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要 旨 A 型ボツリヌス毒素（BoNT/A）の神経障害性疼痛に対する鎮痛機序を明らかにするために、マウ

スの坐骨神経部分結紮モデルの髄腔内に BoNT/A を投与し、BoNT/A が von-Frey 試験による痛み回避

行動への作用とパッチクランプ・ホールセル記録法による脊髄後角興奮性シナプス伝達に及ぼす作用を

評価した。坐骨神経の部分結紮後に 0.15 単位の BoNT/A を髄腔内投与し、von-Frey 試験によって神経

障害性疼痛の症状であるアロディニアに対する鎮痛効果を評価した結果、BoNT/Aはアロディニアによる

痛み回避行動を減少させた。また、BoNT/A 投与 7 日後に脊髄スライス標本のパッチクランプ・ホールセ

ル記録法で微小興奮性シナプス後電流（mEPSCs）を観察した結果、BoNT/Aは対照と比較してmEPSCs
の振幅に変化を生じずに発生頻度を減少させ、単刺激による刺激誘発性興奮性シナプス後電流

（eEPSCs）の振幅も抑制した。以上の結果から、BoNT/A の髄腔内投与は脊髄後角興奮性シナプス伝達

の増強を、少なくともシナプス前性に抑制することが示唆された。 
 
索引用語 
A 型ボツリヌス毒素、神経障害性疼痛、パッチクランプ・ホールセル記録、微小興奮性シナプス後電流、

誘発性興奮性シナプス後電流 
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緒 言 
 

A 型ボツリヌス毒素（Botulinum Neurotoxin A；BoNT/A）はグラム陽性嫌気性桿菌であるボツリヌス菌

（Clostridium botulinum）から産生され、神経筋接合部に作用してアセチルコリンの放出を抑制する、極

めて毒性が強い物質である 1)。しかし近年、 BoNT/A は医療用薬物として世界中で広く臨床使用されて

おり、本邦でも眼瞼痙攣、片側顔面痙攣、痙性斜頸、2 歳以上の小児脳性麻痺患者における下肢痙縮

に伴う尖足、上肢痙縮・下肢痙縮、重度の原発性多汗症などに対する BoNT/A の局所投与は有用な治

療手段として認められている 2)。一方で本来は適応外とされている神経障害性疼痛に対する BoNT/A の

有効例も散見されている 3,4,5) 。 動物実験においても神経障害性疼痛に対する有効性が示されており、

BoNT/A の皮下投与が神経障害性疼痛による温痛覚過敏反応を減弱させ、これらの効果は P2X36)ある

いは TRPV17)を介していることを示した実験や、BoNT/A の皮下投与および髄腔内投与が糖尿病性神経

障害による疼痛を緩和した報告 8)がある。また BoNT/A の局所投与および髄腔内投与が神経再生過程

を促進させることで坐骨神経絞扼によって惹起された神経障害性疼痛を緩和させることが証明されてい

る 9)。 
このように、臨床および動物実験において BoNT/A の神経障害性疼痛に対する有効性が多く報告さ

れているにもかかわらず、その詳細な鎮痛機序についてはいまだに解明されていない。本研究では

BoNT/A の神経障害性疼痛に対する作用機序を明らかにする目的で、神経障害性疼痛の症状であるア

ロディニアの動物モデルとして認められている Seltzer 法による坐骨神経部分結紮を行ったマウスの髄腔

内に BoNT/A を投与し、BoNT/A のアロディニアに対する鎮痛効果を調べるとともに、脊髄後角表層ニュ

ーロンの興奮性シナプス伝達に対する作用をパッチクランプ・ホールセル記録法によって評価した。 
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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 6-8 週の ICR 雄性マウスを使用した。 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 

マウスにハロセンによる全身麻酔を施行し、Seltzer 法に従った左坐骨神経部分結紮 10,11)を行った。  
 
3. BoNT/A の髄腔内投与 

Seltzer 法による坐骨神経部分結紮を施行したマウスに対して、Hylden と Wilcox の方法 12)に従ってマ

ウスの髄腔内に BoNT/A 0.15U とリドカイン 110μg を坐骨神経結紮の 2 日後に投与し、これを BoNT/A
群とした。また、髄腔内投与量が等量となるようにリドカイン 260μg を投与した坐骨神経結紮マウスを対照

