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研究成果の概要（和文）：アストロサイトから放出される伝達物質のひとつである D-セリンは

脊髄後角ニューロンにおいて NMDA 受容体活性を増強するとともにグリシン受容体も活性化す

ることが判明した。しかし、末梢神経障害モデルではこの D-セリンの活性化が疼痛増強に作用

する様に変化することが判明した。さらに神経根性疼痛の障害部位の違いによる疼痛発現の違

いには脊髄後角ミクログリアの活性化が関与している可能性があることが判明した。 

 
研究成果の概要（英文）：D-serine (DS) is known for gliotransmitter releasing from astrocyte 
in the spinal cord.  DS activates not only NMDA receptors but also glycine receptors of 
spinal dorsal horn neurons.  However, in the neuropathic pain model the excitatory action 
by DS was more sensitive than physiological condition, whereas its inhibitory action was 
less than naive one.  These findings show that DS may play an important role on the 
development of neuropathic pain.  Moreover, it has been suggested that the degree of 
radiculopathy at the various levels of nerve injury depends on activation of spinal 
microglia.  
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１．研究開始当初の背景 
 近年、神経障害性疼痛などの慢性痛に脊髄
内グリア細胞の活性化が関与していること
が明らかになった。しかしながら、活性化し

たグリア細胞がどのような因子を介して脊
髄痛覚ニューロンに作用して慢性痛を惹起
しているかは依然として不明である。本機序
が解明されれば、難治性の神経障害性疼痛の



治療法につながる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
（１）グリア由来伝達物質 D-セリンの脊髄後
角神経細胞への影響の解析 
 一般に脊髄後角における痛覚情報伝達は
主にニューロン間で行われるが、脊髄損傷、
神経損傷、癌性疼痛などの病的状態ではニュ
ーロンに加えて、グリア細胞も加わり、この
ような病態時における痛みは複雑さを呈す
る。末梢神経損傷後に出現するアロディニア
症状を有する神経障害性疼痛の発症機序と
して、障害側の脊髄におけるグリア細胞の活
性化が関与することが報告されている。D-セ
リンはアストロサイトから放出される伝達
物質のひとつで、NMDA 受容体の共作動物質と
して脳や脊髄レベルにおいて広範囲に存在
している。D-セリンは NMDA 受容体のストリ
キニン非感受性グリシン結合部位に作用し
て受容体を活性化するだけでなく、シナプス
可塑性、発達系などにも多彩な影響を及ぼす
ことが知られている。今回、末梢神経障害後
にグリア細胞から放出される D-セリン及び
光学異性体の L-セリンが脊髄後角ニューロ
ンに及ぼす影響を電気生理学的手法により
解析した。 
 
（２）神経根性疼痛への脊髄後角ミクログリ
アの関与の解析 
 神経根性疼痛において傷害部位が異なる
と疼痛の発現強度が異なるか、比較・検討し
た報告は存在せず、詳細は不明である。本研
究の目的は傷害部位の異なる根性疼痛モデ
ルを作成し、行動学、組織学、電気生理学的
観点から、根性疼痛の発現程度について評価
を行ない、脊髄後角ミクログリアの活性化が
疼痛の増強に関与するかどうか解析するこ
とである。 
 
３．研究の方法 
（１）グリア由来伝達物質 D-セリンの脊髄後
角神経細胞への影響の解析 
① 末梢神経障害モデルの作製 
末梢神経障害モデルには spare nerve injury 
(SNI) モデルを使用した。実験にはアストロ
サイトの活性化が顕著となる術後 10 日以降
のモデルを使用した。 
② 脊髄後角ニューロンからのパッチクラ
ンプ記録 
正常ラット及び SNIモデルラットをウレタン
(1.2〜1.5g/kg を腹腔内投与)で深麻酔した
後、L1〜S3 レベルの脊髄を摘出し、酸素飽和
した人工脳脊髄液(2〜4℃)に浸した。実体顕
微鏡下で硬膜を除去した後、後根、前根をす
べて切除し、その後、クモ膜と軟膜を除去し
た。脊髄を寒天ブロックに設けた浅い溝の上
に置き、マイクロスライサーを用いて厚さ

650 ・mの脊髄横断スライス標本を作製した。
切り出したスライスを直ちに記録用チャン
バーに移し、酸素付加、加温(36℃)した人工
脳脊髄液により、15〜20 ml/分の速度で灌流
した。人工脳脊髄液の組成(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。 
パッチ電極を脊髄後角表層に刺入し、ギガオ
ーム・シールを形成した後、後角ニューロン
からホールセル・パッチクランプ記録を行っ
た。電極は入力抵抗が 10〜15MΩ のものを用
い、その内液組成は、K-gluconate, 135; KCl, 
5; CaCl2, 0.5; MgCl2, 2; EGTA, 5; HEPES, 
5; Mg-ATP, 5 あるいは、Cs-sulfate, 110; 
CaCl2, 0.5; MgCl2, 2; EGTA, 5; HEPES, 5; 
tetraethylammonium (TEA) chloride, 5; 
Mg-ATP, 5 (PH=7.2)であった。前者は興奮性
応答、後者は抑制性応答を記録するのに使用
した。得られた膜電流はパッチクランプ用増
幅器(Axopatch 200B)により増幅し、A/D 変換
後、データ記録および解析用のソフトウェア
(pCLAMP10)を用いてコンピュータにより記
録・解析した。実験結果は平均±標準誤差で
表し、検定は Student の t-test で行い、
P<0.05 をもって有意と判定した。 
 
