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研究成果の概要（和文）：ドーパミンの下行性疼痛抑制系としての作用を脊髄後角レベルにおい

て in vivo パッチクランプ法を用いて解析した。ドーパミンの灌流投与により脊髄膠様質ニュ

ーロンにおいて、細胞膜の過分極を示す外向き電流の発生と興奮性シナプス後電流の抑制作用

を認めた。また、ドーパミンは脊髄レベルで末梢皮膚刺激に対する抑制効果も認めた。さらに

ドーパミンを脊髄に投射する起始核である視床下部 A11 領域を電気刺激するとドーパミンを

灌流投与したときと同様の反応が得られた。 

 
研究成果の概要（英文）：  We investigated the descending antinociceptive actions of 

dopamine (DA) on substantia gelatinosa(SG) neurons by in vivo whole-cell patch-clamp 

methods.  The application of DA induced outward currents and suppressed the frequency 

and amplitude of excitatory postsynaptic currents (EPSCs).  And it was showed that DA 

produced direct inhibitory effects in SG neurons to both noxious and innocuous stimuli to 

the skin.  Furthermore, electrical stimulation of A11 neurons, which project to the spinal 

cord, induced outward current and suppressed of EPSCs.  This effect is similar to the case 

of DA application to SG neurons. 
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１．研究開始当初の背景 

下内因性鎮痛機構の一つに下行性疼痛抑
制系があり、ノルアドレナリン作動神経系、
セロトニン作動神経系がその役割を担って
いることはよく知られている。しかしながら、
ノルアドレナリンの前駆物質であるドーパ

ミンが知覚に関してどのような作用を及ぼ
すか未だ明らかではない。ドーパミンは脳内
に広範囲に分布する主要な神経伝達物質で
ある。ドーパミン受容体は 7 回膜貫通型のペ
プチド構造を有し、Ｇ蛋白と共役している。
サブタイプには D1 から D5 が存在し、D1,D5
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の D1-like 受容体、D2,D3,D4 の D2-like 受
容体に大別できる。ドーパミンは脳レベルに
おいて運動、認知、感情、動機強化、食欲、
内分泌調整など多彩な生理活性作用を有す
る。また、近年、脳レベルにおいてドーパミ
ンが疼痛に関連することを示唆する研究報
告が散見されるようになり、各領域でドーパ
ミンが直接の疼痛抑制作用を有することが
指摘されている。しかしながら、脊髄レベル
でのドーパミン作動性神経系の役割につい
ては依然不明な点が多い。ドーパミン作動性
神経系として、黒質線条体路、中脳辺縁路、
視床下部下垂体路、そして視床下部脊髄路の
４経路が知られている。視床下部脊髄路は視
床下部の後部 A11 から脊髄に投射されてい
ることが比較的古くから知られていたが、他
の経路と違ってその機能は不明である。過去
に視床下部 A11 電気刺激で鎮痛効果が得ら
れることや、ドーパミンあるいはドーパミン
作動薬の髄腔内投与での鎮痛効果が行動学
的に報告されていることから、ドーパミン作
動神経系には既知のセロトニン作動神経系
やノルアドレナリン作動神経系と同様に下
行性疼痛抑制系としての機能を有する可能
性がある。 

 

２．研究の目的 

ドーパミン作動神経系が下行性疼痛抑制
系の作用を有することを脊髄レベルで電気
生理学的に証明したい。脊髄膠様質ニューロ
ンは末梢組織に存在する侵害受容器からの
痛み情報を C 線維、Aδ線維を介してシナプ
ス結合により受け取り、より中枢に情報伝達
する。この際、痛み情報は種々の内因性神経
伝達物質により修飾を受ける。セロトニンや
ノルアドレナリンは下行性疼痛抑制系とし
て脊髄レベルで興奮性を抑制する作用を有
している。ドーパミンも同様の作用を有して
いると思われるが、それを証明するには起始
核である視床下部 A11 領域と脊髄後角、侵害
刺激を受容する末梢皮膚組織が断絶してい
ない in vivo 標本が必要である。本研究の目
的は in vivo パッチクランプ法を用いて脊髄
膠様質細胞でのド－パミンのメカニズムを
明らかにし、ドーパミン作動神経系が下行性
疼痛抑制系の作用を有することを証明する
ことである。 

