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研究成果の概要（和文）：顆粒球コロニー刺激因子(Granulocyte colony-stimulating factor; G-CSF)の脊髄後角にお
けるシグナル伝達に及ぼす影響についてパッチクランプ法により解析を行った。脊髄横断スライスを用いた解析では興
奮性シナプス後電流は増強傾向にあった。また、抑制性シナプス後電流は特に変化を認めなかった。一方、生体環境に
近いin vivoパッチクランプ法ではsEPSCは抑制傾向がみられた。脊髄後角ニューロンによってG-CSFに対する反応は細
胞特異性があるものと思われるが、弱いながらも興奮性シナプス伝達を抑制する事でG-CSFの鎮痛効果の一役を担って
いる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated effects of Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) onto the 
synaptic transmission of the rat spinal dorsal horn neurons by patch-clamp methods. In our study, bath 
application of G-CSF tended to enhance spontaneous excitatory postsynaptic currents (sEPSCs) of dorsal 
horn neurons. On the other hand, G-CSF had no effect onto spontaneous inhibitory postsynaptic currents 
(sIPSCs) of dorsal horn neurons. Moreover, we analyzed how G-CSF affected dorsal horn neurons by in vivo 
patch-clamp. It showed that sEPSCs were slightly inhibited by bath application of G-CSF. These results 
suggest that dorsal horn neurons have cell-specific response to G-CSF. We think that inhibitory effects 
onto excitatory neurotransmission by G-CSF lead analgesic actions.

研究分野： 整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
 慢性疼痛、とりわけ神経因性疼痛は既存の
非ステロイド性抗炎症薬（NSAIDs）やオピ
オイドなどの鎮痛薬に抵抗する場合が多く、
治療に難渋する。近年、顆粒球コロニー刺激
因 子 (Granulocyte colony-stimulating 
factor; G-CSF)には脊髄損傷における神経保
護作用があり、運動機能回復のみならず脊髄
損傷後疼痛の改善に寄与していることが報
告されている。脊髄損傷による後遺症の一つ
脊髄損傷後疼痛は神経障害性疼痛の一形態
で有るが、G-CSF が脊髄損傷後疼痛のみなら
ず、神経障害性疼痛全般にわたって、鎮痛効
果をもたらす可能性があると思われる。しか
しながら、G-CSF の鎮痛作用のメカニズムは
いまだ明らかでない。 
 
２．研究の目的 
 G-CSF がどのような作用機序で神経障害
性疼痛に鎮痛効果をもたらすのか分子的メ
カニズムは未だ不明である。G-CSF が脊髄損
傷後疼痛に効果があることから G-CSF は痛
覚伝達の中継基地である脊髄後角において
シナプス伝達になんらかの影響を与えてい
るものと考えられる。本研究では脊髄後角に
おける興奮性シナプス伝達および抑制性シ
ナプス伝達に対して G-CSF の影響を脊髄ス
ライスパッチクランプ法および in vivo パッ
チクランプ法を電気生理学的に解明するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
《ラット脊髄横断スライスからのパッチク
ランプ記録》 
5〜６週齢の雄性ラットをウレタン(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 paired t-test で行
い、P<0.05 をもって有意と判定した。 
 
《in vivo パッチクランプ法》 
 In vivo パッチクランプ法に関しては
Taniguchi (Pain. 2011)による。ラットをウ
レタン（腹腔内投与：1.2〜1.5g/kg）で麻
酔後、胸腰椎部に縦切開を行い、Th12 か
ら L2 まで椎弓切除術を行う。次にラット
を脊髄固定器で固定し、皮切部の辺縁を引
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
灌流する。実体顕微鏡下に硬膜を切除し、
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、
クモ膜と軟膜に微細ハサミ、鑷子を用いて
電極刺入用の開窓を行い、記録の準備を終
える。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。薬液の灌流は人工脳脊髄
液と同ラインを用いて行う。記録細胞は第
Ⅱ層の膠様質を狙うが、記録電極を刺入す
る深さからある程度の同定は可能である
（脊髄表面から約 150μm 以内）。 
 