（２）神経根性疼痛への脊髄後角ミクログリ
アの関与の解析 
① 動物モデル作成 
 5 週齢雄性ラットにペントバルビタール
（50mg/kg）腹腔内投与により麻酔を行い、
腹臥位で傍脊柱筋群を腰椎から剥離した。椎
間孔を開窓することで右 L5 神経根を露出し
た。DRGより中枢側2mmを結紮した群をC群、
DRG を結紮した群を D群、DRG より末梢側 2mm
を結紮した群を E群とした。また非手術群を
A群、右 L5 神経根を露出のみ施行した群を B
群とした。結紮は 6－0絹糸を使用した。処
置後 7日で、以下の 3項目についてそれぞれ
評価を行った。 
② 評価方法 
A．von Frey Hair を用いた疼痛誘発試験 
 10g von Frey Hair を押しつけ、逃避反応
を観察した。この操作を 10 回繰り返し、そ
の逃避反応回数をカウントした。 
B．L5 髄節の脊髄後角における活性化ミクロ
グリアの発現数 
 モデルラットをイソフルラン麻酔下で右
心室より 1%リン酸緩衝生理食塩水を用いて
脱血し、その後 4％パラホルムアルデヒドで
固定した。次に脊髄を取り出し、クリオスタ
ットを用いて L5 髄節を厚さ 15μmの薄片で
作成して、抗 Iba1 抗体を用いた蛍光抗体法
で免疫染色を行った。L5 髄節の脊髄後角にお
ける活性化ミクログリアを観察し、その発現
数をカウントした。 



C．in vivo - patch clamp 法による脊髄後角
細胞の EPSC の記録 
 モデルラットをウレタン（1.2g/kg）腹腔
内投与麻酔下、専用固定器で固定した。辺縁
皮膚を錘で引き上げることでプールを作成
し、脊髄表面を約 36℃の酸素負荷した人工脳
脊髄液で灌流した。次に顕微鏡下に硬膜を縦
切開して切除し、後根を露出、腰傍大部で後
根を内外側に分け、最後にクモ膜と軟膜を剥
離することで電極刺入用の開窓が完了した。
右 L5 髄節の脊髄後角細胞において、ブライ
ンドホールセルパッチクランプ法により記
録を行った。 
 
４．研究成果 
（１）グリア由来伝達物質 D-セリンの脊髄後
角神経細胞への影響の解析 
① D-セリンによる NMDA 受容体の活性化 
 正常ラットの脊髄後角ニューロンにホー
ルセル・パッチクランプ法を適用して、-50 mV
の電位固定下に NMDA (50 ・M)を 30 秒間投与
すると、一過性で内向きの NMDA 電流が発生
した。この NMDA 電流の振幅を D-セリン(5 mM)
存在下と非存在下において比較した。D-セリ
ン存在下における NMDA 電流の平均振幅は
(184 pA, n= 4 )であった。一方、D-セリン
非存在下における NMDA 電流の平均振幅は
(134pA , n= 4 )であり、D-セリンにより NMDA
電流の振幅は有意に増加した。このことより、
D-serine がラット脊髄後角シナプス後ニュ
ーロンに存在する NMDA 受容体の活性化を増
強することが示唆された。 
② D-セリンによる抑制性シナプス伝達の
促進 
 0 mV の電位固定下に D-セリン (5 mM)を 30
秒間投与すると、記録した全ての膠様質ニュ
ーロン(n=5)において、一過性の外向き電流
を生じた。様々な濃度で D-セリンによる外向
き電流の振幅を調べると、D-セリンの濃度依
存性にその振幅は上昇し、100μM では D-セ
リンの外向き電流の殆ど効果は観察されな
かったが、濃度の上昇に伴い振幅は上昇し、
20 mM においても振幅の上昇率はピークに達
していなかった。次に、固定電位を変化させ
て D-セリンによる電流変化を調べたところ、
その逆転電位は-70 mV付近であった。さらに、
グリシン受容体の拮抗薬であるストリキニ
ン (2 ・M)存在下においてD-セリン誘起の外
向き電流は阻害されたことから、D-セリン誘
起電流はグリシン受容体を介していること
が示唆された。 
③ L-セリンの脊髄後角ニューロンへの影
響 
 光学異性体の L-セリンに関して検討した。
L-serine 存在下における NMDA 電流の平均振
幅は 60±19 pA (n=5)であり、L-セリン非存
在下における NMDA 電流の平均振幅は 34±11 