 

３．研究の方法 

（１）ラット脊髄 in vivo 標本の作製 

5～8 週齢の成熟 Sprague-Dawley 系雄性
ラットを使用した。ラットをウレタン（腹腔
内投与：1.2〜1.5g/kg）で麻酔後，呼吸管理
はマスクによる酸素投与を行った。胸腰椎部
で背側に皮切を行ない、傍脊柱筋群を切離し
た。脊椎を露出し、Th13 から L2 まで椎弓切
除を行った。この状態でラットを脊髄固定器

に移す。まず、イヤーバー及び中胸椎部と下
位腰椎で３点固定し、皮切部の辺縁を錘で４
方向に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 (NaCl 117 mM, KCl 3.6 mM, CaCl2 2.5 

mM, MgCl2 1.2 mM, NaH2PO4 1.2 mM, 

glucose 11 mM, and NaHCO3 25 mM) で灌
流した。実体顕微鏡下に硬膜を縦切開･切除
し、後根を露出し、腰傍大部レベルで後根を
内外側に分け、電極刺入スペースを作成した。
この時点で電極刺入部近くの頭側と尾側の
脊椎固定を追加し、合計 5 点固定とする。呼
吸による脊髄の振動が抑制できていること
を確認した上で、クモ膜と軟膜に電極刺入用
の開窓を行い、記録の準備を行った。 

（２）神経細胞からのパッチクランプ法 

マイクロマニュピレターで電極を脊髄内
に刺入し、5mV ステップに対する応答電流の
変化を指標にギガシールを形成するいわゆ
るブラインドパッチクランプ法によって記
録を行う。記録用電極には potassium 

gluconate 135mM, KCl 5 mM, CaCl2 0.5 

mM, MgCl2 2 mM, EGTA 5 mM, ATP-Mg 5 

mM and Hepes-KOH 5 mM を充填した先
端電極抵抗 8～12MΩ の微小電極を用いた。
薬液の灌流は人工脳脊髄液と同ラインを用
いて行う。ドーパミンおよびその関連物質を
灌流投与し、それらが脊髄後角感覚ニューロ
ンの興奮性シナプス伝達に及ぼす作用を検
討する。 

（３）末梢皮膚刺激試験 

記録ニューロンの皮膚受容野を同定した
上で同部位に疼痛刺激と触刺激を加え、コン
トロール時とドーパミン存在下において興
奮 性 シ ナ プ ス 後 電 流 （ excitatory 

postsynaptic currents; EPSC）および興奮性
シナプス後電位（excitatory postsynaptic 

potentials; EPSP ）、 活 動 電 位  (action 

potential; AP) の大きさを比較した。疼痛刺
激には有鉤鉗子、触刺激には定圧の空気を噴
霧することにより、末梢刺激を定量的に行っ
た。 

（４）視床下部 A11 電気刺激 

ラットの頭蓋骨にスチールドリルを用い
て事前に骨孔を作成し、頭部を固定する。次
に座標軸を設定したのち、26 ゲージ（外径
0.46mm）のガイドカニューラを視床下部
A11 領域の 2mm 上方まで挿入し、歯科用セ
メントで固定する。微小刺激電極（外径 0.2m; 

model IMB-9002; インターメディカル社）
をガイドカニューラに通して、A11 の座標軸
12 )（stereotaxic coordinates: 3.0–3.5 mm 

posterior to the bregma and 0.5mm lateral, 

8.0 mm ventral to the dura) に設置し、反
復性に電気刺激することで脊髄膠様質ニュ
ーロンの EPSC にどのような効果を与える
か in vivo パッチクランプ法を用いて検討し



 

 

た。電気刺激は duration, 100 µs; intensity, 

100 µA; frequency, 10 Hz の矩形波で行った。 

得られた記録電流はパッチクランプ用ア
ンプ（Molecular Devices 社 Axopatch200B）、
A/D 変換器（Molecular Devices 社 Digidata 

1440A ）、 デ ータ記録・解 析用ソフ ト
（ Molecular Devices 社   pClamp10 、
Synaptosoft 社 Mini Analysis 6.0）を用いて
記録および解析を行った。検定には paired 

t-test および t-test を用いた。危険率 5％（P 

< 0.05）をもって有意と判断した。 

 