４．研究成果 
 顆粒球コロニー刺激因子（G-CSF）が脊髄
後角ニューロンの興奮性シナプス伝達に及
ぼす影響について、ラット脊髄横断スライス
にパッチクランプ法を適応して解析を行っ
た。-70mV の電位固定下に脊髄第Ⅱ層のニュ
ーロンから自発性興奮性シナプス後電流
（ spontaneous excitatory postsynaptic 
currents: sEPSCs）に対する G-CSF の影響を
調べた。G-CSF を 100μg/100ml を５分間灌流
投与した場合の sEPSC の頻度・振幅の変化率
はそれぞれ平均 131.2 ± 14.5 ％, 及び
98.6 ± 4.2 ％(n = 11)であった。平均する
と全体的には sEPSCs は頻度が増強傾向にあ
ったが Student paired t 検定による統計処
理上では有意差を認めなかった。この理由と
して、脊髄後角内におけるニューロン特性が
存在する可能性が考えられた。個々のニュー
ロンの変化の内訳は頻度、振幅ともに 10％以
上の変化を有意な変化として判定すると、頻
度で増強していたものが 45.5％、減少してい
たものが 18.2％、変化なしが 36.3％であっ
た。振幅に関しては増強していたものが
18.2％、減少していたものが 18.2％、変化な
しが 63.6％であった。次に自発性抑制性シナ
プ ス 後 電 流 （ spontaneous inhibitory 
postsynaptic currents: sIPSCs）に対する



G-CSF の作用を解析した。G-CSF を 100μ
g/100mlを５分間灌流投与した場合のsIPSCs
の頻度・振幅の変化率はそれぞれ平均 104.7 
± 6.8 ％, 及び 88.7 ± 5.0 ％(n = 9)であ
った。その結果、統計学上は特に IPSC に対
する有意な作用は認めなかった。本研究の計
画段階では G-CSF は脊髄後角レベルで sEPSC
の抑制をもたらす、あるいは IPSC の増強を
もたらすと仮説をたてていたが、今回の結果
は仮説と異なる結果となった。そこで、次に
より生体環境に近い状態である in vivo 標本
を用いた in vivo パッチクランプ法により、
G-CSF の sEPSCs に対する反応を解析した。脊
髄スライスの時と同様に-70mV の電位固定下
に脊髄第Ⅱ層のニューロンから sEPSCs に対
する G-CSF の影響を調べた。G-CSF を 100μ
g/100mlを５分間灌流投与した場合のsEPSCs
の頻度・振幅の変化率はそれぞれ平均 94.5
±4.8％, 及び 103.4±5.5 ％(n=16)であっ
た。平均するとスライス標本とは違い、全体
的にはsEPSCsは頻度が抑制傾向にあったが、
統計処理上では有意差を認めなかった。個々
のニューロンの変化の内訳は頻度、振幅とも
に 10％以上の変化を有意な変化として判定
すると、頻度で増強していたものが 18.8％、
減少していたものが 12.5％、変化なしが
68.7％であった。振幅に関しては増強してい
たものが 25％、減少していたものが 25％、
変化なしが 50％であった。G-CSF に対する脊
髄後角細胞の反応は二相性であることから、
やはり何らかの細胞特性を有する可能性が
あると思われ、その鎮痛機序は複雑なもので
あると考えられる。生体環境に近い in vivo 
標本では sEPSCs が抑制傾向を認めたことか
ら、G-CSF は脊髄後角ニューロンに対する一
次求心性線維からの興奮性神経伝達物質で
あるグルタミン酸の放出を弱いながらも抑
制する事で、鎮痛効果を有する可能性が示唆
された。さらに G-CSF の鎮痛機序には短期的
な作用のみならず、長期的な作用機序が存在
する可能性もある。そのような観点から、今
後、脊髄損傷後疼痛モデルや末梢神経障害モ
デルラットを用いた in vivo パッチクランプ
法やこれらのモデルにG-CSFを髄注したモデ
ルなどでの解析を行い、本研究を継続する予
定にしている。 
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