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研究成果の概要（和文）：痛覚伝達経路における動物種差を検討するために，ラットとマウスを

用いた脊髄侵害受容経路と知覚神経に対する発痛及び鎮痛作用を有する薬物の作用を検討した．

ラット知覚神経細胞は発痛物質であるカプサイシンやマスタードオイルが TRP チャネルを介

して活性化することが示された．脊髄侵害受容経路の反射電位の電気生理学的性質やモルヒネ

に対する感受性はラットとマウスで類似していたが，生体アミンによる抑制効果には種差が認

められ，下降性抑制経路による脊髄痛覚抑制機構に動物種差がある可能性が示唆された． 

 
研究成果の概要（英文）：The effects of algesic and analgesic agents on the sensory neurons 
and spinal nociceptive pathways were examined to reveal the species differences in pain 
transmission. In the rat sensory neurons, the algesic agents, capsaicin and mustard oil, 
activated TRP channels. The electrophysiological features of spinal nociceptive reflex 
potentials and the effects of morphine in mice were similar to those in rats. Some 
differences in the effects of biogenic amines between rats and mice were observed, 
suggesting that there are species differences in pain control mechanisms by descending 
inhibitory neuronal pathways in the spinal cord. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 獣医療で多用されるキシラジンはα2 アド
レナリン受容体作動性の鎮痛・鎮静薬である
が，その力価には著しい種差が存在する．キ
シラジンの体内動態や受容体との親和性に
動物種差は認められず，種差の原因は不明の
ままである．薬物効果の種差は獣医療におい
て極めて重要な問題であり，その種差の原因
を明らかにすることができれば，動物の痛み
の客観的な類推が可能になり，動物種に適し

た新薬の開発に大きく寄与することになる． 

 

２．研究の目的 

 

（１）末梢から中枢へ痛み刺激を伝達する知
覚ニューロンを分離培養し，発痛物質及び鎮
痛薬の作用を検討する．知覚神経における痛
覚情報の受容に関与する受容体やチャネル
を明らかにするとともに，その動物種差を明
らかにする． 
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（２）鎮痛薬の主要な作用部位である脊髄の
侵害受容経路の神経活動の電気生理学的特
徴と鎮痛薬及び内因性の抑制性伝達物質の
作用を検討する．知覚神経から脊髄に伝えら
れた痛覚情報の伝達とそれに対する鎮痛薬
や内因性伝達物質の作用機序及びその動物
種差を明らかにする． 

 

３．研究の方法 

 
（１）知覚神経細胞を用いた検討 
 
①ラットより脊髄後根神経節を分離し，酵素
処理により知覚神経細胞を得た．Poly-D- 
lysine でコーティングした培養デッシュ又
はカバーグラスに細胞を播種し，CO2インキュ
ベーターで 12-24時間培養した後に実験に供
した． 
 
②知覚神経細胞にカルシウム蛍光指示薬で
ある fura-2 を負荷し，蛍光倒立顕微鏡のス
テージ上の実験槽内に設置した．Ca2+イメー
ジングシステムを用いて， 320 nm と 380 nm
の励起光に対する 500 nm の蛍光を測定し，
その蛍光比（F340/F380）から細胞内 Ca2+濃度
（[Ca2+]i）を算出した． 
 
③ホールセルボルテージクランプ法により，
知覚神経細胞の膜電流反応を測定した．倒立
顕微鏡のステージ上の実験層に細胞を設置
し，灌流液中に薬物を添加し，細胞に適用し
た．細胞内液として Cs 溶液を使用し，保持
電位-80 mV で測定した． 
 
④知覚神経細胞における生体アミン（ドパミ
ン）受容体の発現を，RT-PCR 法により検討し
た．後根神経節細胞より mRNA を抽出し，逆
転写反応により cDNA を作成した後に，PCR に
よって増幅した．アガロースゲルで電気泳動
し，エチジウムブロミドで染色した後に，UV
でバンドを検出した． 
 
（２）摘出脊髄を用いた検討 
 
①生後１週間以内の新生ラットまたはマウ
スより脊髄を摘出し，脊髄半裁標本を作製し
た．酸素（95％）+二酸化炭素（5％）で通気
した人工脳脊髄液で灌流した実験漕内
（27℃）に脊髄標本を設置し，脊髄後根と前
根にそれぞれ刺激及び記録吸引電極を取り
付けた．脊髄後根を電気刺激し，対応する前
根から脊髄反射電位を記録した．反射電位と
して，単シナプス反射電位（MSR）と遅発性
前根電位（sVRP）を測定した（図１）． 
 
②脊髄からの伝達物質放出は，高速液体クロ
マトグラフ法により測定した．摘出脊髄を断

片化したのち，人工脳脊髄液中（37℃）で一
定時間インキュベーションした．溶液中に放
出された生体アミン（ノルアドレナリン，
5-HT,ドパミン）量を電気化学的検出器で測
定した．ドパミンはアルミナ法によりサンプ
ルを濃縮した後に測定を行った． 
 
③脊髄における生体アミン（ドパミン）受容
体の発現は，知覚神経細胞の場合と同様に，
脊髄から mRNA を抽出した後に，RT-PCR 法に
よって検討した． 
 
４．研究成果 
 
（１）知覚神経細胞における発痛物質の作用 
 
①培養ラット知覚神経細胞に発痛物質であ
るカプサイシンまたはマスタードオイルを
適用すると，高濃度 KCｌに反応する神経細胞
のうち，それぞれ約 70％及び 25％の細胞が
[Ca2+]i増加反応を引き起こした（図２）． 

