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研究成果の概要（和文）：成熟ラットから脊髄薄切片を作製し、痛みの制御に重要な役割を果たす膠様質ニューロンに
パッチクランプ法を適用してオキシトシン（OXY）作用を調べた。OXYは脱分極を生じる一方、興奮性シナプス伝達に影
響しなかった。OXY応答はホスホリパーゼCとIP3誘起Ca２+放出を介したK+やNa+の膜透過性変化により生じることが示
された。一方、OXYはNa＋チャネル阻害薬依存性に自発性抑制性シナプス伝達を促進した。以上のOXY応答は、OXY受容
体作動薬によりみられる一方、その受容体阻害薬存在下で消失した。以上より、OXY受容体の活性化による脱分極を介
した抑制性シナプス伝達の促進が鎮痛に寄与すると示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined how oxytocin affects synaptic transmission in substantia gelatinosa 
(SG) neurons by applying the patch-clamp technique to the SG neurons of adult rat spinal cord slices. 
Bath-applied oxytocin unaffected excitatory transmission while producing an inward current at -70 mV and 
enhancing spontaneous inhibitory transmission. These activities were mimicked by oxytocin-receptor 
agonist. The oxytocin current was inhibited by oxytocin-receptor antagonist, U-73122, 
2-aminoethoxydiphenyl borate but not dantrolene, chelerythrine, dibutyryl cyclic-AMP and tetrodotoxin, 
while the spontaneous inhibitory transmission enhancement was depressed by tetrodotoxin. It is concluded 
that oxytocin produces a membrane depolarization mediated by oxytocin receptors, which increases neuronal 
activity, resulting in the enhancement of inhibitory transmission, a possible mechanism for 
antinociception. This depolarization is possibly mediated by phospholipase C and IP3-induced 
Ca2+-release.

研究分野： 神経生理学

キーワード： オキシトシン　鎮痛　脊髄後角　興奮性シナプス伝達　抑制性シナプス伝達　脱分極　ラット　パッチ
クランプ法
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１．研究開始当初の背景 
 
 オキシトシンは視床下部のニューロンで合
成され下垂体後葉から神経分泌されて子宮筋
収縮や射乳の作用を持つことはよく知られて
いる。最近、オキシトシンは学習や記憶、社
会認識、および痛みなど、上記以外の作用が
注目されている。視床下部から脊髄後角へ到
るオキシトシン作動性の神経経路が鎮痛に働
いている証拠があるが、その作用機序はまだ
十分に調べられていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
 皮膚末梢から脊髄に到る痛み情報は脊髄後
角第 II 層（膠様質）へ伝えられ、内因性鎮
痛物質や神経回路の働きにより制御を受け
た後に上位中枢へ伝えられ痛みとして感じ
られる。すなわち、脊髄膠様質は痛み伝達制
御の要となる部位である。本研究の目的は、
膠様質ニューロンにおける興奮性や抑制性
のシナプス伝達、および静止膜電位に及ぼす
オキシトシンの作用を調べ、痛み伝達制御に
おけるオキシトシンの役割を明らかにする
ことである。 
 
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（6〜8
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、
冷却して酸素飽和したクレブス液 (1〜
3 ℃) に入れた。実体顕微鏡下で、硬膜やク
モ膜や軟膜を除去した。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 600 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、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、その後、厚さ約 650 μ
m の横断スライスを作製した。 

このスライス標本を除振台にあらかじめ
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、これを手動式マイクロマ
ニュピレーターで上から銀線に装置した EM 
グリッドで軽く固定した後、約 36 ℃に加温
して酸素負荷したクレブス液で灌流（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 
 脊髄スライスへ下から透過光を当てると、
実体顕微鏡下において脊髄後角の膠様質は
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。パッチ電極内液の組成 (mM) につい
て、興奮性シナプス後電流（EPSC）を記録す
る際には K-gluconate, 135; KCl, 5; CaCl2, 
0.5; MgCl2, 2; EGTA, 5; HEPES, 5; Mg-ATP, 
5 （pH = 7.2）を、抑制性シナプス後電流
（IPSC）を記録する際には Cs-sulfate, 110; 
CaCl2, 0.5; MgCl2, 2; EGTA, 5; HEPES, 5; TEA, 
5; Mg-ATP, 5（pH = 7.2）を用いた。EPSC は
-70 mV（Cl-チャネル電流の逆転電位近く）の
保持膜電位で IPSC が記録されない条件下で
行う一方、IPSC は 0 mV（AMPA 受容体チャネ
ル電流の逆転電位近く）において EPSC が記
録されない条件下で行った。GABA 作動性の
IPSC はグリシン受容体阻害薬のストリキニ
ンの存在下で、グリシン作動性の IPSC は
GABAA 受容体阻害薬のビキュキュリンの存在
下で記録した。膜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・解析用ソフトを用
いて解析した。 
 後根刺激誘起の EPSC を記録する際には、吸
引電極を用いてアイソレーターを介し刺激装
置から持続時間0.1 msで様々な大きさを持つ
矩形波の電気刺激を与えた。この刺激は特別
の場合を除き 0.2 Hz の頻度で行った。刺激電
極は手動式マイクロマニュピレーターで目的
とする位置に固定した。 
 
