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研究成果の概要（和文）：後根付き脊髄スライスを用いて、脊髄後角細胞の細胞内Ca2+の変動を可視化し、痛み
刺激に対する後角細胞の興奮の強さと広がりを可視化することに成功した。痛み刺激の代用として後根を電気刺
激することにより、まず、後角浅層部（第2層）内痩躯の細胞が最も早く強く興奮し、その後、第2層中央部や第
3層に興奮が広がることがわかった。
次に、糖尿病性神経障害性疼痛モデルを作成し、神経障害性疼痛治療薬であるプレガバリンの後角細胞の興奮に
対する作用を検討した。その結果、臨床濃度のプレガバリンは糖尿病性神経障害性疼痛モデルの脊髄において興
奮の強さや広がりに有意に影響にないことが判明した。

研究成果の概要（英文）：Pregabalin is thought to exert its therapeutic effect in neuropathic pain by
 inhibiting the activity of spinal dorsal horn(DH) neurons. However, whether a clinical 
concentration of pregabalin can cause acute inhibition of DH neurons in the spinal cord is 
controversial. To address this issue, we undertook intracellular Ca2+imaging studies using spinal 
cord slices, and examined if pregabalin acutely inhibits the primary afferent stimulation-evoked 
excitation of DH neurons in normal rats and in rats with painful diabetic neuropathy.Clinically 
relevant(10 μM) and a very high concentration of pregabalin(100 μM) did not affect dorsal roots 
timulation-evoked Ca2+ signals in normal and diabetic neuropathic rats.These results suggest that 
the activity of DH neurons in the spinal cord is not inhibited acutely by clinical doses of 
pregabalin. It is very unlikely that an acute inhibitory action in the DH is the main analgesic 
mechanism of pregabalin in neuropathic pain states.

研究分野：麻酔科学
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１．研究開始当初の背景 
 プレガバリンやガバペンチン等のガバ
ペンチノイドは国際疼痛学会が神経障害
性疼痛に対する第一選択薬と位置づけて
いる薬剤であり、一次求心性線維終末の電
位依存性 Ca2+チャネルのα2δサブユニッ
トに選択的に結合し、神経伝達物質の放出
を急性に抑制することによって脊髄後角
細胞の興奮を抑制し、鎮痛作用を発揮する
と推定されていた。一方、人を対象とした
臨床データでは、プレガバリンは内服後、
約1時間で最高血中濃度に達し、脳脊髄液
中の濃度も約8時間で最高濃度に達するに
もかかわらず、鎮痛効果発現までには数日
〜数週間かかり、プレガバリンの急性作用
が鎮痛作用機序であることが疑問視され
ている。これまで基礎研究で報告されてい
た急性作用は臨床濃度の100倍以上濃度の
プレガバリンを用いて観察されたもので
あり、臨床濃度（約1-2M/L)でも同様の急
性作用があるのかどうか明らかではなく、
臨床濃度で脊髄後角細胞の興奮を抑制す
るかどうか明らかにする必要があった。ま
た、一方で、正常ラットではプレガバリン
は作用しないが糖尿病性神経障害性疼痛
モデルラットでは有意に一次求心性線維
終末からの神経伝達物質の放出を急性に
抑制するようになるという報告もあり、よ
り信頼できる方法で再検する必要もあっ
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ガバペンチノイドの一種で
あるプレガバリンが脊髄後角一次求心性
線維から入力される痛覚情報によって誘
発される脊髄後角細胞の興奮を臨床濃度
で急性に抑制する作用があるかどうか、正
常動物と神経障害性疼痛モデル動物の両
方で検証することを目的とする。それによ
り、脊髄レベルでの急性の抑制効果がプレ
ガバリンの主たる鎮痛機序であるかどう
かを検証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 もしプレガバリンが本当に一次求心性
線維からの興奮性伝達物質（グルタミン
酸）の放出を急性に抑制するとしたら、そ
の結果として脊髄後角細胞の興奮は急性
に減弱するはずである。細胞内 Ca2+は神経
の興奮（活動電位の発生）とほぼ同様の変

