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研究成果の概要（和文）：活性酸素の一つである過酸化水素は、脊髄前角において、興奮性シナプス前終末に直
接作用し、N型電位依存性カルシウムチャネル(VGCC)、リアノジン受容体、イノシトール3リン酸受容体(IP3R)を
活性化してグルタミン酸の放出を増加させた。また、抑制性シナプス前終末にも直接作用し、IP3R活性化により
GABA放出を増加させた。このGABAは興奮性シナプス前終末やシナプス後細胞に作用して、過酸化水素によるグル
タミン酸過剰放出や細胞興奮性増強を抑制しており、生体防御機構として機能していると考えられた。さらに、
N型VGCC阻害薬は脊髄損傷モデルラットにおいて脊髄保護効果を有することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated how pathological levels of H2O2, an abundant reactive oxygen
 species, regulate synaptic transmission and neuronal excitability in VH neurons of rats using a 
whole-cell patch-clamp approach. H2O2 increased the release of glutamate and GABA from presynaptic 
terminals. The increase in glutamate release involved N-type voltage-gated calcium channels (VGCCs),
 ryanodine receptors (RyR), and inositol triphosphate receptors (IP3R); the increase in GABA 
release, which inhibited glutamatergic transmission, involved IP3R. On the other hand, H2O2 
decreased neuronal excitability via activation of extrasynaptic GABAA receptors. H2O2 depressed the 
medium and slow afterhyperpolarisation, suggesting that H2O2 per se has the potential to induce 
hyperexcitability in VH neurons via a decrease in conductance of small-conductance calcium-activated
 potassium (SK) channels. Moreover, N-type VGCC inhibitor (ziconotide) attenuated damage induced by 
spinal cord injury in rat models.

研究分野：整形外科
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１．研究開始当初の背景 
脊髄損傷や虚血は運動麻痺を引き起こし、
患者の生活の質を著しく低下させる重篤な
病態である。これらの病態には、以前より活
性酸素 (ROS)の関与が報告されている。ROS
による神経障害の機序の一つとして、神経シ
ナプスにおいて興奮性神経伝達物質である
グルタミン酸の過剰放出を生じ、シナプス後
細胞のグルタミン酸受容体の活性化による
過剰な興奮と、それに引き続く細胞内 Ca2+

濃度の上昇が細胞死を引き起こす、「グルタ
ミン酸毒性」が報告されている。グルタミン
酸受容体には NMDA型、AMPA型、カイニ
ン酸 (KA)型、代謝型 (mGlu)受容体があるが、
全てのグルタミン酸受容体を同時に阻害す
る薬剤は存在しないことから、治療標的をシ
ナプス前終末とし、グルタミン酸の過剰放出
自体を抑制する戦略の方が効果的な脊髄保
護作用を期待できる。しかし、ROSによるシ
ナプス前終末からのグルタミン酸過剰放出
の機序は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ROSが脊髄前角運動ニュ
ーロンのシナプス伝達および細胞興奮性に
対する作用機序を電気生理学的実験 (パッチ
クランプ法)で解明することである。さらに、
ROS によるグルタミン酸の過剰放出を抑制
することで、脊髄保護効果を発揮することが
できるかを、脊髄損傷モデルラットを用いて
検討することである。 
 
３．研究の方法 
(1) 電気生理学的実験 
幼若ラットにウレタン麻酔を行って脊髄
を摘出し、厚さ約 500 μmの脊髄横断スライ
スを作成し、記録用チャンバーに移して人工
脳脊髄液 (ACSF)で灌流した。近赤外線微分
干渉顕微鏡を用いて脊髄前角第 IX 層のニュ
ーロンをテレビモニター下に観察しながら
微小電極を誘導し、ホールセル・パッチクラ
ンプ記録を行った。ROSとして、過酸化水素 
(H2O2, 1 mM, 5分)を灌流投与した。 
①シナプス伝達に対する作用機序の検討 
記録は電位固定法で、電位依存性 Na+チャ
ネル阻害薬 (テトロドトキシン)投与下に行
った。保持膜電位を－70 mVとすることで微
小興奮性シナプス後電流  (miniature 
excitatory postsynaptic current, mEPSC)を、
保持膜電位を 0 mVとすることで微小抑制性
シナプス後電流  (miniature inhibitory 
postsynaptic current, mIPSC)を記録した。 

