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研究成果の概要（和文）：今回我々は痛みの情報処理に重要な役割を担っている脊髄後角細胞の神経回路ついて研究を
行った。興奮性介在ニューロンvertical cellと抑制性介在ニューロンislet cellについて、これまであまり研究され
ていなかった、触感覚を伝える一次感覚神経入力があることを見出した。これらの結果により、様々な種類の興奮性及
び抑制性介在ニューロンが局所回路を形成して痛みに関わる情報伝達を調節していることが示唆され、その異常がアロ
ディニアのような病態へとつながる可能性があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study we investigated excitatory and inhibitory lamina II interneurons whi
ch have contact with myelinated low-threshold mechanoreceptive (LTM) afferents in the superficial dorsal h
orn of the spinal cord. We found contacts between dendritic spines of vertical cells, major excitatory int
erneurons and axonal boutons containing the vesicular glutamate transporter 1 (VGLUT1), which is expressed
 by LTM afferents. Vertical cells in lamina II are therefore a potential route through which tactile affer
ents can activate lamina I projection neurons, and this pathway could play a role in tactile allodynia. We
 also found axo-axonic contacts between axonal terminals of parvalbumin (PV)-expressing islet cells, major
 inhibitory interneurons and terminals of LTM. Therefore PV neurons in laminae II and III are a source of 
inhibitory presynaptic input onto LTM afferents. PV cells might play an important role in the development 
of central sensitization and tactile allodynia.
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１．研究開始当初の背景 
侵害受容性一次求心性線維が最初にシナプ
スを形成するのは脊髄後角浅層部である。そ
こには脳へ情報を中継する投射細胞が存在
し、痛みの伝達に非常に重要な部位と考えら
れている。ところが投射細胞は実は 1％に過
ぎず、99％の細胞は介在ニューロンである。
そのことからも脊髄後角内局所回路による
痛覚情報修飾が大きな役割を持っているこ
とが明確である。しかし、現在この神経回路
は全くと言ってよいほど解明されていない。
驚くべきことに、1965 年に提唱された「ゲ
ートコントロール説」の具体的な神経回路は
未だ同定されておらず、疼痛メカニズムの理
解には、神経回路の解明が急務である。 
 
２．研究の目的 
上述のような背景を受け、本研究では脊髄後
角浅層部の神経回路を明らかにすることを
目的とした。近年、我々のグループを含め、
脊髄後角浅層細胞を形態学的・電気生理学的
に分類し神経回路を明らかにしようとする
研究が行われている。これらの細胞がどのよ
うな神経回路を構築するのかは非常に興味
のあるところである。これまで行われている
方法は、パッチクランプ法を基本とする手法
である。パッチクランプ法は単一神経細胞を
記録する方法であるが、同時に記録細胞に色
素などを注入し染色することができる。この
作業を同時に 2 つの細胞について行い、それ
らの細胞がシナプス結合していれば、それら
の細胞同士の結合様式を知ることができる。
この作業を繰り返すことで徐々に神経回路
を明らかにすることができる。しかし、この
方法は、技術的にも非常に困難であり、非常
に時間を要する。そこで、効率的な方法を開
発する必要がある。本研究では、脊髄後角の
神経回路を標識する方法として単一細胞に
トレーサーを発現させる方法の開発に挑戦
した。また、これと並行して、近年明らかに
なってきた一次感覚神経終末の種類を区別
することができるマーカータンパク質の免
疫細胞化学染色法とパッチクランプ法によ
る単一細胞標識法を組み合わせた手法も行
った。 
 
３．研究の方法 
今回開発に挑戦した手法は in vivo 単一細胞
エレクトロポレーション法である。この方法
は大脳皮質でその有用性が明らかとなって
いる。この方法に着目した理由として、従来
我々が行ってきた脊髄 in vivo パッチクラン
プ法と in vivo 単一細胞エレクトロポレーシ
ョン法が酷似していることがあげられる。そ
のため我々の実験系にも比較的スムーズに
取り入れられると考えた。これらの背景から、
本実験の着想に至った。研究期間内に何をど
こまで明らかにしようとしているのか 
本実験では、経シナプス性トレーサーとして
小麦胚芽レクチン（WGA、順行性）やテタ

ヌストキシンＣ
フ ラ グ メ ン ト
（TTC、逆行性）
を用い、両方向
性に回路を標識
する。脊髄後角
浅 層 の 膠 様 質
（第 II 層）の細
胞は形態学的に
主に 4 種類に分
類される。それ
らについてどの
ようなシナプス
結合を有してい
るかを明らかに
する。介在ニュ
ーロンだけでな

く一次感覚神経（後根神経節細胞）から投射
細胞まで、すなわち脊髄への入力から脊髄か
らの出力まで一連の回路を解析する。 
また、上述の新規な神経回路可視化法の開発
を行うと同時に従来のパッチクランプ法と
免疫細胞化学方を組み合わせた方法による
神経回路の解明も引き続き行った。 
 