群とした。これらの薬剤が髄腔内に確実に投与されていることは、リドカインによる下肢の運動麻痺の有

無を指標とし、リドカイン投与による下肢麻痺がみられなかった動物は本研究から除外した。 
 
4.von Frey 試験 

結紮 2 日前から結紮後 10 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 filament（No. 3.22, bending force 0.5g）を用いた von Frey 試験によって評価した。機械的刺激を 10
回加え、それに対して逃避行動を示した割合を連日測定し、測定結果について対照群と BoNT/A 群間

で比較した。 
 
5.電気生理学的手法 
1）スライス標本の作製 

BoNT/A 髄腔内投与から 7 日後にケタミン 50mg/kg 及びキシラジン 10mg/kg の腹腔内投与による全身

麻酔下に、マウスの椎弓を切除し、脊髄を摘出した。摘出した脊髄は、ただちに 95％O2、5％CO2 で飽和

した 4℃の氷冷クレブス液（組成：NaCl, 113mM; KCl, 3mM; NaHCO3, 25mM; NaH2PO4, 1mM; CaCl2, 
2mM; MgCl2, 1mM; D-glucose, 11mM;  pH：7.4）に浸漬し、スライサー（Microslicer®，D.S.K.，Japan）を

用いて厚さ 350～450μm の脊髄スライス標本を作製した。 
2）マイクロピペット電極管の作製 

マイクロピペット電極管は、マイクロピペット作製装置（P-97; Sutter Instrument, USA）を用いて作製し、

KOH によって pH を 7.4 とした電極液（K gluconate 123mM; KCL,14mM, Na gluconate, 2mM; ethylene 
glycol tetraacetic acid (EGTA), 1mM; 4-(2-hydroxyethyl)-1-pipera-zine Ethanesulfonic acid (HEPES), 
10mM）を充填した。測定されたマイクロピペット電極管の抵抗は 5 から 10MΩ であった。アクセス抵抗及

び記録しているニューロンの膜容量の値が、対照群と BoNT/A 群で有意な差がないことを確認した。 
3）パッチクランプ・ホールセル記録 

顕微鏡のステージ上で脊髄スライス標本を持続的にクレブス液で灌流させながら、パッチクランプ・ホ

ールセル記録を行った。顕微鏡には近赤外線微分干渉顕微鏡（Axioskop FS; Zeiss, Germany）を用い、

光学 CCD カメラ（IR-CCD2741; Hamamatsu Photonics, Japan）を接続、脊髄スライス標本の様子をモニタ

ーにて映像化した。パッチクランプ・ホールセル記録は脊髄後角表層レクセドの第Ⅱ～Ⅲ層内の直径 10
から 20μm の神経細胞から行った。 

微小興奮性シナプス後電流（mEPSCs）はパッチクランプ増幅器（Axopatch 200B; Axon Instruments, 
USA）を用いた voltage-clamp mode 下（膜電位を-70mV に固定）に、デジタル変換記録装置（Digidata 
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1230 interface; Molecular Devices, USA）を使用して 10.0kHz の頻度でコンピュータに記録し、その振幅

（pA）および発生頻度（Hz）について対照群と BoNT/A 群を比較した。 
単刺激誘発性興奮性シナプス後電流（eEPSCs）は、記録されているニューロンの外側 100～150μm に

刺激用ガラス電極を置き、刺激を加え記録した。加える刺激を徐々に増強させ、記録が可能な最小閾値

を測定し、この閾値の 5 倍、15 倍および 25 倍の刺激に対するニューロンの反応を記録し、対照群と

BoNT/A 群を比較した。 
クレブス液にはテトロドトキシン（0.3μM; Sankyo, Japan）を加えることで活動電位を遮断し、グリシン受容

体アンタゴニストであるストリキニン（1-2μM; Sigma, U.S.A.USA）、GABAA 受容体アンタゴニストであるビ

ククリン(10μM; Biomol International, U.S.A. USA）を加えることで抑制性シナプス入力を遮断した。 
得られた記録は、解析ソフトである pCLAMP 9.2 （Molecular Devices, USA）と Mini-Analysis 6.0.7 

（Synaptosoft, USA）を用いて処理を行った。 
4）統計解析 

全ての結果は平均値±標準誤差で示し、対照群と BoNT/A 群間における mEPSCs の頻度、振幅およ

び eEPSCs の振幅の比較には t 検定を用いた。また von Frey 試験の解析には二元配置分散分析法

（two-way analysis of variance：one-way ANOVA）を用い、事後検定は Tukey の多重比較検定を行った。

統計処理は統計ソフト Prism 5（Graph Pad, U.S.A. USA）を使用し、統計的有意水準は p<0.05 とした。 
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結 果 
 

