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Biella G らは，麻酔下のラット脊髄後角表層と深層に
分布する二つのニューロンから活動電位を同時に記録
し，そのスパイク列の発生タイミングについて相互相関
解析を行い，末梢神経損傷によって脊髄後角シナプス活
動になんらかの変化が惹起されることを示した5）．最近，
Roza C らは，マルチ電極電位計測システムを脊髄の急
性スライス標本に応用することにより複数の脊髄後角表
層ニューロンの活動電位を同時記録した．彼らは二つの
ニューロンの活動電位のスパイク列に対して相互相関解
析を行い，神経障害性疼痛の発症に伴って二つのニュー
ロンの同期性活動が高まることを示した6）．

今回，我々は脊髄スライス標本にマルチ電極電位計測
システムを適応し，脊髄後角表層に分布する複数のニュ
ーロン活動を同時記録し，相互相関解析を行った．本研
究の目的は，末梢神経損傷によるアロディニアの発症に
伴い，脊髄後角表層の神経回路網に再構築が起きている
ことを電気生理学的に証明する事である．痛覚情報処理
に関与する神経回路網の機能的・構造的変化を抑制する
方法の開発によって，神経障害性疼痛の発症を防ぐこと
が可能と考えられた．

緒　　言

末梢神経障害によって，痛覚過敏（hyperalgesia，痛
み刺激に対して通常よりも強い痛みを感じる状態）ある
いはアロデニア（allodynia，異痛症，通常では痛みを引
き起こさない程度の弱い刺激に対して痛みを感じる状
態）が惹起される．このような病的な状態の発生にとも
なって，脊髄後角内の侵害受容ニューロンの反応性の増
大（central sensitization）が起きていることが知られて
いる1～4）．この中枢ニューロンの反応性増大の機序につ
いて，多くの詳細な研究が報告されているが，神経障害
性疼痛の発症機序についてはいまだ不明なことが多い．
特に，神経損傷に伴って脊髄後角内の神経回路網がどの
ような機能的あるいは解剖学的な変化を起こすかは十分
には検討されていない．
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要　旨　 神経障害性疼痛の発症に伴い脊髄後角の侵害受容性ニューロンの興奮性が増大することが知られて
おり，その機序について遺伝子レベル，シナプスレベル，細胞レベルでの多くの詳細な研究が報告されている．
本研究では，神経障害性疼痛発症の脊髄機序について，神経回路網レベルでの検討を試みた．生後 6−8 週齢
の雄性 ICR マウスから脊髄スライス標本を作成し，マルチ電極電位計測システムにより脊髄後角表層内の二つ
のニューロンの活動電位を同時記録し，そのスパイク列の相互相関図（CCH）を求めた．その結果，二つのニュ
ーロンに共通の興奮性シナプス入力があることを示唆する CCH と二つのニューロン間に興奮性シナプス結合
があることを示唆する CCH が観察され，これらの観察頻度は，神経障害性疼痛の発症に伴って有意に増加し
た．一方，二つのニューロン間に抑制性シナプス結合があることを示唆する CCH の観察頻度は神経障害によ
り有意に減少した．このような脊髄後角内のシナプス再構築が神経障害性疼痛の発症に関与していると推測さ
れた．マルチ電極電位計測システムは中枢神経系内の神経回路網の機能的，解剖学的変化を観察する有用な方
法であると考えられた．
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方　　法

1．実験動物
実験動物として生後 6 から 8 週齢の雄性 ICR マウス

を用いた．実験は獨協医科大学動物実験委員会による承
認を得て行った．

2．坐骨神経半結紮マウスの作製
セボフルラン麻酔下で生後 6 から 7 週齢 ICR マウス

の坐骨神経を Seltzer らの方法7）に従って部分結紮した．
その後，von Frey 試験を行いアロディニアの発症を確
認した．部分結紮手術 1 週間後（生後 7 から 8 週齢の時
点），電気生理学実験を行った．アロディニアの発現が
確認されなかったマウスは実験から除外した．