４．研究成果 
（１）脊髄後角の興奮性介在ニューロンの一
種、vertical cell について、これまであま
り研究されていなかった、触感覚を伝える一
次感覚神経入力について解析を行った。脊髄
後角の役割には、抹梢からの感覚情報を脳へ
と中継することと同時にその情報を修飾す
ることがある。侵害受容線維の投射を受ける
膠様質には多様な形態を持つ興奮性や抑制
性の細胞が存在する。これらは全て介在ニュ
ーロンで感覚情報の修飾に重要であり、形態
学的に 4つのグループに分類される。興奮性
細胞の一種 vertical cell は、細胞体が膠様
質浅層部に位置し、樹状突起を深層へ、軸索
をⅠ層の投射細胞へ伸ばしている。一方、侵
害受容性のＡδ線維はⅠ層に、非侵害受容性
のＡ線維はⅢ層周辺から深層へと投射して
いる。また、前者の終末には小胞型グルタミ
ン酸トランスポーター２（vGlut2）、後者の
終末には vGlut1 が特異的に発現している。
Vertical cell はＡ線維の入力を受けるが、
どちらの入力を受けているのかは明らかで
なかった。そこで、今回 vertical cell が脊
髄後角Ⅲ層に置いて vGlut1 陽性神経終末と
コンタクトしているかを調べた。その結果、
調べた複数の細胞で、そのスパインと vGlut1
陽性の終末がコンタクトしていることを観
察した。また、vGlut1 陽性の終末が末梢神経
由来であるかどうかを確認するために、神経
トレーサーの一種で、末梢神経に注入するこ
とにより、A 線維に選択的に取り込まれ、脊
髄内の神経終末を標識することができるコ
レラトキシン B（CTB）による実験を行った。
坐骨神経に CTB注入して 3日後の動物を用い
て同様の実験を行った結果、ほとんどの



vGlut1陽性の終末はCTBによって標識されて
おり、末梢神経由来であることが確認された。
これらの結果により、vertical cell が、侵
害受容性Ⅰ層投射細胞への非侵害受容性ポ
リシナプス入力のソースとなっている可能
性が示唆された。言い換えれば、触感覚情報
が痛覚情報を伝えている神経回路へと伝わ
ってしまうことを示唆している。痛覚異常の
メカニズムにこの’非侵害受容性Ａ線維‐
Vertical cell‐Ⅰ層投射細胞’の神経回路
が関わっている可能性が示唆された（図中 V
の細胞と Aβ-Afferent の関係）。 
こ の 成果は オ ンライ ン ジャー ナ ル の
Molecular Pain 誌 に 掲 載 さ れ 、 Highly 
Accessed（頻繁にアクセスされている）とな
っている。 
 
（２）脊髄後角の抑制性介在ニューロンの一
種、islet cell について、これまであまり研
究されていなかった、触感覚を伝える一次感
覚神経入力について解析を行った。上述のよ
うに、脊髄後角は末梢からの感覚情報を脳へ
と中継すると同時にその情報を修飾してい
る。この部位で見られる一次求心性線維の終
末には、シナプス糸球体を形成しているもの
もあり、これらはシナプス前抑制による入力
修飾の標的と考えられる。Aβ線維終末のシ
ナプス糸球体はパルブアルブミン（PV）陽性
の前終末により抑制されていることが報告
されているが、これらの前終末がどのような
細胞に由来するのかは未だ明らかでない。膠
様質細胞は全て介在ニューロンであり、多様
な形態を持つ興奮性あるいは抑制性ニュー
ロンであることから、感覚情報の修飾に重要
な役割を持つと考えられている。抑制性細胞
の一種 islet cell には、いくつかのサブグ
ループがあり、PV を発現するグループもある。
今回、パッチクランプ法による細胞内染色と
免疫組織化学法を用いた解析により、この
islet cell が Aβ線維終末のシナプス糸球体
に対してシナプス前抑制していることを明
らかにした。パッチクランプによる細胞内染
色を行い、その細胞が PV を持っているかを
免疫細胞化学法で調べた。100 個以上の細胞
を染色したが、PV 陽性の細胞は 3つしか得ら
れなかった。しかし、この細胞のアクソンを
追跡した結果また、vGlut1 陽性神経終末とコ
ンタクトしていることを見出した。Aβ線維
終末を抑制している PV 陽性細胞の由来を明
らかにすることができた。また、この細胞は
それ自体が Aβ線維からの入力を受けること
も見出した。Aβ線維終末の中には膠様質の
興奮性介在ニューロンに入力しているもの
もある。“ゲートコントロール説”には低閾
値機械受容線維による痛覚抑制回路が示さ
れている。従って、今回の結果により、この
痛覚抑制回路と機能的類似性を持つ多シナ
プス性局所回路に、この PV 陽性 islet cell
が関与している可能性が示唆された（（図中 I
の細胞と Aβ-Afferent の関係））。 

今回、興奮性及び抑制性の 2種類の介在ニュ
ーロンと Aβ線維終末の神経回路を明らかに
した。それぞれの介在ニューロン間には相互
作用する可能性がある。Vertical cell に入
力している Aβ線維が PV 陽性 islet cell の
シナプス前抑制を受ける可能性である。今後、
それらについても明らかにしていきたい（図
中 V と I の細胞と Aβ-Afferent の関係、？
マークの部分）。これまで、侵害受容線維に
ついての研究は盛んに行われてきたが、今回
のような触感覚を伝える線維の2層細胞への
入力についてはほとんど分かっていなかっ
た。今回の成果はアロディニア（触刺激で痛
みが起こる病態）の基礎として重要な示唆を
与えるものであると考えられる。 
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