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研究成果の概要（和文）：α2受容体作動薬デクスメデトミジンとキシラジンは，脊髄の運動及び痛覚反射電位を抑制
した．α2A受容体機能的欠損D79Nマウスでは，両薬物の痛覚反射電位の抑制は減弱したが，運動反射電位の抑制は変わ
らなかった．α2作動薬の鎮痛効果にはα2A受容体が，運動反射の抑制にはそれ以外の機序が関与していると考えられ
る．脊髄神経活動に影響を与えるアデノシンは，アデノシン代謝酵素阻害薬によってアストロサイトから放出されるこ
と，またCa2+除去ではATPが放出されアデノシンに代謝されることが示された，一方，硫化水素はニューロンに発現す
る合成酵素CST/MPSTで産生され，神経活動に影響を与えることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：alpha-Adrenoceptor agonists, dexmedetomidine and xylazine inhibited spinal motor a
nd nociceptive reflex potentials. In the alpha2A receptor-functional deficient D79N mice, the inhibitory e
ffect on nociceptive but not motor reflex potentials by these agonists was attenuated. alpha2A-Receptors a
re suggested to be involved in the alpha2-agonist-evoked analgesia but not the inhibition of motor reflex.
 Adenosine and hydrogen sulfide (H2S) influence spinal neuronal activity. In the spinal astrocytes, the ad
enosine metabolic inhibitors released adenosine, while Ca2+-removal released ATP, which was degraded to ad
enosine. In the neurons, H2S is produced by the synthase CST/MPST. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）動物の疼痛管理は，獣医診療のみなら
ず動物愛護の観点からも極めて重要である
が，その疼痛管理の理論的な根拠はしっかり
していない．獣医療では鎮静・鎮痛薬として
多用される α2 受容体作動薬は，受容体サブ
タイプ特異的な作動薬・拮抗薬に乏しく，そ
の作用メカニズムの解析が進んでいない．現
在，遺伝子改変マウスが多数作出され，行動
異常に関わる遺伝子が報告されているが定
性的な行動解析に基づいているものが多く，
定量性にかけその結論は曖昧なものが多い．
遺伝子改変マウスを用いて痛覚反射と運動
反射に必須な遺伝子の機能をそれぞれ分離
して電気生理学的に検討することができれ
ば，すなわち定量的解析による詳細なメカニ
ズムの検討が可能になる． 
 
（２）痛覚反射と運動反射の定量的な解析に
より新たな鎮痛薬など脊髄に作用する薬物
の開発が可能となるが，その候補化合物とし
てアデノシンや硫化水素が挙げられる．アデ
ノシンは虚血などの病態で細胞外に蓄積し，
神経活動を抑制することが知られているが，
鎮痛作用をもたらすことも報告されている．
中枢神経におけるアデノシンの主要な産生
源はアストロサイトと考えられているが，そ
の放出機序は不明である．また，硫化水素の
産生細胞は特定されていない．アデノシンや
硫化水素の放出機構を明らかにすることで，
新規鎮痛薬の開発につなげることができる． 
 
２．研究の目的 
  
（１）新生仔マウス摘出脊髄標本から反射電
位を記録し，α2受容体作動薬の効果を解析す
ることが可能な実験系を構築する．各種 α2
受容体作動薬や関連薬物を適用し，痛覚反射
と運動反射に対する効果を検討する． 
 
（２）α2受容体に変異を持つ遺伝子改変マウ
スを導入し，痛覚反射と運動反射を定量的に
解析することで，α2受容体作動薬の作用機構
を明らかにする． 
 
（３）アデノシンはグリア伝達物質の候補の
一つであり，脊髄神経に対する抑制効果を示
すことで，鎮痛作用をもたらすことが知られ
ている．そこで，脊髄アストロサイトからの
アデノシン放出機構を明らかにする．  
 