 
②マスタードオイル感受性細胞のほとんど
はカプサイシンに対しても感受性を有して
いた．カプサイシンとマスタードオイルによ
る反応はそれぞれ TRPV1 及び TRPA1 チャネル
阻害薬により抑制された． 
 



 

 

③カプサイシンを小型から中型のラット知
覚神経細胞）に適用すると，ほとんど全ての
細胞（14 細胞中 13 細胞）で内向き電流反応
が生じた．一方，マスタードオイル適用では，
15細胞中6細胞で内向き電流反応が観察され
た． 
 
④カプサイシンとマスタードオイルは，それ
ぞれ特異的な TRP チャネルを活性化し，ラッ
トの知覚神経に作用していることが示され
た．これらの反応の性質はマウスでの報告と
類似しており，末梢知覚神経における痛みの
伝達においては，ラットとマウスで大きな種
差は認められなかった．末梢痛覚受容機構は，
動物種間で保存されているのかもしれない． 
 
（２）摘出脊髄における薬物の作用 
 
①ラット及びマウスの脊髄反射電位の特徴
を検討したところ，脊髄後根の電気刺激によ
り対応する前根から記録される MSR と sVRP
の波形は類似していた．ラットと比べてマウ
スの方がより弱い刺激強度で反射電位が生
じ最大に達したが，反応の振幅と潜時に差は
なく，ラットとマウスの反射電位はほぼ同じ
電気生理学的性質を有していることが示さ
れた（図３）． 

 
②鎮痛薬であるモルヒネは，ラット及びマウ
スの MSR には影響を与えずに，sVRP のみを濃
度依存性に抑制した．モルヒネの sVRP 抑制
効果の力価はラットとマウスで大きな差は
なく，どちらの抑制反応もオピオイド受容体
拮抗薬ナロキソンで回復した． 
 
③5-HT はラット及びマウスの MSR と sVRP を
濃度依存性に抑制し，MSR よりも sVRP をより
強く抑制した（図４）．5-HT の抑制効果の力
価は，ラットの方がマウスよりも強かった．
ラットにおける 5-HT の MSR 及び sVRP 抑制効
果は5-HT2A受容体拮抗薬ケタンセリンで減弱
した． 

 
④ドパミンはラットの sVRP を濃度依存性に
抑制したが，その濃度－反応関係は二相性を
示した．一方，MSR は高濃度のドパミンによ
ってわずかに抑制されるだけであった（図
５）．ドパミンのマウス反射電位に対する抑
制効果は極めて弱かった．ラットにおけるド
パミンの sVRP 抑制効果はドパミン D1 受容体
拮抗薬 SCH23390 で減弱した． 



 

 

 
⑤内因性ドパミン放出薬であるメタンフェ
タミンは，ラット及びマウスの脊髄反射電位
を濃度依存性に抑制した．メタンフェタミン
はラットの sVRP と MSR をほぼ同程度抑制し
たが（図６），マウスでは sVRP よりも MSR を
強く抑制した．ラットにおけるメタンフェタ
ミンの sVRP 抑制効果は，SCH23390 で減弱し
た．一方，MSR 抑制効果はケタンセリンで減
弱した．またメタンフェタミンによる反射電
位抑制効果は，内因性アミンを枯渇させるレ
セルピンの処置により減弱した． 

 
⑥内因性 5-HT 放出薬であるパラクロロアン
フェタミンは，ラット及びマウスの脊髄反射
電位を濃度依存性に抑制した．パラクロロア
ンフェタミンはラットでは sVRP よりも MSR
を強く抑制し（図７），マウスでは sVRP の抑
制はほとんど見られなかった．ラットにおけ
るパラクロロアンフェタミンのMSR及びsVRP
抑制効果は，ケタンセリンで減弱した． 
 
⑦α2作動性鎮静・鎮痛薬であるキシラジンと
デクスメデトミジンは，マウスの脊髄反射電
位を濃度依存性に抑制した（図８）．α２作動
薬は MSR よりも sVRP を強く抑制した．デデ
クスメデトミジンの力価はキシラジンと比

較して約 1000 倍強かった．デクスメデトミ
ジンによる sVRP 抑制は，α２受容体拮抗薬ア
チパメゾールで回復したが，MSR 抑制は回復
しなかった．また，キシラジンによる MSR と
sVRP 抑制効果は，どちらもアチパメゾールで
は回復しなかった．マウスで見られたα２作
動薬の脊髄反射電位抑制効果は，ラットでの
効果とほぼ同じであった． 
 



 

 

⑧ラットでの脊髄反射電位測定実験は，数多
く行われていたが，本実験からマウスにおい
ても脊髄反射電位を測定できることが示さ
れた．マウスの sVRP は，電気生理学的性質
や鎮痛・鎮静薬であるモルヒネやα２受容体
作動薬に対する感受性などの薬理学的性質
もラットの sVRP と類似しており，痛覚伝達
の指標となると考えられる．一方，生体アミ
ンに対する反応は，ラットとマウスでいくつ
かの種差が確認された．アミン含量や受容体，
トランスポーターの発現量や発現部位の違
いが原因と考えられ，ラットとマウスで下降
性抑制性神経による痛覚抑制機構に動物種
差がある可能性が示唆された． 
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