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研究成果の概要（和文）： 

Na+-K+ATPase は細胞内外の Na+とＫ+の濃度を調節・制御しており、麻酔薬によるシグナル伝達

機構にどう影響するかを、麻酔作用の重要なターゲットである脊髄後根神経節ニューロン（感

覚ニューロン）および脊髄後角ニューロンにおいて検討した。Na+-K+ATPase もイオントランス

ポーターである Cation-Chloride Cotransporters (CCC)も、エンドセリンも麻酔薬の脊髄の疼

痛シグナル制御機構にさまざまな影響を与え、正常と損傷を受けた動物とによって異なること、

グリア細胞もその作用の一端を担っていることを示唆する結果を得た。 

 

研究成果の概要（英文）： 
 To examine whether anesthetic agents as well as drugs used during anesthesia could affect spinal 

signaling molecules we have done several studies in both intact animals or those with incision pain. In 

addition to Na
+
-K

+
ATPase and local anesthetics and Na

+
 channel blockers, intrathecal administration of 

Cation-Chloride Cotransporters and endotheline could affect spinal pain signaling molecules such as 

ERKs in both intact and injuried animals. Na
+
-K

+
ATPase inhibitor had antinociceptive synergistic 

interaction with  clonidine, alpha2-adrenoceptor agonist, on tetrodotoxin-resistant Na+ channels in rat 

dorsal root ganglion neurons. An ultra-short-acting β1-blockers differently inhibit the activity of  

voltage-gated tetrodotoxin-resistant Na+ channels in rat sensory neurons.  

Also with using PC cells and glioma cells, we found that Adenosine Triphate-Sensitive Potassium 

channel opener, inhibits muscarinic acetylcholine receptor-mediated activation of Extracellular 

Signal-Regulated Kinases(ERKs) and α2 adrenoreceptor agonist regulates protein kinase C-induced heat 

shock protein 27 phosphorylation in C6 glioma. We also examined to elucidate some of mechanisms of 

interleukin-1β-induced GDNF release and involvement of Rho-kinase in tumor necrosis 

factor-α-induced interleukin-6 release from glioma cells. 

    In addition to neuronal effects, the results studied have suggested that Na
+
-K

+
ATPase and ion 

transporter affect spinal pain transmission via activation of intracellular signaling molecules of glial 

cells. 
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１．研究開始当初の背景 

生体におけるNa+-K+ATPase(Na+-K+pump)の

役割の重要性は、Skou JCが1997年その発見で

ノーベル化学賞を得て以来、さまざまな面か

ら研究がされている。しかし、生命機能の中

枢を担うNa+-K+ATPase(Na+-K+pump)が、麻酔薬

の作用を受けた生体ではどのような影響を受

けているかは明らかではない。  

神経系の機能は、脳・脊髄のニューロンや

シナプスのイオンチャネルや受容体の活性に

よる神経伝達物質の遊離を介するシグナル伝

達分子のリン酸化によって維持される。麻酔

薬の作用は、疼痛制御機構の重要なターゲッ

トである脊髄後角ニューロンと脊髄後根神経

節ニューロン、更には中枢神経系のグリア細

胞への作用をも巻き込んだイオンチャネルへ

はもとより、シグナル伝達分子のリン酸化に

も影響することが明らかになってきた。  

 

２．研究の目的 

Na+-K+ATPase(Na+-K+pump)は、細胞内外のNa+

とK+の濃度を調節・制御しているN細胞膜にあ

る重要な膜たんぱくである。研究代表者らは

、Na+-K+ATPaseの抑止薬であるウアバイン（

Ouabain）の脊髄くも膜下腔への投与は、モル

ヒネと比較して著明な疼痛受容抑制作用のあ

る（Zeng W, Dohi S, et al：Anesthesiology 

1999）ことを見出しているので、Na+-K+ATPase

とともに他のイオントランスポーターが、麻

酔薬やその関連薬によってどう影響するかを

検討し、Na+-K+ATPaseの疼痛制御機構おける役

割の一端を明らかにすることにある。 

更に、NMR と SuperBrightX 線による解析の

た め の 準 備 の た め 、 Na+-K+ATPase の

recombinant を作成し、NMR と SuperBrightX

線回析装置の解析に耐える標的蛋白の精製

を行い、Na+-K+ATPase 作用時の構造変化の解

析への糸口を探ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（1）脊髄鎮痛機構におけるをNa+-K+ATPase
のの役割をin vivoの動物実験で脊髄および
脊髄後根神経節レベルで検討する。 

脊髄くも膜下腔内にカテーテルを挿入し

た ラ ッ ト の in vivo 系 を 用 い て 、

Na+-K+ATPaseのブロッカーであるouabain の

効果を対照群と下肢に損傷を作成した群と

で比較検討した。更に、脊髄スライス標本を

使用して、脊髄後角ニューロンのＭＡＰキナ

ーゼの活性を検討した。 

Cation-Chloride Cotransporters (CCC) 