４．研究成果 
 
 オキシトシン（1 μM）は-70 mV の保持膜
電位で記録される自発性、Aδおよび C 線維
を介する単シナプス性のグルタミン酸を介
する興奮性シナプス伝達に影響を及ぼさず
に内向き膜電流（脱分極）を誘起した。一方、
0 mVで記録される抑制性シナプス伝達を促進
した。 
 
（１）内向き膜電流 
 ３分間灌流投与すると、灌流投与中にその
振幅が減少（脱感作）した。オキシトシンを
繰り返し投与すると、30 分の時間間隔で、2 
回目投与では１回目投与に比べて振幅の8割
程度の回復が見られた。つまり脱感作は速く
起こり、脱感作からの回復には時間を要した。
オキシトシン応答は電位作動性 Na+チャネル
阻害薬テトロドトキシン、AMPA 受容体阻害薬
CNQXおよび無Ca2+により影響を受けなかった
ことから、オキシトシンの直接作用であるこ
とがわかった。このオキシトシン作用は濃度
依存性であり、その EC50値は 0.021μM であ
った。オキシトシンと同様な作用は、オキシ
トシン受容体の作動薬により見られ、オキシ
トシン受容体阻害薬存在下ではオキシトシ
ン応答は見られなかったので、オキシトシン
受容体の活性化を介することがわかった。オ
キシトシン受容体は代謝調節型受容体であ
るが、このことと一致して、パッチ電極内に
GDP-β-S を含めるとオキシトシン応答は抑



制された。 
 次に、その内向き膜電流の発生機序を調べ
た。オキシトシン電流の電流-電圧関係は、
調べたニューロンの 30%で K+の平衡電位近く
で逆転したが、残りの細胞では逆転しなかっ
た。オキシトシン膜電流の振幅は、高い K+濃
度や低い Na+濃度を持つクレブス液中では小
さくなった。また、ホスホリパーゼ C阻害薬
U-73122 や IP3誘起 Ca2+放出阻害薬 2-アミノ
エトキシジフェニルボラートはオキシトシ
ン膜電流の振幅を減少させたが、C キナーゼ
阻害薬ケレリスリン、Ca2+誘起 Ca2+放出阻害薬
ダントロレンおよびジブチリル環状AMPは作
用しなかった。以上より、オキシトシン膜電
流はホスホリパーゼＣと IP3 誘起 Ca2+放出を
介した K+や Na+の膜透過性変化により生じる
ことが示唆された。 
 膠様質には様々な型のニューロンが存在
しているので、同じニューロンでオキシトシ
ンとニコチン型アセチルコリン（ACh）受容
体作動薬ニコチンあるいはムスカリン型 ACh
受容体作動薬カルバモイルコリンの作用を
調べた。いずれの作動薬もオキシトシンと同
様に膜を脱分極させたので、オキシトシンは、
内因性鎮痛物質のAChと同様な機序で鎮痛に
働いていることが示唆された。 
 オキシトシン膜電流に対するバゾプレッ
シン V1A受容体阻害薬 TMA の作用を調べたと
ころ、TMA はその電流を抑制した。その受容
体作動薬アルギニンバゾプレッシンは、オキ
シトシンと同様に内向き膜電流を誘起した
が、両者の大きさの間に相関がなかった。そ
の結果、TMA は非特異的にオキシトシン受容
体を抑制したと推察した。 
 
（２）抑制性シナプス伝達の促進 
 オキシトシンは GABA やグリシンを介する
自発性抑制性シナプス後電流の発生頻度を
濃度依存性に増加し、それらの EC50 値は、そ
れぞれ、0.024μM と 0.038μM であった。こ
れらの作用はオキシトシンの繰り返し投与
によっても見られ、テトロドトキシン存在下
で消失した。これらのオキシトシン作用は、
いずれもオキシトシン受容体作動薬でも見
られる一方、オキシトシン受容体阻害薬の存
在下で消失した。 
 
（３）生後発達 
 雌の成熟ラットでは、雄と同様、オキシト
シンは膜の脱分極を誘起し、それらの大きさ
は雌雄間で有意差を示さなかった。また、生
後 14 日目の幼若雄ラットでは、成熟雄ラッ
トでは見られなかったオキシトシンによる
グルタミン酸の自発放出の増加が見られる
一方、成熟雄ラットと同様、自発性の抑制性
シナプス伝達の促進が見られた。 
 以上より、成熟ラットでのオキシトシンの
鎮痛作用機序は、バゾプレッシン受容体では
なくオキシトシン受容体の活性化→膜の脱
分極→活動電位発生→抑制性シナプス伝達

の促進、であることが明らかになった。この
機序は、雌雄いずれのラットでも見られる一
方、生後発達を示す可能性も示された。オキ
シトシンと同様な鎮痛機序はAChによっても
生じることが示唆された。 
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