3．脊髄スライスの作製
ケタミン 100 mg/kg，キシラジン 10 mg/kg 腹腔内投

与による麻酔下に，脊髄腰膨大部を摘出した．マイクロ
スライサー（堂阪 EM；DTK-6000， Japan）を用い，厚
さ 450 µm の脊髄スライスを作製した．スライス作製は
4℃に冷却し，グルコースをスクロースに置換しナトリ
ウムイオンを 0 mM としたクレブス液内で行った．作製
したスライスは 37℃クレブス液内で 1 時間インキュベ
ートした後，電気生理学的実験を行った．

4．マルチ電極電位計測システムによる活動電位の記録
作製したスライス標本をマルチ電極システム（MEA 

2100-System：multi channel systems，Germany）の
64 チャネル電極アレーディッシュ（Microelectrode 
Array-Layout：multi channel systems，Germany，図
1A）の上に載せ（図 1B），脊髄後角内に分布する複数の
ニューロンから活動電位を同時に計測した．64 チャネ
ル電極アレーディッシュの電極間隔は 30 から 200 µm
のものを用いた．電気信号をサンプリング周波数
25kHz，ノッチフィルタ 50 Hz でパーソナルコンピュー
タに取り込み，実験終了後に解析を行った．

記録中は，95％ O2：5％ CO2 混合ガスで飽和したク
レブス液（NaCl 113 mM， KCl 3 mM， NaHCO3 25 mM，
NaH2PO4 1 mM， CaCl2 2 mM， MgCl2 1 mM， D-glu-
cose 11 mM）で持続的に灌流した．

5．相互相関ヒストグラム（Cross Correlation 
Histogram：CCH）の作製

記録されたニューロンのうち，脊髄後角表層に分布す
るニューロンのみを解析対象とした．解析ソフトとして

図 2　スパイクソーティング
A：マルチ電極電位計測システムの記録から，振幅を基
準にしてスパイクを認識する様子を示す．
B：振幅を基準として認識したスパイクを重ね書きし，
その波形の類似性から単一ニューロンから記録された活
動電位であることを確認する様子を示す．

B

A

図 1　マルチ電極電位計測システム
A：実際のマルチ電極システムの 64 チャネル電極ア
レーディッシュを示す．
B：下図は脊髄スライスを載せた様子を示す．
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DataView（Heitler WJ, University of St Andrews, 
Scotland）および Matlab R2010b（Mathworks, USA）
を使用した．活動電位の振幅および波形に基づいて，単
一のニューロンからの活動電位を抽出した（図 2）．同時
に記録された二つのニューロンのスパイク列について，
相互相関ヒストグラム（Cross Correlation Histogram：
CCH）を作製した．

6．高カリウム刺激およびカプサイシン刺激
脊髄スライス内のニューロンを非選択的に刺激するた

めに，ナトリウムイオンの一部をカリウムイオンに置き
変え，カリウムイオン濃度を 15 mM としたクレブス液
を用いた．また，脊髄スライス内の痛覚伝導路を刺激す
ることを目的として，TRPV1（Transient Receptor 
Potential Vanilloid 1）受容体の作動薬であるカプサイシ
ン 4 µM を含有したクレブス液を用いた．

7．統計解析
CCH の様々なパターンの出現頻度の比較のため，m

×n 分割表を作製し，c 二乗検定とその後の残差分析を
行った．p＜0.05 を有意差有りと判定した．

結　　果

1．観察された CCHのパターン
脊髄後角表層ニューロンペアにおいて CCH を作成し

た結果，ヒストグラムの 0 ミリ秒を中心にしたピーク
（central peak）を示すもの（図 3A），0 ミリ秒からずれ
たピーク（lagged peak）を示すもの（図 3B），0 ミリ秒
からずれた谷（lagged trough）を示すもの（図 3C），0
ミリ秒を中心にした谷（central trough）を示すもの（図
3D）が観察された．また，このような有意な相関を示
さないもの（flat histogram，図 3E）も多く見られた．