（４）硫化水素の神経系細胞における産生・
放出機構を検討し，その性質を明らかにする． 
 
３．研究の方法 
 
（１）摘出脊髄の反射電位測定 
 
①C57BL/6J及びα2A受容体機能を著しく欠
損した D79N（B6.129S2-Adra2atm1Lel/J）マ

ウスを使用した．D79Nマウスは変異をホモ
で持つ親マウスの交配により生まれた仔マ
ウスをジェノタイピングで D79N（α2A-/-）
及び野生型（α2A+/+）に分類した． 
 
②生後１週間以内の新生仔マウスより脊髄
を摘出し，半裁脊髄標本を作製した．酸素
（95%）＋二酸化炭素（5％）で通気した人
工脳脊髄液で灌流した実験槽内（27±2℃）に
標本を設置した．脊髄後根に刺激電極を，脊
髄前根には記録電極をそれぞれ取り付けた．
後根の電気刺激により前根から痛覚反射電
位（sVRP：遅発性前根電位）と運動反射電
位（MSR：単シナプス反射電位）を記録した．
痛覚反射電位 sVRPは曲線下面積を，運動反
射電位MSRは振幅を測定した（図 1）．各薬
物は人工脳脊髄液に加え，脊髄へ適用した． 
 

（２）脊髄アストロサイトのアデノシン放出 
 
①新生仔ラットより脊髄を摘出し，酵素処理
により脊髄細胞を分離・培養した．約１週間
培養の後に，250 rpmで 12時間以上振盪し
培養フラスコ底面に付着したまま残るアス
トロサイトを選別培養した．アストロサイト
マーカーである抗 GFAP抗体を用い，ほぼ全
てが GFAP 陽性細胞であることを免疫染色
法で確認した（図 2）． 
 

②脊髄アストロサイトを各種薬物や低 Ca2+

溶液に暴露し，溶液中に放出されるアデノシ
ン及びアデニンヌクレオチド量をエテノ化
した後，HPLC法によって蛍光検出器で測定
した．また ATP 量はルシフェリン/ルシフェ
ラーゼ法でも測定した．アストロサイトのタ
ンパク質量当たりの放出量として算出した． 
 



③脊髄アストロサイトにおけるヌクレオシ
ドトランスポーターの発現は，RT-PCR法で
検出した． 
 
（３）神経細胞における硫化水素産生 
 
①神経細胞モデル PC12細胞，ラット後根神
経節及び脳をホモゲナイズした．酵素反応に
よる硫化水素産生経路として知られている
CSE (cystathionine γ-lyase) ， CBS 
(cystathionine β-synthase) 及 び CAT 
(cysteine aminotransferase)/MPST 
(mercaptopyruvate sulfurtransferase)を介
した 3経路について，それぞれの硫化水素合
成酵素の基質を添加し，産生される硫化水素
をメチレンブルー法で測定した． 
 
②硫化水素合成酵素のタンパク発現をウエ
スタンブロット法と免疫細胞染色法により，
検討した． 
 
４．研究成果 
 
（１）マウス摘出脊髄の反射電位に対する α2
受容体作動薬の効果 
 
①C57BL/6J 及び野生型（α2A+/+）マウスに
おいて，α2 受容体作動薬のデクスメデトミ
ジンとキシラジンは，痛覚反射電位と運動反
射電位を濃度依存性に抑制した．両薬物とも
運動反射電位よりも痛覚反射電位をより強
く抑制し，デクスメデトミジンの力価は，キ
シラジンよりも約 1000倍強かった． 
 
②D79N（α2A-/-）マウスでは，運動反射電
に対する抑制効果は，デクスメデトミジンと
キシラジンのどちらも野生型と差は見られ
なかった．一方，痛覚反射電位に対する抑制
効果は，野生型に比べてデクスメデトミジン
で大きく，キシラジンではわずかに減弱した
（図 3）． 
 
③非特異的 α2 受容体拮抗薬アチパメゾール
は，D79Nマウスで生じたデクスメデトミジ
ンの痛覚反射抑制効果を回復させたが，運動
反射電位は回復させなかった．一方，アチパ
メゾールはキシラジンによる両反射電位の
抑制効果を回復させなかった． 
 
