプス伝達は，神経障害性疼痛の発症機序において重
要な役割を持つ．一方，抑制性シナプス伝達成分も神経
障害性疼痛の発症と関連していると考えられているが，
これらの詳細な機序についてはいまだに不明な部分が多
い．

本研究では，各シナプス成分が神経障害性疼痛の発症
や持続にどのような影響を与えるのかを明らかにするた
めに，末梢神経障害性疼痛マウスの脊髄後角表層におけ
るシナプス伝達の変化について，膜電位イメージングに
よる視覚的手法を用いて評価した．そして，神経障害時
に脊髄後角における興奮性シナプス伝達の亢進を捉える
ことが出来た．また，これまでの電気生理学的手法では
得られなかった CNQX と APV の両者の灌流後に残存
する蛍光変化を見出し，このシステムが神経障害性疼痛
の研究に有効であることを示した．

神経障害性疼痛における興奮性シナプス伝達の変化
本研究では，非 NMDA 受容体阻害薬（AMPA 受容体

阻害薬）である CNQX を灌流させると増強した膜電位
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図 3　 膜電位イメージング法による坐骨神経結紮が脊髄後角興奮性
シナプス伝達に与える影響

bicuculline，strychnine，CNQX，AVP をそれぞれ灌流させたとき
の経時的膜電位変化を示す．縦軸は蛍光強度変化を，横軸は灌流さ
せた拮抗薬を，○は対照群，●は坐骨神経結紮群を示す．bicucul-
line，strychnine を灌流させると坐骨神経結紮群において有意に膜
電位変化が増強した（＊：p＜0.05）．その後，CNQX および APV
を灌流させると坐骨結紮群では bicuculline，strychnine を灌流させ
た時と比べ有意に減弱し（＊：p＜0.05），さらに対照群と比べ有意
に増大していた（#：p＜0.05）．
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変化は減弱し，次いで NMDA 受容体阻害薬である
APV を追加投与すると膜電位変化はさらに減弱した．
坐骨神経結紮群についても同様の観察を行った結果，対
照群と同じ変化が観察された．それぞれの成分について
対照群と坐骨神経結紮群で比較したところ，CNQX お
よび APV を灌流させた場合，坐骨神経結紮群において
有意に増大していた．このことから，NMDA と AMPA
の 2 つの興奮性シナプス成分は，坐骨神経結紮によって
増強していたことになる．

AMPA 受容体は中枢神経におけるグルタミン酸受容
体であり，一般的に興奮性シナプスの速い情報伝達に関
与している13）．神経障害性疼痛によるシナプス変化に
おいてもその関与が強く疑われており，Gwak らは，
AMPA 受容体拮抗薬である NBQX の髄腔内投与は，神
経障害性疼痛の症状であるアロディニアを減弱させたと
報告している14）．AMPA 受容体は GluA1 から GluA4
の 4 種類のサブユニットにより構成されており，この構
成によって AMPA 受容体の電気生理学的性質や，Ca2＋

の透過性などを規定していると考えられている15）．近
年，神経障害性疼痛に関与するサブユニットを明らかに
した研究がなされ，Chen らは GluA2 が神経障害性疼痛
に関与していると述べており，神経障害によって脊髄で
の GluA2 の内在化が増加し，GluA2 欠損 AMPA 受容
体が増加することを証明している16）．一方，Lu らは，
炎症性疼痛において脊髄後角における Glu1A とリン酸
化された Glu1A は増加したが，神経障害性疼痛では
Glu1A とリン酸化された Glu1A は増加しなかったと述
べている17）．このように AMPA 受容体が神経障害性疼
痛の発症と持続に強く関与している結果が数多く報告さ
れている．本研究では，AMPA 受容体阻害薬である
CNQX の灌流によって膜電位変化が減弱したが，この
減弱は坐骨神経結紮群ではさらに減弱することが明らか
となった．このことからも，AMPA 受容体は神経障害
性疼痛において重要な役割を果たしていると結論でき
る．

一方，NMDA 受容体は神経伝達物質であるグルタミ
ン酸の受容体であり，興奮性シナプス伝達と神経の可塑
性において重要な役割を果たしている18）．そして，神
経障害性疼痛の発症には NMDA 受容体の活性化が関与
していると言われており19），特に NMDA 受容体のリン
酸 化 が 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ て い る20）．
NMDA 受容体は NR1，NR2（NR2A-D），NR3（NR3A-
B）各サブユニットからなり，これらのサブユニット構
成により，受容体の薬理学的，生理学的活性を定義して
いるが21），この中で，特に NR2B が神経障害性疼痛発
症に関与しているのではないかと考えられている22,23）．

