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研究成果の概要：  
ラット脊髄膠様質ニューロンにホールセル・パッチクランプ法を適用し、痛覚情報伝達制御に

おけるプロテアーゼ受容体(PAR-1)の役割を調べた。外因性および内因性アゴニストで活性化
された PAR-1は、自発性のグルタミン酸放出を増加させたが、後根電気刺激による一次感覚神
経終末からのグルタミン酸放出には影響しなかった。以上より、PAR-1活性化によるグルタミン
酸放出増加はグルタミン酸作動性介在ニューロン末端から起こるものであり、TRPV1チャネル
活性化とは直接相互作用しないことが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
  受容体自身がプロテアーゼによる切断

を受けて活性化するというユニークな活性

化 機 構 を も つ プ ロ テ ア ー ゼ 受 容 体 
(proteinase-activated receptor; PAR) ファミ
リーが発見され、現在、PAR-1から PAR-4
までの 4 つがクローニングされている。
PARは、細胞膜の外側にある N末端領域が

プロテアーゼの酵素作用によって切断され、

新たに露出されたN末端がリガンドとして
PAR 自身に結合することで活性化される。
一方、PAR-1、-2、-4 はプロテアーゼ非存
在下でも、この内蔵リガンドに相当する合

成ペプチドだけでも活性化される。PARは
様々な部位に存在するが、神経系では後根

神経節(dorsal root ganglion; DRG)ニューロ
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ンに発現しており、その活性化によって痛

覚過敏を引き起こす。一方、TRPV1はカプ
サイシンや熱等によって活性化する非選択

的カチオンチャネルである。TRPV1 と
PAR-2 はラット DRG ニューロンに共発現
しており、炎症時には PAR-2活性化により
TRPV1活性が増強され、痛覚過敏を引き起
こすことが報告されている。炎症時には

PAR を活性化しうる種々のプロテアーゼ
が放出されることから、PAR は TRPV1 を
介して炎症性痛覚過敏に関与している可能

性が考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
  末梢神経系において、PAR-2 と TRPV1
は DRG ニューロンに共発現しており、炎症
時には PAR-2 活性化を介した TRPV1 活性の
増強により痛覚過敏が引き起こされること

が明らかにされている。一方、中枢神経系の

痛み伝達制御における PAR 活性化と TRPV1
活性化の相互作用は明らかにされていない。

皮膚末梢から脊髄への痛覚情報伝達の制御

に重要な役割を持つことが知られている脊

髄後角第 II層(膠様質)において、PAR-1活性
化と TRPV1 活性化はともにシナプス前神経
終末からのグルタミン酸放出を促進する。こ

のことから、脊髄膠様質での痛み情報伝達制

御において PAR活性化と TRPV1活性化との
相互作用が影響を及ぼしている可能性があ

る。本研究は、PAR-1 活性化と TRPV1 活性
化との相互作用が、末梢から脊髄後角への痛

覚情報伝達の制御機構においてどのような

影響を及ぼすのかをシナプスレベルで明ら

かにすることを目的としている。中枢神経系

における PAR-1 と TRPV1 との相互作用を解
析することは学術的に価値があり、また、新

規鎮痛薬の創製に有用な知見が期待される

ことから社会的にも有意義であるといえる。 
 
 
３．研究の方法 
(１)脊髄スライスの作製 
  成熟 Sprague-Dawley系雄性ラット（6~9
週齢）をウレタン（腹腔内投与：1.2~1.5 g/kg）
で深麻酔後、腰仙部の椎弓切除を行った。約 
1.5~2.0 cm の長さで脊髄を摘出し、酸素飽
和させた氷冷クレブス液(1~3 ℃)に入れた。

実体顕微鏡下で前根や後根、硬膜やクモ膜、

軟膜を除去した。これを寒天ブロックに設け

た溝に置き、マイクロスライサーを用いて厚

さ約 650 µm の横断スライスを作製した。後
根を付した標本を得る場合には、一側の L5
の後根を残して他の前根や後根を全て切除

した後、温存した後根の周囲を除きクモ膜と

軟膜を除去した。その後、同様に厚さ約 700 
µm の横断スライスを作製した。このスライ
ス標本を除振台上に固定した記録用チェン

バー内のナイロンメッシュの上に置き、これ

をマイクロマニュピレーターと EMグリッド
を用いて軽く固定した。約 36 ℃に加温した
酸素飽和クレブス液でスライス標本を常に

灌流(15~20 ml/分)した。使用したクレブス
液の組成(mM)は、NaCl 117; KCl 3.6; CaCl2 
2.5; MgCl2 1.2; NaH2PO4 1.2; glucose 11; 
NaHCO3 25 (pH = 7.4)であった。 
 