４．研究成果 

（１）ドーパミンの脊髄膠様質ニューロンに
おける作用機序 

電圧固定法により記録膜電位を-70mV に
固定し、EPSC を観察した。ドーパミン
（100μM）を２分間潅流させると細胞膜の過
分極を示す外向き電流の発生を認めた。外向
き電流は記録した 219 細胞中 155 細胞
(70.8%)で認め、平均振幅は 19.5 ± 1.6 pA (n 

= 64)であった。また、記録したニューロン中
で EPSC の頻度、振幅を解析したところ、頻
度・振幅が有意に減少していた。次に、ドー
パミンの作用が脱感作するかどうかを調べ
た。ドーパミンの反復投与や長時間投与にて
も外向き電流の減弱はなく、脱感作はみられ
なかった。ナトリウムチャネル阻害薬である
テトロドトキシン (TTX, 1μM) 存在下では
微小興奮性シナプス後電流（ miniature 

EPSC; mEPSC）が観察できる。TTX 存在下
にドーパミンを投与したところ、mEPSC は
振幅に有意差はでなかったものの、頻度は有
意に抑制されていた (73.6 ± 9.4 % of the 

controls; n = 10, P < 0.05)。本結果から、ド
ーパミンは脊髄後角感覚ニューロンの膜を
過分極するとともに一次求心性線維から興
奮性神経伝達物質であるグルタミン酸の遊
離を抑制することが判明した。また、TTX 存
在下でも外向き電流は減弱しなかった (n = 

10)。次に、グルタミン酸受容体拮抗薬の
6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione  

(CNQX, 10μM) 存在下でドーパミン投与を
行うと EPSC は完全に消失したが、外向き電
流は減弱しなかった（n = 5）。 さらに、ドー
パミンによって惹起される外向き電流に関
与するイオンチャネルを調べるため、非選択
的カリウムチャネル拮抗薬であるバリウム 

(1mM) 存在下でドーパミンの作用を観察し
た。バリウム非存在下と比較してバリウム存
在下では有意に外向き電流は減少した (34.7 

± 7.8 % of the controls; n = 8, P < 0.05)。ま
た、細胞膜Ｇタンパク質の活性を阻害する
GDP－βS を電極内に混入して記録すると、
記録当初はドーパミンによる外向き電流が
発生したが、３０分以上おいて再度ドーパミ
ン投与すると、その振幅は有意に減少した 

(22.3 ± 8.9 % of the controls; n = 8, P <0.01)。
以上の結果から、ドーパミン受容体の活性化
によって、細胞膜Ｇ蛋白質の活性化を介して
カリウムチャネルを開口し、抑制性電流が発
生することが判明した。ドーパミンによって
惹起される外向き電流がどのようなサブタ
イプの受容体によるものかを検討した。
D1-like 受容体作動薬である SKF38393 

(100μM) 投与を行ってもほとんど外向き電
流は発生しなかったが（1.9 ± 0.6 pA; n = 9）、
D2-like 受容体作動薬である quinpirole

（100μM）を投与すると、ドーパミン投与時
と同様の外向き電流が観察できた  (15.7 ± 

2.0 pA; n = 9)。また、D2-like 受容体拮抗薬
の Sulpiride (30μM) 存在下ではドパミンに
よって惹起される外向き電流は有意に阻害
された(34.1 ± 10.0 % of the controls; n = 6, 

P < 0.05)。以上の結果から、脊髄後角感覚ニ
ューロンには D2-like 受容体が発現している
ことが判明した。  

（２）末梢皮膚刺激試験 

ラットの下肢に刺激を加えると EPSC が
激しく連続して発火するが、その反応をドパ
ミン存在下と非存在下で比較し、末梢皮膚刺
激に対するドーパミンの作用を検討した。触
刺激は圧刺激装置を使用し、一定の圧で５秒
間空気を吹き付けることで定量化した。空気
を吹き付けると脊髄後角ニューロンにおい
て EPSC の増加が記録された。ドーパミン投
与下では非存在下と比較して触刺激による
EPSC の発生頻度、基線と EPSC 波形の形成
する面積は有意に減少した（発生頻度 [70.9 