本研究では，NMDA 受容体阻害薬である APV の灌
流により，電気刺激によって生じる膜電位変化は，対照
群と比して結紮群で増強されていた．このことは，坐骨
神経結紮によって NMDA 受容体を介する興奮性シナプ
ス成分は増強していたことを示し，過去の研究結果と矛
盾しないものであった．一方，AMPA 受容体と NMDA
受容体の両者を阻害したにもかかわらず，他の興奮性シ
ナプス成分の残余を示す膜電位変化を認め，この膜電位
変化は結紮群では対照群と比して有意に増大していたこ
とから，神経障害性疼痛には AMPA，NMDA 以外の興
奮性シナプス成分が関与していると考えられた．

一般に，脊髄後角で求心性線維から 2 次ニューロンへ
のシナプス伝達に関与している興奮性神経伝達物質とし
て，サブスタンス P や CGRP などが挙げられる．脊髄
において，サブスタンス P は第 1 次求心性線維から放
出され，2 次ニューロンにおける neurokinin 1（NK1）
受容体と結合して内在化することが知られている24）．
Hökfelt らは，末梢神経の障害によって C 線維のサブス
タンス P と CGRP の down-regulation が起こると述べ
ており25），実際に神経障害性疼痛モデルを用いて疼痛
行動を評価した実験では，NK1 受容体および CGRP 受
容体のアンタゴニストの髄腔内投与により hyperalgesia
を減弱させたと報告している7）．一方で，神経障害によ
って脊髄後角のサブスタンス P の放出は減少し，NK1
受容体は増加すると結論付けている研究26,27）や，これら
のペプチドの減少と神経障害性疼痛とは直接の因果関係
はないとする報告などもあり28），これらの研究からも
分かるように，神経障害性疼痛に伴う興奮性シナプス変
化へのサブスタンス P や CGRP などの関与は，現在で
も明らかにされていない．本研究では，これら興奮性シ
ナプス成分の坐骨神経結紮後の変化について直接評価し
ていない．今後は，本研究で用いた高速イメージングシ
ステムを用いることによって，神経障害性疼痛の発症と
持続への関与の可能性が高いサブスタンス P や CGRP
を介した興奮性シナプス伝達の変化についても明らかに
していきたい．

膜電位イメージング法を用いた新しいシナプス伝達の
観察
膜電位感受性色素による高速蛍光測定システムを用い

たシナプスの研究は，既に再現性の高い実験方法として
確立されている．以前，当教室において神経障害性疼痛
における抑制性シナプスの変化について膜電位感受性色
素を用いた高速イメージングにより観察し，GABA を
灌流させることで，脊髄後角が過分極することを視覚的
に評価した11）．そして本研究では，このシステムを用
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いて神経障害性疼痛における興奮性シナプス変化を観察
した．同様のシステムにより脊髄における膜電位変化を
観察した例は過去になく，単一ニューロンにおけるシナ
プス変化のみが観察可能であった従来の電気生理学的手
法とは異なり，脊髄後角全体におけるシナプス変化が観
察可能となった．このような点においても本研究で用い
た実験方法は極めて新奇的であると言える．

今後，さらに詳細な神経障害性疼痛での興奮性シナプ
ス伝達の変化について，このシステムを用いて検索する
ことが可能となるであろう．

結　　論

本研究において，高速蛍光測定によって，NMDA と
AMPA 受容体を介する興奮性シナプス伝達が坐骨神経
部分結紮により増強することを確認できた．CNQX と
APV の両者の灌流後に残存する蛍光変化の起源は現時
点では不明だが，神経障害によって AMPA 受容体と
NMDA 受容体以外の興奮性シナプス伝達が亢進してい
る可能性が推測された．
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The effect of spinal synaptic change on development of 
neuropathic pain remains unclear. To determine the effect 
of sciatic nerve ligation on excitatory synaptic transmis-
sion in the spinal dorsal horn, we observed the optical 
images of fluorescent changes induced by electrical stimu-
lation using voltage-sensitive dye. The sciatic nerve partial 
ligation was performed in 6 to 8 weeks male ICR mice, 
according to Seltzer’s method under halothane anesthesia. 
The spinal slices were prepared one week after ligation, 
and incubated for 20 min with a di-4-ANEPPS to use opti-
cal imaging. After rinsing, the slices were placed into the 
recording chamber on the microscope stage and perfused 
by Krebs’ solution. Fluorescent changes of di-4-ANEPPS 
in the spinal dorsal horn were measured using MiCAM02. 

During the observation, bicuculline, strychnine, CNQX and 
APV were perfused. The fluorescent changes in the dorsal 
horn were reduced by perfusion of CNQX and APV. The 
fluorescent changes were predominant in ligated mice 
compared to control mice. The blockade of CNQX and 
APV on excitatory synaptic transmissions was incomplete. 
These results suggested the implication of excitatory syn-
aptic transmission except AMPA or NMDA were suspect-
ed.

Key Words： voltage-sensitive dye imaging, neuropathic 
pain, spinal cord dorsal horn, synaptic trans-
mission.
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