1.von Frey 試験 
von Frey 試験の結果を Figure 1 に示す。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

す回数は両群間で有意差はみられなかったが、結紮の翌日以後から、対照群と BoNT/A 群の両群にお

いて手術前と比較して刺激に対する逃避行動を示す回数の有意な増加を認め（p<0.05）、坐骨神経部分

結紮によるアロディニアが発症していることを確認した。しかし、BoNT/A 群は対照群と比較して結紮後

4-8 日目の間で、逃避行動を示す回数の有意な減少を示した（p<0.05）。（対照群：n=19、BoNT/A 群：

n=19）。 
BoNT/A の髄腔内投与による明らかな副作用は、すべてのマウスにおいて観察されなかった。 

 
2.パッチクランプ・ホールセル記録 
1)微小興奮性シナプス後電流（mEPSCs） 

対照群と BoNT/A 群の脊髄後角表層ニューロンにおける mEPSCs 記録の 1 例を Figure 2A に示す。

このニューロンで観察された mEPSCs 振幅と発生間隔を比較した結果、発生間隔は BoNT/A の投与によ

って増加傾向が見られたが、mEPSCs 振幅については明らかな差は見られなかった（Figure 2B, 2C）。そ

してすべての記録例の mEPSCs の発生頻度および振幅について対照群と BoNT/A 群の 2 群間で比較し

た結果、mEPSCs の発生頻度は BoNT/A 群で有意に減少していたが（p<0.05）、振幅については両群間

で有意差はみられなかった（対照群：n=7、BoNT/A 群：n=7）（Figure 2D, 2E）。 
2)単刺激誘発性興奮性シナプス後電流（eEPSCs） 

対照群と BoNT/A 群の脊髄後角表層ニューロンから記録された eEPSCs 振幅の測定結果を Figure 3
に示す。刺激に反応する最小閾値、すなわち最小刺激閾値の 15 倍と 25 倍の刺激において、BoNT/A
群は対照群と比較して eEPSCs 振幅の有意な抑制を示した（p<0.05）（対照群：n=15、BoNT/A 群：

n=23）。 
以上の結果から、BoNT/Aの髄腔内投与は脊髄後角の興奮性シナプス伝達を少なくともシナプス前性

に抑制することが示された。 

Figure 1

figure2A 

2B,2C,2D,2E 

Figure3
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考 察 
 

神経筋接合部において神経終末からのアセチルコリン放出を抑制して骨格筋を弛緩させる作用を有

するボツリヌス毒素 1)は、A 型から G 型までの 7 種類の抗原性が知られており、A 型および B 型のボツリ

ヌス毒素が臨床使用されている。BoNT/A は運動神経終末の A 型毒素受容体である SV2（synaptic 
vesicle protein 2）と結合して毒素が細胞内へエンドサイトーシスによって取り込まれると、内因性プロテア

ーゼによって活性化され、シナプス小胞に付随する SNARE タンパク質である SNAP25 を切断することに

よってシナプス小胞と細胞膜の膜融合を阻害する。その結果、神経伝達物質であるアセチルコリンの放

出が抑制されて、筋弛緩作用が発現すると考えられている 1,13,14)。 
上述のように、BoNT/A は筋弛緩作用以外に鎮痛作用も有することが知られているが、鎮痛機序に関