H2O2投与によるmEPSC、mIPSCの頻度、
振幅の変化を検討した。 
②細胞興奮性に対する作用機序の検討 
 電流固定法で、-80～220 pAのステップパ
ルス電流に対する膜電位の変化、活動電位 
(AP)の発生頻度、振幅、rheobase (少なくと
も一つの APが発生する最も低い電流)、膜抵
抗、後過分極電位 (AHP)などを解析した。 

(2) 脊髄損傷モデルラットを用いた実験 
 Wistar系成熟ラット (雄、400－450 g)を
用い、吸入麻酔薬 (イソフルレン)で全身麻酔
下に皮膚切開し、第 8胸椎および第 4腰椎の
椎弓を切除した。まず、第 4腰椎高位で硬膜
とくも膜を切開し、くも膜下カテーテルを留
置した。次いで、第 8胸椎高位で専用のデバ
イス (Infinite Horizons Impactor)を用いて
80 kilodynesの力で脊髄に圧挫を加え、不全
脊髄損傷モデルを作成した。電気生理学的実
験で ROS の興奮毒性に対する抑制効果を認
めたN型電位依存性Ca2+チャネル阻害薬 の
一つであるジコノチド (ZIC)の脊髄保護効果
をくも膜下投与で検討した。対照群では溶媒
のみ投与した。 
運 動 機 能 を Basso-Beattie-Bresnahan 

(BBB) score で評価した。オープンフィール
ド上でのラットの行動を ZIC 群と対照群を
識別できない状態で観察、評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 電気生理学的実験 
① シナプス伝達に与える影響 
 H2O2を灌流投与すると、mEPSCの振幅は
不変であったが、頻度は二相性の変化を示し
た。mEPSCの頻度は H2O2投与開始 2－5.5
分でコントロールの 163%に増加したが、そ
の後は減少に転じ、H2O2投与終了後 10分で
コントロールの 52%に減少した。この結果は、
H2O2が興奮性シナプス前終末に直接作用し、
グルタミン酸の放出に影響を与えているこ
とを示している。シナプス前終末からの神経
伝達物質放出確率は細胞内 Ca2+濃度に依存
することが報告されており、H2O2 の作用機
序に細胞内 Ca2+濃度の変化が関与している
かを検討した。Ca2+を除去した ACSFを用い
ると、H2O2による mEPSC の頻度増加が抑
制されたことから、シナプス前終末への Ca2+

流入増加が関与していることが判明した。電
位依存性 Ca2+チャネル  (Voltage-gated 
calcium channel, VGCC)の各サブタイプの
阻害薬を投与したところ、N 型 VGCC 阻害
薬により H2O2による mEPSCの頻度増加は
完全に抑制された。次に細胞内 Ca2+貯蔵庫で
ある小胞体からの Ca2+放出増加が関与して
いるかを検討するため、小胞体に存在するリ
アノジン受容体 (RyR)またはイノシトール 3
リン酸受容体 (IP3R)に対する阻害薬をそれ
ぞれ投与した。その結果、RyR 阻害薬では
mEPSC の頻度増加が、 IP3R 阻害薬で
mEPSC の頻度増加と減少の両者が抑制され
た。以上から、H2O2 は興奮性シナプス前終
末に直接作用し、N 型 VGCC の活性化を介
したシナプス前終末への Ca2+流入、および
RyR、IP3R の活性化を介した小胞体からの
Ca2+放出によりグルタミン酸の放出を増強
することが示された (図 1A)。次に、H2O2投
与によるmEPSC頻度減少の機序を検討した
ところ、GABAA 受容体阻害薬により抑制さ
れた。この結果は H2O2投与により抑制性神