④α2C 受容体拮抗薬 JP1302，イミダゾリン
I1受容体拮抗薬 efaroxin及び I2受容体拮抗
薬 idazoxan は，D79N マウスで生じたデク
スメデトミジンとキシラジンの痛覚及び運
動反射電位抑制効果に影響を与えなかった． 
 
⑤α2 受容体作動薬のデクスメデトミジンと
キシラジンは，主に α2A受容体を介して痛覚
反射電位を抑制することが明らかになった．
α2 受容体作動薬の鎮痛作用発現には α2A 受
容体サブタイプの活性化が重要な役割を果

たしていると考えられる．また，キシラジン
の痛覚反射抑制には α2A 受容体を介さない
機序が関与していることも示された．また，
デクスメデトミジンとキシラジンの運動反
射抑制作用は，α2受容体活性化とは全く異な
る機序が関与していることが示唆され，これ
らの効果が α2 受容体作動薬の副作用などに
関連している可能性がある． 
 
（２）脊髄アストロサイトからのアデノシン
放出 
 
①ラット脊髄アストロサイトをアデノシン
キナーゼ阻害薬 ABT-702 またはアデノシン
デアミナーゼ阻害薬 EHNA で処置すると，
濃度依存性に細胞外アデノシン量が増加し
た．このアデノシン増加効果は，両薬物の併
用によって顕著に増強された（図 4）．この時，
細胞外 ATP，ADP 及び AMP 量は変化しな
かった． 



 
②脊髄アストロサイトで，拡散型ヌクレオシ
ドトランスポーターENT1，ENT2 及び濃縮
型ヌクレオシドトランスポーターCNT2の発
現が検出された．ABT-702/EHNA によるア
デ ノ シ ン 増 加 反 応 は ENT2 阻 害 薬
NBTI/Dipyridamolで抑制された． 
 
③脊髄アストロサイトを Ca2+除去液で処置
すると，細胞外アデノシン濃度は顕著に増加
した．この時，細胞外 ATP，ADP及び AMP
量も増加した． 
 
④NBTI/Dipyridamol は Ca2+除去液による
ア デ ノ シ ン 増 加 反 応 を 増 強 し た ．
Ecto-ATPase阻害薬 POM-1とギャップジャ
ンクション阻害薬 carbenoxoloneは，Ca2+除
去惹起アデノシン増加反応を抑制した． 
 
⑤アデノシン代謝阻害薬は，細胞外アデノシ
ン量を増加されることが明らかとなった．ア
デノシンキナーゼ/デアミナーゼ活性が阻害
されることで増加した細胞内アデノシンが，
ENT2を介して細胞外に放出されると考えら
れる．一方，細胞外 Ca2+除去下では，放出さ
れた ATP が細胞外で代謝されることで，結
果的に細胞外アデノシン量が増加すると考
えられる．ATP放出経路として，ギャップジ
ャンクションヘミチャネルの関与が示唆さ
れた． 
 
（３）神経細胞における硫化水素合成酵素の
発現と硫化水素産生能 
 
①中枢神経系組織である脳では，CBS と
CST/MPSTが発現していた．一方，末梢神経
系組織である背根神経節と PC12 細胞では，
CAT/MPST は発現していたが，CBS 発現量
は低かった．CSEはどのサンプルでもほとん
ど発現が認められなかった． 
 
②PC12 細胞における硫化水素産生は，CAT
阻害薬 AOAA及び MPSTの RNA干渉によ
って抑制された（図 5）． 

 
③PC12 細胞と後根神経節の CAT/MPST は
主にミトコンドリアに発現していた（図 6）． 

 
④神経細胞は主に CST/MPST を発現してお
り，硫化水素産生の場としてミトコンドリア
が重要な役割を果たしていることが示唆さ
れた．脳の CBS による硫化水素産生にはア
ストロサイトなど神経細胞以外の細胞が関
与していると考えられる． 
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