2．坐骨神経非結紮群における CCHパターンの出現
頻度

坐骨神経非結紮群（コントロール群）において，164
のニューロンペアについて CCH を作成しそのパターン
について検討した（表 1）．その結果，flat histogram が
164 ペア中 97 ペア（60％）と最も多く観察された．次に
central peak が 164 例中 29 例（17％），central trough
が 164 例中 18 例（11％），lagged trough が 14 例（9％），
lagged peak が 164 例中 6 例（3％）観察された．

3．CCHパターンの出現頻度に対する坐骨神経結紮の
影響

Seltzer 法により坐骨神経を半結紮しアロディニアの
発生を確認したマウス（坐骨神経結紮群）において，
168 のニューロンペアについて CCH を作成し，そのパ
ターンの発現頻度をコントロール群と比較した（表 1）．

坐骨神経損傷は CCH のパターンの出現頻度に対して

図 3　観察された CCH のパターンおよび推測されるシナプス結合
A：central peak B：lagged peak C：lagged trough D：central trough E：flat histogram 観察された CCH パターン
の，それぞれの一例を示す．右側の挿図は，それぞれの CCH パターンから推察される二つのニューロン間のシナプス
結合を示す．
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統計的に有意な影響をおよぼすことが確認された（c 二
乗検定，p＜0.05）．坐骨神経損傷がそれぞれのパターン
の出現頻度にどのような影響を及ぼすかについて残差分
析を行った結果，central peak がコントロール群 17％
に対し坐骨神経結紮群では 29％と有意な増加を示した

（p＜0.05）．また，lagged trough がコントロール群 9％
に対し，坐骨神経結紮群は 3％と有意な減少を示した（p
＜0.05）．さらに，lagged peak がコントロール群 3％に
対し，坐骨神経結紮群は 7％と増加し（p＜0.05），flat 
histogram はコントロール群 60％に対し，坐骨神経結
紮群は 51％と減少傾向を示した．また，central trough
はコントロール群と坐骨神経結紮群でほとんど変化がな
かった．

4．高カリウムおよびカプサイシン刺激の影響
カリウムイオン濃度 15 µM のクレブス液を灌流する

と，それぞれのニューロンに発生する活動電位はその頻
度が著明に増加した．さらに，CCH のそれぞれのパタ
ーンの出現頻度を検討すると，正常カリウム濃度下に比
べて flat histogram の出現頻度が有意な増加を示した

（表 2）．
カプサイシン 4 µM を灌流投与すると，それぞれの

ニューロンに発生する活動電位はその頻度が著明に増加
した．さらに，CCH のそれぞれのパターンの出現頻度
を検討すると，カプサイシン非投与群に比べて flat his-
togram の出現頻度が有意に減少し（p＜0.05），lagged 
peak の出現頻度が著明に増加し（p＜0.05），central 
peak の出現頻度も有意に増加した（p＜0.05）．

考　　察

複数のニューロンから活動電位を同時に記録し，二つ
のニューロンから記録されたスパイク列の時間的な関係
を示す CCH を解析する方法は，ニューロン間のシナプ
ス結合を解析するために広く用いられている8～11）．
Moore GP らによれば10），flat histogram はニューロン

ペア間にシナプス結合がないことを示している（図
3-E，右側の挿図）．Central peak はニューロンペア間
に，共通性の興奮性シナプス入力があることを示してい
る（図 3-A，右側の挿図）．Lagged trough はニューロ
ンペアの片方のニューロンが他方のニューロンに抑制性
のシナプス結合をしていることを示している（図 3-C）．
Lagged peak は， ニューロンペアの片方のニューロンが
他方のニューロンに興奮性のシナプス結合をしているこ
とを示している（図 3-B）．Central trough は，第三の
ニューロンがニューロンペアの片方のニューロンに抑制
性，他方のニューロンに興奮性のシナプス入力をしてい
ることを示唆している（図 3-D）．

