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研究成果の概要： 
ラット脊髄横断スライス標本にホールセル・パッチクランプ法を適用し、脊髄運動ニューロン

におけるプリン受容体の役割を検討した。代謝安定型の ATP 受容体作動薬である ATPβS (100 

μM) を灌流投与すると、約半数の脊髄運動ニューロンにおいて内向き電流が発生すると共に、

グルタミン酸を介する興奮性シナプス後電流の発生頻度ならびに振幅は著明に増加した。また、

P2X 受容体作動薬であるα,β-methylene ATP (100 μM)は興奮性シナプス後電流の発生頻度なら
びに振幅を著明に増加した。以上の結果から、脊髄運動ニューロンのシナプス前には

α,β-methylene ATP 感受性の P2X 受容体などプリン受容体が発現しており、その活性化によっ
てグルタミン酸の遊離が増強する。さらに、シナプス後細胞にも 2-methylthio ADP 感受性の

P2Y 受容体などプリン受容体が発現しており、その活性化によって直接的に脊髄運動ニューロ

ンを脱分極することが明らかとなった。 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１．研究開始当初の背景 
外傷性脊髄損傷は急激に四肢や体幹の運
動・知覚麻痺を呈し、著しく ADL（Activity 
of Daily Life ） を 低 下 さ せ 、 患 者 の
QOL(Quality of life)を奪ってしまう外傷で
ある、これまで二次損傷を防ぐ目的で副腎皮

質ステロイドホルモンの大量療法が施行さ
れてきたが、必ずしも有効性が高いわけでな
く、副作用も多く、新しい作用機序を有する
治療薬の登場が待ち望まれている。 
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P2X7 受容体は脊髄運動ニューロンに発現し
ていること(Brain Res 1020;53-61,2004)や
脊髄損傷の急性期治療として P2X7受容体阻
害薬が有効であることが報告され (Nature 
Med 10,821-827,2004)、その役割が注目され
ているが、電気生理学的検討はなされていな
い。我々は脊髄スライス標本を用いて単一の
脊髄運動ニューロンからホールセル・パッチ
クランプ記録を行い、脊髄運動ニューロンに
おける ATPおよび P2X受容体の機能的役割
について検討を行った。 
 
３．研究の方法 
ペントバルビタール麻酔下にラット腰仙部
脊髄を摘出する。直ちに 95% O2�5% CO2
で飽和し、かつ冷却した人工脳脊髄液（2�
4�）を浸したシャーレに移し、実体顕微鏡下
に硬膜を除去した後、全ての後根および前根
を切除する。さらに、クモ膜および軟膜を除
去した後、浅い溝を形成したブロック状の寒
天上に腰仙部脊髄を置き固定する。マイクロ
スライサーを用いて、厚さ 250 μm の脊髄
横断スライス標本を作製する。切り出したス
ライスを記録用チャンバ内に移し、95% O2
�5% CO2で飽和した人工脳脊髄液を 5�10 
ml/min の速度で灌流する。赤外線システム
を含有する顕微鏡を用いて、テレビモニター
下に脊髄前角ニューロンからパッチクラン
プ記録を行う。まず、低倍率の対物レンズを
用いて標的層（第Ⅱ層）を確認する。その後、
高倍率の水浸対物レンズに切り換え、第 �層
内の脊髄前角ニューロンをテレビモニター
で確認し、ホールセル・パッチクランプ法に
よって単一細胞から電気応答を記録する。ホ
ールセル・パッチクランプ法による脊髄前角
ニューロンの電気生理学的応答の解析は、微
小ガラス電極作成装置やマイクロマニピュ
レーターおよび膜電位電流固定用増幅器や
現有する解析用コンピュータなどを用いて
実施する。ATP および各種 P2X受容体作動
薬 (ATP β S, BzATP, 2methylthio-ATP, 
α,β-methylene-ATP など)を灌流投与して、
脊髄運動ニューロンの保持膜電流や興奮性
シナプス後電流に変化が生じるか観察した。 
 
４．研究成果 
電位固定法を用いて膜電位を-70 mV に保持
して、代謝安定型の ATP 受容体作動薬であ
る ATPβS (100 μM) を灌流投与すると、約
半数の脊髄運動ニューロンにおいて内向き
電流が発生すると共に、グルタミン酸を介す
る興奮性シナプス後電流の発生頻度ならび
に振幅は著明に増加した。ATPβS (100 μ
M)によって内向き電流が観察される細胞に、
P2Y受容体作動薬である 2-methylthio ADP 
(100 μM) を灌流投与すると、内向き電流が
観察されたが、興奮性シナプス後電流の発生

頻度ならびに振幅に変化はみられなかった。
また、ATPβS 灌流投与によって生じた内向
き電流は、記録電極内に GDPβS (2 mM)を
加えることによって有意に抑制された。一方、
P2X受容体作動薬であるα,β-methylene ATP 
(100 μM) ならびに BzATP (100 μM)は保
持膜電流に全く影響を与えなかったが、
α,β-methylene ATP (100 μM)は興奮性シナ
プス後電流の発生頻度ならびに振幅を著明
に増加した。以上の結果から、脊髄運動ニュ
ーロンのシナプス前にはα,β-methylene ATP 
感受性の P2X 受容体などプリン受容体が発
現しており、その活性化によってグルタミン
酸の遊離が増強する。さらに、シナプス後細
胞にも 2-methylthio ADP 感受性の P2Y 受
容体などプリン受容体が発現しており、その
活性化によって直接的に脊髄運動ニューロ
ンを脱分極することが明らかとなった。脊髄
損傷の急性期における脊髄運動ニューロン
の遅発性神経障害にシナプス前ならびにシ
ナプス後細胞のプリン受容体が関与してい
る可能性が示唆された。 
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