(２)パッチクランプ記録 

  脊髄横断スライス標本の下から透過光

を当てると、実体顕微鏡下において脊髄膠様

質は半透明なバンド状として視認可能であ

る。この膠様質ニューロンにブラインド・ホ

ールセル・パッチクランプ法を適用して膜電

流を記録した。用いたパッチ電極内液の組成

(mM)は、K-gluconate 135; KCl 5; CaCl2 0.5; 
MgCl2 2; EGTA 5; HEPES 5; Mg-ATP 5 (pH = 
7.2)であった。後根を電気刺激する場合は、
刺激装置からアイソレーターを介して持続

時間0.1 msの様々な大きさを持つ矩形波の電
気刺激を吸引電極を用いて後根に与えた。こ

れらの刺激は特別の場合を除き0.1 Hzの頻度
で行った。自発性および後根電気刺激による

シナプス後電流は膜電位固定用増幅器で増

幅し、データ取得装置を介してコンピュータ

ーに取り込み、記録・解析を行った。 
 
 
４．研究成果 

  成熟ラット脊髄膠様質ニューロンにお

いて、プロテアーゼ受容体の一つである

PAR-1の合成アゴニストペプチドSFLLRNや
TFLLRは、グルタミン酸作動性の自発性興奮
性シナプス後電流(EPSC)の発生頻度を増加
させることを、本研究代表者らは以前に見い

出している。今回、この PAR-1活性化による
興奮性シナプス伝達の促進作用をより詳細

に解析するために、保持膜電位-70 mVで膠様
質ニューロンから膜電流応答を記録した。 
 
(１)内因性および外因性の PAR-1 アゴニス
トの自発性 EPSCへの作用の解析 



 

 

① TRPV1 アゴニストであるカプサイシン投与
による TRPV1活性化と同様に、PAR-1の内因性
アゴニストであるトロンビンやトリプシン投与

による PAR-1活性化によって、自発性 EPSCの
発生頻度が増加した。また、トロンビンによる

この促進作用は、PAR-1 のアンタゴニストペプ
チドである YFLLRNP によって阻害された。こ
のことから、PAR-1 の内因性アゴニストである
トロンビンによる自発性 EPSCの発生頻度の増
加は、PAR-1 の活性化を介したものであること
が示された。  
② Ca2+を含まない細胞外液中では、SFLLRN投
与による自発性 EPSC の発生頻度の増加は認
められなかった。このことから、PAR-1活性化
による神経終末からのグルタミン酸放出の促

進には、細胞外からの Ca2+流入が必要であるこ

とが示唆された。 
 
③ プロテアーゼ受容体の他のメンバーである
PAR-2 と PAR-4 について、それぞれの合成ア
ゴニストペプチドを投与したところ、自発性

EPSC の発生頻度の増加がわずかながら観察さ
れた。しかしながら、PAR-1アゴニストペプチ
ドの結果と比較すると、その促進作用はきわめ

て小さなものであった。 
 
(２)PAR-1アゴニストの後根刺激誘起単シナプ
ス性 EPSCへの作用の解析 
  後根付き脊髄横断スライス標本の膠様質

ニューロンから膜電流応答を記録・検討した。

すなわち、後根の電気刺激により発生させた

一次求心性感覚神経刺激誘起の単シナプス

性興奮性シナプス後電流(eEPSC)に対する
PAR-1 活性化の作用を検討した。その結果、
Aδ-と C-神経線維のどちらを電気刺激しても、
誘起された eEPSC の振幅に対して外因性ア
ゴニストペプチド TFLLR による PAR-1 活性
化は、影響を及ぼさなかった。 
 
(３)結論 
  以上の結果より、シナプス前終末に存在す

る PAR-1 が内因性および外因性のアゴニスト
により活性化されると、細胞外からの Ca2+流入

を伴ってシナプス前終末からのグルタミン酸

の放出が促進されることが明らかとなった。こ

の PAR-1 活性化によるシナプス前終末からの
グルタミン酸放出の増加は、一次求心性感覚

神経の中枢端におけるものではなく、グルタ

ミン酸作動性介在ニューロンの末端におけ

るものであった。TRPV1の発現は一次求心性
感覚神経に限られることから、 PAR-1 と

TRPV1 は直接相互作用しないことが示唆さ
れた。今後、この可能性についてさらに検討

を加えていく。シナプス前終末からのグルタ

ミン酸放出の促進は膠様質ニューロンの膜興

奮性を増加させることから、脊髄膠様質におけ

る PAR-1 活性化は末梢から中枢への痛覚情報
伝達の促進に関与していることが考えられる。 
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