今回の研究では，Seltzer らの方法7）による坐骨神経
部分結紮をすることによって神経障害性疼痛モデルマウ
スを作製した．神経障害性疼痛マウス群では，central 
peak および lagged peak を示す CCH の比率が有意に
増加していた．このことは，神経障害性疼痛マウスにお
いて，脊髄後角表層内において興奮性シナプス活動が増
強していることを示唆している．

第一次求心性 Ab 線維が脊髄内において発芽・分枝
し，脊髄後角表層の侵害受容性ニューロンに新しいシナ
プスを形成することが，神経障害性疼痛（特にアロディ
ニア）の発症機序のひとつであることが示唆されてい
る12～15）．しかし，そのような Ab 線維の発芽は起きて
いないとする報告も見られる16～18）．今回の実験で神経
障害性疼痛マウスにおいて central peak を示す CCH が
増加したことは，Ab 線維の発芽・分枝，シナプス新生
を反映している可能性が考えられる．

神経障害にともなって脊髄後角内の興奮性シナプスの
密度が増加することが報告されている19～22）．我々は，
末梢神経障害にともなって，細胞膜のトラフィッキング

（trafficking）に関与している syntaxin 1A の発現が減
少，脊髄後角ニューロン突起の発芽・分枝が増強，興奮
性シナプス密度の増加が惹起されることを示した22）．
今回の実験で観察された lagged peak の観察頻度の増加

表 1　CCH のパターンの出現頻度と坐骨神経結紮群の影響

コントロール群
（n＝164 pairs）

坐骨神経結紮群
（n＝168 pairs）

flat correlogram 97（60％） 85（51％）

central peak 29（17％） 47（29％）

lagged trough 14（9％）   6（3％）

lagged peak   6（3％） 12（7％）

central trough 18（11％） 18（10％）

表 2　�坐骨神経非結紮マウスにおける
高カリウムの影響

n＝15 pairs

flat correlogram 12

central peak   2

lagged trough   0

lagged peak   1

central trough   0
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は，末梢神経障害によって脊髄後角ニューロンの神経突
起が発芽・分枝し，脊髄後角ニューロンの間に興奮性シ
ナプスが新生されることを反映していると推測される．
しかし，神経障害性疼痛にともなう脊髄後角内の興奮性
シナプス密度の増加が，Ab 線維の発芽によるもの
か12～15），脊髄後角内の介在ニューロンの神経突起の発
芽によるものか13,23,24），その詳細については不明である．

神経障害性疼痛マウスでは，クロライドイオントラン
スポーター KCC2 および NKCC1 の発現レベルが変化
し25～27），細胞内外のクロライドイオン濃度比が変化し，
クロライドイオンの平衡電位が脱分極側に変わることが
知られている28）．この結果として抑制性シナプスの機
能が減弱あるいは興奮性シナプスとして機能すること
が，神経障害性疼痛の発症機序のひとつであることが示
唆されている28～32）．さらに，末梢神経障害によって脊
髄後角内の抑制性介在ニューロンが死滅することも神経
障害性疼痛の原因であることも示唆されている33～35）．
このような抑制性シナプスの機能的あるいは解剖学的な
変化が，今回の実験で観察された lagged trough の観察
比率の減少に反映されていると推測される．

高カリウム刺激を加えると，flat histogram の観察比
率が有意な増加を示した．一方，カプサイシン灌流刺激
では，flat histogram の比率が減少し，central peak お
よび lagged peak の比率が増加を示した．カプサイシン
は TRPV1 受容体を活性化する36～38）．TRPV1 受容体は，
侵害受容求心性線維の終末端に発現していることが知ら
れている36,39,40）．さらに，脊髄後角内介在ニューロンに
発現していることが報告されている41～43）．今回の実験
で観察されたカプサイシン灌流による CCH の発現パタ
ーンの変化は，脊髄内の侵害情報伝導路の TRPV1 受容
体が刺激されたことによると考えられる．一方，高カリ
ウム刺激による flat histogram の観察比率の増加は，高
カリウムにより脊髄内ニューロンが非選択的に刺激され
たことによると考えられる．