± 11.0 % of control; n = 18, P < 0.01] , 面積
[80.6 ± 6.3 % of control; n = 18, P < 0.01] ）。
また、疼痛刺激を定量的に行うために有鉤鉗
子で５から１０秒間挟んだ。触刺激と同様に
ドパミン存在下では非存在下と比較して疼
痛刺激による EPSC の発生頻度、面積は有意
に減少した（発生頻度  [74.6 ± 7.5 % of 

control; n = 6, P < 0.05] , 面積[78.0 ± 8.0 % 

of control; n = 6, P < 0.05] ）。また、電流固
定法で AP, EPSP の発生を観察すると、ドパ
ミン存在下では非存在下と比較して AP, 

EPSP は発生頻度ならびに面積が有意に減少
した（発生頻度 [70.2 ± 12.4 % of control; n = 

9, P < 0.05] , 面積[42.7 ± 6.9 % of control; n 

= 9, P < 0.01] ）。 

（３）視床下部 A11 電気刺激試験 

脊髄膠様質ニューロンで EPSC を記録し
ながら、視床下部 A11 領域を電気刺激すると、
ドパミンを灌流投与したときと同様に外向
き電流の発生(36 / 50ニューロン (72%))を認
めた。この外向き電流の平均振幅は 7.5 ± 1.6 

pA であった。また、視床下部 A11 電気刺激
後に EPSC発生頻度の減少(39 / 46 ニューロ
ン (84.7%) 、コントロール比 61.9 ± 3.0 %) 

及び振幅の減少（ 24 / 46 ニューロン 



 

 

(52.2%) 、コントロール比 82.2 ± 1.5 %） が
観察された。また、A11 電気刺激によって発
生する外向き電流と EPSC の抑制効果がと
もに D2-like 受容体拮抗薬である sulpiride

にて阻害されるか検討した。脊髄に sulpiride

（100μM）灌流投与しながら、視床下部 A11

領域を電気刺激すると外向き電流は抑制さ
れ、その平均振幅は 1.6 ± 0.6 pA であった 

(n=16)。また視床下部 A11 領域を電気刺激す
ることで得られる EPSC の抑制効果も
sulpiride 存在下では阻害された。頻度の抑止
効果はコントロール時の平均 91.3 ± 4.7 % 

(n=17)、振幅の抑制効果はコントロール時の
98.7 ± 3.3 %であり, これらは sulpiride 非存
在下で得られた視床下部 A11 電気刺激によ
る EPSC の抑制効果と比較すると有意に抑
制されていた (P < 0.01)。 

 
我々はドーパミン作動神経系に下行性疼

痛抑制系としての作用があると仮説を立て、
本研究を行った。今回、in vivo パッチクラ
ンプ法にてドーパミンは脊髄膠様質細胞の
膜を過分極させる作用を有することを確認
した。その機序として、脊髄膠様質細胞には
D2-like 受容体が発現していて、ドーパミン
によって活性化されると細胞膜Ｇ蛋白質の
活性化を介してカリウムチャネルが開口す
ることで細胞膜が過分極することが判明し
た。このドーパミンによる膜過分極応答はシ
ナプス後性作用であるが、EPSC の発生頻度
も抑制されたことからシナプス前性にもド
－パミンは作用していることが判明した。さ
らに、今回の in vivo 実験において、ドーパ
ミンは脊髄レベルにおいて実際の皮膚侵
害・非侵害刺激に対して抑制作用を有するこ
とが証明された。ドーパミンは脊髄、後根神
経節において産生されないことから、脊髄に
投射するドーパミン作動性神経系としては
視床下部脊髄路が考えられたが、未だ不明の
ままであった。今回、視床下部 A11 領域を電
気刺激するとドーパミンを脊髄に灌流した
ときと同様の応答が観察された。これらの結
果から、末梢皮膚刺激が後根神経節を経由し
て後角感覚ニューロンに伝わるが、その刺激
は視床下部 A11 ニューロンから投射される
ドーパミンによってシナプス前性・後性に制
御を受けている、つまり、ドーパミン作動性
神経系は下行性疼痛抑制系として機能して
いることが明らかになった。 
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