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研究成果の概要（和文）：本研究では慢性疼痛で生じるシナプス可塑性変化が脊髄Ⅹ層においても生じている
か、炎症性疼痛モデルを用い脊髄Ⅹ層ニューロンにおけるノルアドレナリン (NA)の反応を検討した。
痛み刺激により発現するリン酸化extracellular signal-regulated kinaseの増強をみとめ、in vivo脊髄細胞外
記録による活動電位の発生頻度が増加したが、NAによりそれらの反応は抑制された。また脊髄後角におけるin 
vitroパッチクランプ記録では、NAはⅩ層の抑制性ニューロンシナプス前終末のα1A 受容体、およびシナプス後
膜のα2受容体を活性化することで、炎症性疼痛に対し鎮痛効果を発揮した。

研究成果の概要（英文）：Noradrenaline (NA) is a neurotransmitter in descending pathways emanating 
from the brain stem and NA-containing fibers terminate in spinal lamina X, suggesting that NA may 
modulate nociceptive synaptic transmission in lamina X. We investigated this mechanism within 
inflammatory pain model rats. 
Using immunohistochemical staining and in vivo extracellular recording, the increased number of 
phosphorylated extracellular signal-regulated kinase profiles and increased frequency of spontaneous
 neuronal firing were significantly suppressed by the direct application of NA. Using in vitro 
patch-clamps recording, direct application of NA to spinal lamina X neurons facilitates frequency of
 miniature inhibitory postsynaptic current and induces an outward current, and these responses are 
inhibited by α1A- and α2-receptor antagonists. These mechanisms of NA on spinal lamina X might 
contribute to analgesia against inflammatory pain.

研究分野： 疼痛

キーワード： 脊髄Ⅹ層　慢性疼痛　炎症性疼痛　ノルアドレナリン　免疫組織学実験　電気生理学実験

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では慢性疼痛発症過程で生じるシナプス可塑性変化が脊髄Ⅹ層においても生じているか、Ⅹ層ニューロン
に対する痛覚伝達に関与する神経伝達物質であるNAの反応を検討した。その結果、慢性疼痛として炎症性疼痛モ
デルラットを用いNAは脊髄X層の抑制性ニューロンに作用することで炎症性疼痛に対し鎮痛効果を発揮している
ことが示された。つまり本研究は慢性疼痛時の脊髄Ⅹ層におけるNAの変化をシナプスレベルで検討した世界で最
初の研究であるといえる。また本研究はin vivo脊髄細胞外記録およびin vitro脊髄パッチクランプ記録を用い
たが、この手法が行える施設は世界的にも非常に数が少なく意義が高い研究といえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
慢性疼痛の発症には主に痛覚伝導路を有する脊髄ⅠからⅥ層の後角ニューロンの可塑性変化が

関与すると考えられている。しかし脊髄Ⅹ層にも GABA、グリシンなどの痛覚伝達に関与する神
経伝達物質が多く含まれており、また下行性抑制系ニューロンがⅩ層へ投射することが明らかで
ある。さらに我々はこれまでに、代表的な神経伝達物質であるノルアドレナリン (NA)が脊髄Ⅹ
層の抑制性シナプス伝達を有意に活性化させることを明らかにしている (Neuroscience 2019; 
408: 214–225)。さらにこのⅩ層の変化は生理的状態のみでなく、慢性疼痛モデルラットにおいて
も同様の反応が得られることを観察している (2019 年度科学研究費助成事業 研究活動スタート
支援 課題番号 19K24008)。つまり脊髄Ⅹ層が慢性疼痛の発症に関与する可能性が示唆されるが、
Ⅹ層の機能について着目した報告はなく、慢性疼痛時のⅩ層における変化をシナプスレベルで検
討した報告はない。本研究では、慢性疼痛発症過程で生じるシナプス可塑性変化がⅩ層において
も生じているか、慢性疼痛モデルラットを用い、Ⅹ層ニューロンに対する痛覚伝達に関与する神
経伝達物質である NA の反応を検討した。 
 
２．研究の目的 
慢性疼痛発症過程で生じるシナプス可塑性変化がⅩ層においても生じているか、慢性疼痛モデ

ルラットを用い、Ⅹ層ニューロンに対する痛覚伝達に関与する神経伝達物質である NA の反応を
免疫組織学および電気生理学実験により解析する。 
 
３．研究の方法 
① 慢性疼痛モデルラットの作製 
慢性疼痛モデルラットとして炎症性疼痛モデルラットを作製する。左足底に Complete Freund’s 
adjuvant (CFA)を 100 μl 注入し、炎症性疼痛モデルラット (CFA ラット)を作製し、実験を行う。 
 
② 免疫組織学実験 
ウレタン麻酔下に正常および慢性疼痛モデルラットの脊髄横断スライス (L5)を作成し、NA を
それぞれ 5 分間灌流投与した後、痛み刺激により発現することが知られているリン酸化
extracellular signal-regulated kinase（pERK）抗体を用いて免疫染色を行う。光学顕微鏡下にⅩ層に
おける pERK 陽性細胞数を計測し、pERK の発現の変化を観察する。    
 