Roza C らは，脊髄スライス標本にマルチ電極電位計

測システムと相互相関解析を適応し，末梢神経損傷によ
り central peak の比率が増大することを示した6）．また，
Eblen-Aajjur と Sandkuhler は，麻酔下のラットの脊髄
後角に分布する二つのニューロン活動を細胞外記録し，
相互相関解析を適応した44）．彼らは炎症性疼痛の発症
に伴って，二つのニューロンの同期性活動が増強するこ
とを示した44）．末梢神経損傷により central peak の比
率が増大するという今回の我々の実験結果は，これらの
報告と一致するものである．さらに，我々の実験結果
は，ニューロンの同期的活動の増強（central peak の比
率の増大）に加えて，ニューロン間の興奮性シナプス結
合の機能的・解剖学的増強（lagged peak の比率の増
大），ニューロン間の抑制性シナプス結合の機能的・解
剖学的減弱（lagged trough の比率の減少）が起きてい
ることを示唆している．

マルチ電極電位計測システムを脊髄のスライス標本に
応用することにより，神経障害性疼痛の発症にともなう
脊髄後角表層内の神経回路網の機能的・解剖学的変化を
とらえることが可能であった．その結果，神経障害性疼
痛の発症にともなって，脊髄後角内の興奮性シナプス結
合が増強することが確認された．また，脊髄後角内の興
奮性介在ニューロンが，末梢神経損傷にともなって発
芽・分枝し，後角内の近傍のニューロンに興奮性シナプ
スを新たに形成する可能性が強く示唆された．このよう
な神経回路網の変化が，神経障害性疼痛の発症に強く関
与していると考えられる．

結　　論

マルチ電極電位計測システムを中枢神経スライス標本
に適用し，記録されたスパイク列の相互相関ヒストグラ
ムを作成することにより，神経回路網の変化を電気生理
学的に検討できることが示された．この方法を脊髄スラ
イス標本に応用することにより，神経障害性疼痛の発症
にともなって脊髄後角表層の神経回路網が機能的，解剖
学的な変化を示すことが明らかとなった．
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表 3　�坐骨神経非結紮マウスにおける
カプサイシンの影響

n＝32 pairs

flat correlogram 14

central peak   9

lagged trough   3

lagged peak   4

central trough   2
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In the present experiment, we recorded spike activities 
simultaneously from multiple neurons in the spinal superfi-
cial dorsal horn（SDH）using a multi-electrode array 
system（MEA2100-System：multi -channel systems, Ger-
many）, and performed cross-correlation analysis of the 
spike trains to further characterize the synaptic circuits 
underlying nociceptive processing in the spinal cord. 
Cross-correlograms between spontaneous spike trains of 
simultaneously recorded neurons in the SDH were con-
structed using DataView（Heitler WJ, University of St 
Andrews, Scotland）and MATLAB R2010b（MathWorks, 
USA）. The most frequent pattern observed in cross-corre-
lograms was a flat histogram. However, a considerable 

number of neuron pairs exhibited significantly correlated 
activities. The incidence of significant cross-correlation 
between neural activities was increased in mice subjected 
to partial sciatic nerve ligation. The present observations 
seem to indicate that neurons in the SDH make excitatory 
and/or inhibitory synapses on the nearby neurons and 
that synaptic connections among neurons in the SDH 
might change significantly after the development of neuro-
pathic pain.

Key Words：�neuropathic pain, spinal dorsal horn, a multi-
electrode array system, synaptic rearrange-
ment
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