しては十分に解明されていない。Arezzo15)は BoNT/A の神経筋遮断効果を介した鎮痛機序として、1）

groupⅢ（薄いミエリン鞘による有髄線維）と groupⅣ（無髄線維）支配の筋線維の感受性と反応パターン

を変化させる、2）γ 運動ニューロンによる筋収縮を抑制することで次に起こる γ ニューロンや筋紡錘の収

縮を抑制する、3）血管や自律神経系のコリン作動性活動を変化させる（神経の炎症を含む）、4）神経軸

索における可塑性変化を生じる、5）痛みの求心性線維に対する非コリン作動性活動を抑制する、といっ

た 5 つの機序を提起している。それに加えて、末梢侵害受容器が刺激されると、ブラジキニン、セロトニン、

K+、プロスタグランジン E2、サブスタンス P、カルシトニン遺伝子関連ペプチド（CGRP）などの発痛物質に

よって活性化されて感受性が増大されるために神経過敏、末梢性感作が生じるといわれているが 16)、

BoNT/Aはこれらの放出を抑制し、末梢性感作を抑制することで鎮痛効果を発現するといわれている 17)。

また、中枢神経系に対しては、後根ニューロン培養細胞におけるサブスタンス P 放出の抑制 18)、三叉神

経節培養細胞における CGRP 放出抑制 19)、大脳皮質におけるグルタミン酸、アスパラギン酸、γ アミノ酪

酸（GABA）、メトエンケファリン放出抑制 20)など、BoNT/A の神経伝達物質の抑制に関する報告があり、

BoNT/A は中枢性感作を抑制し、鎮痛効果を発現していると考えられる。Xiao ら 6,7)は脊髄レベルでの

BoNT/A の作用機序について、脊髄神経前根の離断によって P2X3 の発現量増加や TRPV1 の up 
regulation が起こり、神経障害性疼痛が発症すると述べており、BoNT/A の皮下注による鎮痛機序はこれ

らの受容体を介して行われている可能性があると言及している。さらに、オピオイド受容体アンタゴニスト

である naltrexon が BoNT/A の抗侵害受容効果に対する抑制および c-Fos 発現に対する抑制を拮抗した

ことから、BoNT/A の抗侵害受容機序に内因性オピオイドが関与していることを指摘している報告もある
21)。 

以上の報告に基づき、BoNT/A の鎮痛機序としては、BoNT/A が脊髄レベルのシナプス伝達に作用し

ている可能性が考えられ、神経障害性疼痛で生じる脊髄後角の興奮性シナプス伝達の増強を BoNT/A
が抑制的に作用すると推察された。本研究では坐骨神経部分結紮によって惹起された神経障害性疼痛

が BoNT/A の髄腔内投与により減弱することが確認され、パッチクランプ・ホールセル記録法による脊髄

後角表層の興奮性シナプスの観察において mEPSCs の発生頻度が減少したことから、BoNT/A は神経

障害性疼痛における自発的な脊髄後角表層の求心性線維からの興奮性神経伝達物質の放出をシナプ

ス前性に抑制することが示された。一方で mEPSCs の振幅に対照群との差がなかったことから明らかなシ

ナプス後性抑制は認めなかった。さらに BoNT/A は単刺激誘発による興奮性シナプス活動を表す

eEPSCs 振幅の増強を抑制したことから、BoNT/A はアセチルコリンのみならず、グルタミン酸などの自発

的あるいは刺激誘発性興奮性神経伝達物質の放出抑制に関与している可能性があると推察した。 
現在、本邦では BoNT/A の難治性疼痛に対する使用は適応外であるが、臨床的には BoNT/A の局所

皮下投与による鎮痛効果は数多く証明されており 3,4,5)、BoNT/A の局所投与に対する安全性も確立され

ている。しかし、 BoNT/A と筋弛緩作用を有する薬剤との併用で閉瞼不全、頚部筋脱力感、嚥下障害と

いった症状や反復、大量投与による中和抗体の産生などが問題視されており、加えて、直接的な因果関

係は不明であるが、インフルエンザ様症状（筋肉痛、頭痛、発熱、悪寒、下痢、腹痛など）の出現も報告さ

れているので 1)、慎重な症例の選択と投与が求められている。 
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本研究では BoNT/A のマウス髄腔内投与によって観察期間中に明らかな副作用はみられずに脊髄後

角の興奮性シナプス伝達に対する抑制作用を確認できた。しかし、刺激に反応する最小閾値の 5 倍の

刺激において、BoNT/A の髄腔内投与は単刺激誘発による興奮性シナプス活動を表す eEPSCs 振幅の

増強を抑制せず、より強い刺激においてのみ BoNT/A は eEPSCs 振幅の増強を抑制した。その理由とし

て、本研究で用いた BoNT/A の投与量では十分な鎮痛効果を示さない可能性が考えられたが、本研究

では解明することは不可能であり、今後の研究で BoNT/A の至適投与量を検討する必要がある。また、

現段階では BoNT/A の髄腔内投与は動物実験の報告のみで臨床的には行われていないので、本研究

は直ちに臨床応用と直結する実験ではないため、臨床研究と関連させた検討を行っていく必要性がある

と考えられた。 
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結 論 
 
本研究では A 型ボツリヌス毒素（BoNT/A）が神経障害性疼痛による脊髄後角表層ニューロン興奮性

シナプス伝達へ与える影響を行動学的および電気生理学的に評価した。BoNT/A の髄腔内投与は神経

障害性疼痛を有意に減弱させ、BoNT/A の鎮痛機序として明らかなシナプス後性抑制は認められなかっ

たが、少なくともシナプス前性に興奮性神経伝達物質の放出を抑制することが示唆された。 
今後、さらに BoNT/A の有用性に関する多くの科学的根拠を積み重ねて慎重に検討を行うことで、