pA (n=5)であった。このことより、L-セリン
もラット脊髄後角膠様質細胞に発現する
NMDA 受容体の活性化を増強することが示唆
された。次に、記録ニューロンを 0 mV に電
位固定し、L-セリン(5 mM)を 30 秒間投与す
ると、一過性の外向き電流を生じた (n=8)。
この外向き電流はストリキニン存在下で阻
害された (n=4)。 
④ SNI モデルにおける D-セリンの効果 
 SNI術後10日以降のラット脊髄横断スライ
ス標本を用いて、D-セリンによる NMDA 受容
体の活性化応答ならびに D-セリンによる抑
制性シナプス伝達の促進作用について解析
し、前述の正常ラットにおける結果と比較し
た。D-セリンによる NMDA 受容体の活性化の
度合いは正常ラットの約 2.0 倍であり、有意
に大きかった(D-セリン非存在下;118pA, D-
セリン存在下; 315pA, n= 5)。次に、D-セリ
ンによる外向き電流の振幅を比較検討した
ところ、正常ラットにおける外向き電流の振
幅の約 0.3 倍の振幅が SNI モデルラットで観
察され、有意に小さいものであった。 
 以上の結果から、D-セリンは生理的条件下
で脊髄後角表層の NMDA 受容体活性を増強す
るとともにグリシン受容体を活性化する。一
方、末梢神経障害モデルでは、D-セリンによ
る NMDA 受容体活性化の度合いは生理的条件
下と比較して増大するが、グリシン受容体の
活性化の度合いは生理的条件下と比較して
有意に減少しており、D-セリンの作用は生理
的条件下と末梢神経障害時では異なること
が示唆された。すなわち、末梢神経障害時に
おいて脊髄後角で活性化したアストロサイ
トから大量に放出される D-セリンは NMDA 受
容体のストリキニン非感受性グリシン結合
部位へ優位に作用し、その受容体活性化を増
強することで、痛覚過敏症状を惹起する可能
性が推察された。 
 
 
（２）神経根障害部位の差異による疼痛増強
の違いの解析 
① von Frey Hair を用いた疼痛誘発試験 
 von Frey hair（各 n＝10）を用いた逃避反
応回数は、A 群 0.3±0.2 回、B 群 1.1±0.5
回、C群 3.9±0.5 回、D群 7.9±0.5 回、E群
6.2±0.3 回であった。A-B 群間で有意差はな
く（Student’s t test、P＞0.05）、B群と結
紮群間(C、D、E 群)で有意差を認めた
（Student’s t test、P＜0.001）。結紮群間
に有意差を認め、その程度は D 群、E 群、C
群の順であった（ANOVA、Tukey-Kramer 法、P
＜0.001）。 
② L5 髄節の脊髄後角における活性化ミク
ログリアの発現数  
 脊髄後角における活性化ミクログリア数
（各群 n＝5）は、A 群 77.2±2.5、B 群 80.0



±2.1、C 群 202±8.0、D 群 354±8.1、E 群
292±6.6 であった。特に B群に比べ D群では
4 倍を超える活性化ミクログリアが散見され
た。特に結紮群では肥大化し、アメーバ様突
起が出現した活性化ミクログリアが散見さ
れた。A-B 群間で有意差はなく（Student’s t 
test、P＞0.05）、B群と結紮群間(C、D、E群)
で有意差を認めた（Student’s t test、P＜
0.001）。結紮群間に有意差を認め、D、E、C
群の順に増加していた（ANOVA、Tukey-Kramer
法、P＜0.001）。 
③ in vivo - patch clamp 法による脊髄後
角細胞の EPSC の記録 
 脊髄後角における EPSC（各 n=10）の頻度
はA群 9.0±1.4Hz、B群 9.4±1.3Hz、C群 14.6
±1.7Hz、D 群 19.2±2.0Hz、E群 17.3±2.1Hz
であった。A-B 群間で有意差はなく（Student’
s t test、P＞0.05）、B 群と結紮群間(C、D、
E群)で有意差を認めた（Student’s t test、
P＜0.001）。結紮群間に有意差を認め（ANOVA、
Tukey-Kramer 法、C-E 群間 P＜0.05、C-D 群
間および D-E 群間 P＜0.001）。また振幅は A
群 12.3±0.6pA、B 群 14.4±1.0pA、C 群 19.8
±1.6pA、D 群 37.7±2.2 pA、E 群 28.3±2.4pA
であった。A-B 群間に有意差はなく（Student’
s t test、P＞0.05）、B 群と結紮群間(C、D、
E群)で有意差を認めた（Student’s t test、
B-C 群間 P＜0.05、B-D 群間および B-E 群間 P
＜0.001）。結紮群間に有意差を認め、D群、E
群、C 群の順に増加していた（ANOVA、
Tukey-Kramer 法、P＜0.001）。 
 各項目で A-B 群間で有意差はなく、B 群と
結紮群間(C、D、E 群)で有意差を認めた。さ
らに興味深いことに本研究における各項目
で結紮群間に有意差を認め、その程度はD群、
E 群、C 群の順であった。行動学、組織学、
電気生理学的に検討の結果、いずれもパラレ
ルに変動し、脊髄後角のミクログリアの活性
化が神経根性疼痛の増強に寄与している可
能性を示唆している。 
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