③ in vivo 脊髄標本からの細胞外記録 
ウレタン麻酔下に正常および慢性疼痛モデルラットの椎弓切除を行い、ガラス微小記録電極を
顕微鏡下にマニュピュレーターを用いてⅩ層に誘導しパッチクランプ記録を行う (図 1)。脊髄表
面に NA を灌流し、細胞外記録を用いて活動電位の発生頻度の変化を観察する。 
 
図 1: in vivo 脊髄標本からの細胞外記録 
 
 
 
 
 
 
 
④ in vitro 脊髄標本からのパッチクランプ記録 
ウレタン麻酔下に正常および慢性疼痛モデルラットの脊髄横断スライス (L5)を作成し、ガラス
微小記録電極を顕微鏡下にマニュピュレーターを用いてⅩ層に誘導しパッチクランプ記録を行
う (図 2)。脊髄表面に NA を灌流し、テトロドトキシン存在下に記録される興奮性ニューロンに
おける微小興奮性シナプス後電流 (mEPSC)および抑制性ニューロンにおける微小抑制性シナプ
ス後電流 (mIPSC)の反応を観察する。 
 
図 2: in vitro 脊髄標本からのパッチクランプ記録 

 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
① 脊髄Ⅹ層では炎症性疼痛によりリン酸化 ERK の発現が増加し、NA の投与により改善する。 
脊髄Ⅹ層におけるリン酸化 ERK 陽性細胞数は naïve ラットでは 5.7 ± 2.4  (n = 6)であったが, CFA
ラットでは 26.2 ± 8.6 (n = 5)と有意に増加していた。この CFA ラットの脊髄に NA を灌流投与す
るとリン酸化 ERK 陽性細胞数は 14.4 ± 4.0 (n = 6)と有意に減少していた。 
 
図 3: リン酸化 ERK 陽性細胞数  

 
 
② 脊髄Ⅹ層では炎症性疼痛により活動電位の発生頻度が増加し、NA の投与により改善する。 
脊髄Ⅹ層における in vivo 脊髄標本からの細胞外記録による活動電位の発生頻度は、naïve ラット
では 0.91 ± 0.47 Hz (n = 14)であったが、CFA ラットでは 2.1 ± 0.85 Hz (n = 16)と有意に増加して
いた。この CFA ラットの脊髄に NA を灌流投与すると活動電位の発生は有意に減少していた。 
 
図 4: in vivo 脊髄標本からの細胞外記録による活動電位の発生頻度 

 
 
 
③ 脊髄Ⅹ層では NA の投与により mEPSC に変化を与えない。 
脊髄Ⅹ層における in vitro 脊髄標本からのパッチクランプ記録により、NA は mEPSC の振幅に影
響を与えず、NA は興奮性ニューロンのシナプス伝達には関与しないことが明らかになった。 
 
図 5: in vitro パッチクランプ記録による mEPSC 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
④ 脊髄Ⅹ層では NA の投与により mIPSC の頻度を増加させ、outward current を発生させる。 
脊髄Ⅹ層における in vitro 脊髄標本からのパッチクランプ記録により、NA は mIPSCs の頻度を増
加させ、outward current を発生させた。このことから、NA は脊髄Ⅹ層における抑制性ニューロン
のシナプス前終末に作用し、GABA・グリシンといった抑制性神経伝達物質の放出を増加させる
作用があること、また NA はシナプス後膜の過分極を発生させる作用があることが明らかにな
った。 
 
図 6: in vitro パッチクランプ記録による mIPSC 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

⑤ 脊髄Ⅹ層では NA は抑制性ニューロンのシナプス前終末の α1A 受容体に作用し抑制性神経伝



達物質の放出を増加させ、シナプス後膜の α2 受容体に作用し過分極を発生させる。 
これまでに観察された NA の反応が α 受容体、β 受容体を介する反応か検討するため、α1 受容
体アンタゴニスト (Prazosin)、α1A 受容体アンタゴニスト (WB4101)、α2 受容体アンタゴニスト 
(yohimbine)、β 受容体アンタゴニスト (propranolol)存在下に記録したところ、NA による mIPSCs
の頻度増加作用は α1 および α1A 受容体アンタゴニストで拮抗された。また、NA による mIPSCs
の outward current は α2 受容体アンタゴニストで拮抗された。このことから、NA は脊髄Ⅹ層にお
ける抑制性ニューロンのシナプス前終末の α1A 受容体に作用し、抑制性神経伝達物質の放出を
増加させる作用があること、また NA はシナプス後膜の α2 受容体に作用し過分極を発生させる
作用があることが明らかになった。 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
以上の結果より、炎症性疼痛による慢性疼痛の発症過程における脊髄Ⅹ層では痛み刺激による反
応が増強しており、その炎症性疼痛存在下において NA は、脊髄Ⅹ層における抑制性ニューロン
のシナプス前終末の α1A 受容体に作用し抑制性神経伝達物質の放出を増加させる、およびシナ
プス後膜の α2 受容体に作用し過分極を発生させることで鎮痛効果を発揮させることが示された。 
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