BoNT/A の更なる臨床使用での有益性が見出されることが期待される。 
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Figure legends 
 
Figure 1 
坐骨神経部分結紮マウスに対する von Frey 試験の結果。 

縦軸は 10 回機械的刺激を加え、それに対して逃避行動を示した割合を、横軸は手術当日を 0 日とし

た手術後日数（日）を、○は対照群、●は BoNT/A 群を示す。Surgeryは坐骨神経結紮手術を、IT injection
は BoNT/A の髄腔内投与を示す。 

対照群と BoNT/A 群の両群において坐骨神経部分結紮により手術翌日以後から、手術前と比較して

刺激に対する逃避行動を示す回数の増加を認めたが、BoNT/A 群では対照群と比較して 4-8 日目の逃

避行動を示す回数の有意な減少がみられた（*p<0.05）。 
 
Figure 2 
パッチクランプ・ホールセル記録法による対照群と BoNT/A 群における微小興奮性シナプス後電流

（mEPSCs）記録とその解析。 
Figure 2A は mEPSCs 記録の 1 例を示し、Figure 2B はこの記録例の振幅、Figure 2C は発生間隔の累

積ヒストグラムを示す。縦軸は mEPSCs の累積相対度数、横軸はそれぞれ振幅と発生間隔を示す。この

観察例では BoNT/A の髄腔内投与によって mEPSCs 振幅（pA）に変化はみられなかったが（Figure 2B）、

発生間隔（sec）は増大する傾向がみられた（Figure 2C）。また、mEPSCs 振幅と発生頻度の統計比較を行

った結果、対照群と BoNT/A 群において mEPSCs の振幅に有意差はみられなかったが（Figure 2D）、そ

の発生頻度は BoNT/A 群で有意に減少した（Figure 2E）（*p<0.05）。 
 
Figure 3 
パッチクランプ・ホールセル記録法による対照群と BoNT/A 群における単刺激誘発性興奮性シナプス後

電流（eEPSCs）記録の解析。 
縦軸はeEPSCs振幅（pA）を、横軸はeEPSCsが確認できる最小刺激閾値を基準とした刺激閾値（5，15，

25 倍）を示す。○は対照群（坐骨神経結紮群）を、●は BoNT/A 群を示す。最小刺激閾値より 15、25 倍の

刺激閾値において、eEPSCs 振幅の増強は BoNT/A の髄腔内投与によって有意に抑制された

（*p<0.05）。 
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Title: Intrathecal Administration of Botulinum Toxin type A Might Be Suppressed the Increasing of 
Excitatory Synaptic Transmission in the Spinal Cord Dorsal Horn 
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Department of Anesthesia and Pain Medicine, Dokkyo Medical University School of Medicine 
 
Abstract 

To clarify the analgesic effect in neuropathic pain of botulinum toxin type A (BoNT/A), a study 

regarding intrathecal administration of BoNT/A in a neuropathic pain model was performed. 0.15 units of 

intrathecal BoNT/A was administered 2 days after sciatic ligation (Seltzer method). Allodynia was 

examined using the von Frey test, and the effect of BoNT/A on excitatory synaptic transmission in the 

spinal dorsal horn was evaluated using patch clamp whole-cell recording. 

The attenuation of allodynia was observed in the BoNT/A treatment group after ligation with the 

von-Frey test after the sciatic nerve ligation (p<0.05). Patch clamp whole cell recording of spinal slice was 

performed 7 days after BoNT/A treatment, and miniature excitatory postsynaptic currents (mEPSCs) were 

observed. The frequency of mEPSCs was significantly reduced compared with the vehicle group (p<0.05) 

with no effect on amplitude. The amplitude of evoked excitatory postsynaptic currents (eEPSCs) induced 

by single stimulation was also inhibited by intrathecal BoNT/A. 

These results suggested that the increasing of excitatory synaptic transmission in the spinal cord dorsal horn 

might be suppressed by intrathecal administration of BoNT/A, which is likely to produce presynaptic 

suppression underlying these analgesic effects. 
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