動を示すことから、本研究では脊髄後角細
胞の興奮の指標として細胞内 Ca2+を用い、
脊髄スライスから光学的に細胞内 Ca2+の高
速イメージングを行った。実験動物は週齢
10週以上の Wistar 系完全成熟雄性ラット
を用いた。臨床において、これらのガバペ
ンチノイドは糖尿病性神経障害性痛患者
によく用いられるため、神経障害性疼痛モ
デル動物としては糖尿病性神経障害性痛
モデルを用いた。 
（1）後根付き脊髄スライスの作成 
 ウレタンの腹腔内投与によりラットを
麻酔し、下部胸椎から下部腰椎まで椎弓切
除を行った。腰仙部脊髄を摘出し、約4℃
に冷却した人工脳脊髄液（クレブス液）中
で L5レベルの後根付き脊髄横断スライス
標本を、マイクロスライサーを用いて作成
した。このスライスを Ca2+指示薬(Rhod-2)
で染色する前に室温下で約1時間、
95%02,5%CO2ガスで酸素化したクレブス液
で灌流した。 
（2）Ca2+指示薬によるスライスの染色 
 約1時間の灌流後、このスライス標本を
Rhod-2(Ca2+指示薬)0.33mg を含んだクレブ
ス液（4ml)の中で攪拌しながら約90分染色
した。その後、染色したスライスを記録用
チェンバーに移し、95%02,5%CO2ガスで酸素
化したクレブス液（37℃）で灌流した。 
（3）糖尿病性神経障害性痛モデルの作成 
 糖尿病の作成は膵臓のベータ細胞を破
壊するストレプトゾトシン（60mg/kg 体重)
の腹腔内投与によって行った。血糖値の明
らかな持続的上昇を確認後、１週間ごとに
後肢足底への機械的刺激に対する逃避閾
値が経時的に低下していくことを確認し
た。また、逃避閾値が低下するだけでなく、
刺激した後肢をなめる・振り回すなどの異
常な逃避行動が認められるようになった。
糖尿病作成から4週間後に腰部脊髄を取り
出して脊髄スライスを作成した。 
（4）細胞内 Ca2+イメージング 
 脊髄スライスからの細胞内 Ca2+イメージ
ングシステムは最短で0.6ミリ秒間隔で測
定できる高速画像解析装置（MICAM02）を
用いた。後根刺激は吸引電極によって行い、
20秒間隔で32回刺激して加算平均を行っ
た。薬物投与は刺激の10分前から灌流投与
によって行い、刺激中も薬物投与を続けた。
プレガバリンの濃度は0,10,100,300μM/L
を用いた。臨床濃度は10M/L 以下であるの



で、この濃度で脊髄後角細胞に抑制作用が
あるかどうかに特に注目した。 
 
４．研究成果 
 平成26年度は主に Rhod-2による脊髄スラ
イス染色法に関する至適条件の検索を行っ
た。その結果、上記の様に Rhod-2の濃度は
0.33mg/4ml、染色時間は90分以上であること
がわかった。 
 平成27,28年度は後根刺激で後角細胞に誘
発される興奮反応の特徴を調べ、正常ラット
と糖尿病ラットから摘出した脊髄スライス
を比較した。後根を Aδおよび C 線維が刺激
される刺激強度で電気刺激すると脊髄後角
浅層部（特に後角第2層の内側部）に一致し
て変化率2.0〜2.5％程度の細胞内 Ca2+濃度の
上昇が認められた。しかし、脊髄後角の興奮
性は正常ラットと糖尿病ラットで有意な差
はなかった。 
 次に、正常および神経障害性痛モデルの脊
髄後角細胞の興奮性に対するプレガバリン
10,100,300μM/L の作用を Ca2+イメージング
法を用いて検索した。正常および神経障害性
痛モデルの両方の脊髄において、臨床濃度の
10μM/L においてプレガバリンは有意な抑制
作用を示さなかった。また、臨床濃度の100
倍程度の濃度である100μM/L でも有意な抑
制作用を示さなかった。さらに、プレガバリ
ンの濃度を300μM/L にしたところ、正常およ
び神経障害性痛モデルの両方において、若干
の抑制作用（20%程度）が観察された。しか
し抑制の程度には正常および神経障害性痛
モデル間で有意な差はなかった。 
 以上の結果から、臨床濃度（10μM/L）や
臨床濃度以上の濃度（100μM/L）でもプレガ
バリンには脊髄後角細胞の興奮性を急性に
抑制効果はないことがわかった。また、糖尿
病性神経障害性痛モデル動物の脊髄でも同
様に抑制効果を示さなかったことから、神経
障害性痛の状態でのみ、これらの薬剤が鎮痛
効果を発揮するという仮説も否定的となっ
た。300μM/L の非常に高濃度のプレガバリン
では若干の抑制作用が見られたが、この濃度
は臨床的には達し得ない濃度であるため、臨
床的意義はないと考えられた。 
 本研究ではプレガバリンの正確な作用機
序を解明するには至らなかったが、少なくと
もこの薬剤の主たる鎮痛作用機序は一次求
心性線維終末の電位依存性 Ca2+チャネルに対
する急性抑制作用ではなく、おそらくタンパ

クの発現やその輸送過程等、ある程度時間の
かかる過程に作用して鎮痛作用を発揮する
可能性が高いことが強く示唆された。 
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