経伝達物質である GABAが過剰に放出され、
興奮性シナプス前終末の GABAA受容体の活
性化によりグルタミン酸放出が減少してい
る可能性を示唆している (図 1B)。 
保持膜電位を 0 mVとし、グリシン受容体
阻害薬を投与することでGABA性mIPSCを
記録した。H2O2 を投与すると、GABA 性
mIPSC の振幅は不変であったが、頻度はコ
ントロールの 648%へ有意に増加し、投与終
了後 10 分の時点でも頻度増加は持続してい
た (223%)。この変化は IP3R阻害薬を投与す
ることで抑制された。以上より、H2O2 は抑
制性シナプス前終末にも直接作用し、小胞体
の IP3Rの活性化を介してGABA放出を増加
させることが示された。この結果は IP3R 阻
害薬で H2O2による mEPSCの頻度増加およ
び減少が抑制されたことに矛盾しない (図
1B)。 
過剰に放出された GABA は興奮性シナプ
ス前終末に作用してグルタミン酸の放出を
抑制していたことから、「グルタミン酸毒性」
に対する生体の防御機構と考えられる。従っ
て、N型 VGCC阻害薬や RyR阻害薬を用い
ることで、GABAによる神経保護作用を損な
うことなく、H2O2 によるグルタミン酸の過
剰放出を選択的に抑制することが可能とな
り、効率的な神経保護効果を期待できる。 

 
② 細胞興奮性に与える影響  
 電流固定法でス
テップパルス電流
を加えて細胞興奮
性の変化を検討し
た (図 2)。膜抵抗
Rinは H2O2投与に
よりコントロール
の 79.5%±5.0%に
有意に低下した。一方、rheobaseはH2O2投
与により有意に増加し  (コントロール比
160.2%±18.5%)、AP 発生数も有意に減少し
た。AHP に関しては、medium-および
slow-AHP (mAHP, sAHP)の振幅は H2O2投
与 に よ り そ れ ぞ れ コ ン ト ロ ー ル の
89.8%±2.7%、30.5%±7.8%へ有意に減少した
が、fast-AHPは有意な変化を認めなかった。 
  次に、H2O2 投与によるこれらの変化に
GABAA 受容体の活性化が関与しているか否
かを検討するために、GABAA 受容体阻害剤
であるビククリン (BIC)存在下に同様の実
験を行った (図 3)。AP発生数、Rin、rheobase
の変化は BIC 20 µMで抑制されず、BIC 40 

µM で完全に抑制され、
BIC 100 µMではAP発
生数、Rinは H2O2投与
により有意に増加し、
rheobase は有意に減少
した。 
 GABAA 受容体には、
シナプス内に存在する
シナプス内 GABAA 受
容体とシナプス外に存
在 す る シ ナ プ ス 外
GABAA 受容体があり、
後者は GABAに対して
より高親和性であるこ
とが知られている。シナ
プス内 GABAA 受容体
の活性化を反映する
GABA作動性 sIPSCは
BIC 20 µMで完全に抑制され、H2O2投与時
も同様であった。前述の電流固定法での実験
において、BIC 20 µMではH2O2の作用を抑
制できなかったことから、H2O2 による興奮
性や膜特性の変化にはシナプス外 GABAA受
容体が関与していると考えられた。そこで、
H2O2 投与によ
りシナプス外
GABAA 受容体
の活性化が増強
しているか否か
を検討するため、
電位固定法 (保
持膜電位  = 0 
mV)にて GABA作動性 tonic currentの変化
を検討したところ、その振幅は 26.5±3.4 pA
から 39.3±4.6 pAへと有意に増加した (図 4)。 
 以上より、H2O2はmAHPおよび sAHPを
抑制することで細胞興奮性を増強させるが、
過剰に放出された GABA によりシナプス外
GABAA 受容体が活性化し、結果として細胞
興奮性は低下していた。したがって、シナプ
ス外 GABAA受容体は ROS による興奮毒性
に対する生体防御機構としての働きがある
と考えられ、新たな治療標的となり得る。ま
た、mAHP、sAHP抑制機序に関しても今後
更なる解析を行うことで、治療標的となり得
ると考える。 
(2) 脊髄損傷モデルラットを用いた実験 

BBB score を用
いた運動機能評価
では、ZIC群 (n = 
4)、対照群 (n = 4)
ともに、損傷 4 時
間後より後肢運動
機能は改善傾向を
認めた。各記録時
点において対照群
と ZIC 群の BBB 
score を比較すると、脊髄損傷後 7 日日以降
で ZIC群の BBB scoreが対照群と比較して
有意に高かった。 
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