の 役 割 を そ の Inhibitor で あ る

frosemide100ug/20ul、あるいは 溶液 20ul 

をラット脊髄くも膜下腔に投与し、行動変化

を観察した。またその Inhibitor である

frosemide のラット脊髄くも膜下腔に投与し、

行 6時間にわたって疼痛刺激に対する反応を

観察した。  

更に、脊髄後根神経節細胞レベルその作用
を脊髄運動ニューロンと DRG ニューロンの初
代培養細胞を用いて、Western blot 法で細胞
内シグナル伝達蛋白分子機構から明らかに
するため、脊髄後根神経細胞並びに脊髄スラ
イスを用いて細胞内シグナル伝達分子（ERK
活性）の変化を観察した。 
 
（２）ストレス蛋白質 (HSP)は中枢神経系に
おいて麻酔・手術状態では重要な役割を担う
蛋白と推測しており、その役割は知れられて
いない。ストレス蛋白質 (HSP)は中枢神経系
において細胞保護作用を持つとも推測され
ているので、手始めにわれわれは、ラットグ
リア細胞株 C6 細胞において、2受容体のアゴ
ニストである dexmedetomidine が低分子量
HSP の一つである HSP27 におよぼす影響を検
討した。 
 
４．研究成果 

（1） in vivo研究の成果 

Na+-K+ATPase の in vivo における脊髄鎮

痛機構における役割に続いて、CCC の

inhibitor、furosemide はラットの疼痛刺激

に対する閾値を低下させたが、切開手術モデ

ルの痛みは抑制したことを見出した。 

脊髄疼痛制御機構におけるイオントランス

ポーターの役割に関する研究は、世界的にも

始まったばかりであり、Cation-Chloride 

Cotransporters (CCC)は、手術切開モデルで

は切開部周辺の痛覚過敏に関与していること

が推測され、これはインパクトの与える研究

成果であると考えている。 

 更に、わが国で発見されたエンドセリン

ET-1 を切開モデルラットの脊髄クモ膜下腔



に投与すると、鎮痛効果を示し、その作用は、

ETA および ETB 受容体を介していると推察さ

れた。DRG ニューロンと、脊髄後角マイ

クログリアの結果は共に、脊髄クモ膜下

腔に投与した ET1 は、切開による活性を

抑制し、アンタゴニスト A,B は共に、そ

の ET1 の作用を抑制し、これは疼痛閾値

の結果と一致した。この作用がミクログ

リアの作用を介していることを示唆す

る結果を得た。 

これらの結果は、イオントランスポーター

は、脊髄鎮痛制御機構にさまざまな影響を与

えており、その役割は、正常の場合と損傷を

受けた動物とによって異なることを示唆する

ものである。Cation-Chloride 

Cotransporters の脊髄疼痛制御機構におけ

る役割は、Na+-K+ATPase(Na+-K+pump)の役割や

、麻酔薬のNa+チャネルに対する作用ほど著明

でないと推測された。 

 

DRG ニューロンと、脊髄後角マイクロ

グリアの結果は共に、脊髄クモ膜下腔に

投与した ET1 は、切開による活性を抑制

し、アンタゴニスト A,B は共に、その ET1

の作用を抑制し、これは疼痛閾値の結果

に合致する。  

脊髄後角の酵素染色では、差がみられ

なかったが、染色自体による問題か、あ

るいは切開後 30 分では、有意な差が現

れなかった可能性がある。  

脊髄クモ膜下腔に投与した ET-1 は鎮痛

作用を有し、その作用は ETA、ETB 受容

体を介する。またその一部はマイクログ

リア細胞を介すると推察される。 

 

（2） in vitro 研究の成果 

グリア細胞（アストロサイト）は成長因子

を遊離することによってニューロン活動を

賦活する。さらに、グリア細胞由来の神経成

長因子（G DNF）はニューロンや損傷を受け

た組織のアストロサイトに発現する。この機

序を明らかにする検討を行った。 

グリオーマ細胞を用いて検討した結果、

IL-1βはグリア細胞由来の神経成長因子

（GDNF）の遊離を刺激すること見出し、この

結 果 は IrB-nuclear factor kappaB 、

p38MAPkinase, p44/ ｐ 42kinase, そ し て

JAK-STAT3 の経路を介すること、しかし

SAPK/JNK の経路ではないことをおいて明ら

かにした。 

また、PC12 細胞を用いた研究で母、

ATPK+channel はムスカリン受容体を介した

ERK の活性化を抑制するという結果が得られ、

これの脊髄鎮痛機構のシグナル伝達機構に

影響することが示唆された。 
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