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研究成果の概要：ミクログリアに発現する P2X4 受容体、プロトンチャネルはそれぞれ慢性疼

痛機序、貪食作用において重要な役割を持つ。これらの受容体・チャネルに対する麻酔薬の作

用をパッチクランプ法によりセルライン（GMI-R1, BV2）を用いて検討した。BV2 において

低濃度 ATP（100 μM 以下）で誘起する電流はイベルメクチンによって増強し、P2X4 受容体

電流と同定できた。GMI-R1 においてプロトンチャネルは局所麻酔薬で抑制され、食作用抑制

が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

神経障害性疼痛に代表される慢性の難
治性疼痛はその発症機序の多様性ゆえ治療
に難渋することが多い。より良い治療法を導
入また開発するためには、疼痛発症機序の解
明が重要な課題である。最近の基礎研究で、
脊髄ミクログリア、そして発現する P2X4 受
容体が神経障害性疼痛に特徴的なアロディ
ニア引き起こすことが示された。それらをタ
ーゲットとした新しい疼痛治療法の開発に
関心が寄せられている。そのためミクログリ
ア P2X4 受容体機能、そして受容体発現の機
序の解明により、難治性疼痛の治療に有益な

情報が得られることが期待される。 
 
２．研究の目的 

神経障害性疼痛の発生において重要な
ミクログリア P2X4 受容体機能と発現につい
ての研究を行なう。パッチクランプ法を用い
てミクログリア P2X4 受容体の電気生理学的
および薬理学的機能を調べ、また発現のメカ
ニズムとしては免疫組織学的手法を用いる。
P2X4受容体はATPをアゴニストとするイオン
チャネルであり、主にパッチクランプ法を用
いて、臨床で疼痛治療に用いる薬物、神経ブ
ロックなどに用いる局所麻酔薬、そして全身
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麻酔薬などが、P2X4受容体機能および発現に
どのように影響するかを調べ、従来使用して
きた薬物の難治性疼痛治療への新たな可能
性を検討することを目標とする。 
 
３．研究の方法 
＜ミクログリアセルラインの培養＞ 

ラットミクログリアセルラインの継代
培養を行う。培養液中の血清、GM-CSFの濃
度等の調整により、パッチクランプ法を用
いた電気生理学的研究、蛍光免疫法を用い
た研究それぞれに適した安定した培養条件
を作る。 
＜パッチクランプ法によるP2X4受容体の電
気生理学的・薬理学性質の検討＞ 

ホールセルパッチクランプ法を用いて、
ATPにより誘起する電流を記録する。パッチ
ク ラ ン プ ア ン プ に Axopatch200B （ Axon 
Instruments, Inc. USA）、ADコンバーター
にDigidata1200（Axon Instruments, Inc. 
USA）を使用する。ATPはU-tube system等の
rapid perfusion systemを用いて投与する。
ミクログリアには主にP2X4受容体とP2X7受
容体の2種類のイオンチャネル型ATP受容体
が存在する。P2X4受容体を介する電流（P2X4
受容体電流）を記録するために、ミクログ
リアに多く発現するP2X7受容体をoxidized 
ATP（200 M）等のブロッカーを用いてブロ
ックする。P2X4受容体電流を記録し、薬理
学的・電気生理学的手法を用いてその性質
を評価する。ピーク電流量、ATP用量反応曲
線、電流・電圧曲線、受容体脱感作、電流
のdensity（電流の大きさ／膜容量）などを
評価する。プロトコール設定、記録、解析
はパッチクランプ記録解析ソフトpClamp10
（Axon Instruments, Inc., USA）を用い、
コンピューター上で行う。次にP2X4受容体
電流に対する、リドカイン、ケタミン、2
アゴニスト（デキサメデトミジン）等の麻
酔薬、鎮痛薬の影響を調べる。投与濃度、
投与時間による影響を検討する。 
＜蛍光免疫染色法によるP2X4受容体の発現
に対する臨床使用薬剤の検討＞ 

ミクログリア P2X4 受容体の発現に関わ
る生理活性物質を調べる実験を行う。グラス
ボトムディッシュに撒いたミクログリアを
用い、蛍光標本を作成する。倒立型共焦点レ
ーザースキャン顕微鏡（LSM510、ツアイス社）
を用いて、蛍光標本をレーザー光で走査し、
画像処理用ソフトにより解析を行い、蛍光強
度を測定する。蛍光強度により、P2X4受容体
の発現を評価する。パッチクランプの研究で
得られたデータとも比較し、適切な培養状態
の作成にフィードバックする。慢性難治性疼
痛において、ミクログリア活性化に関わる生
理活性物質の候補として考えられている、グ
ルタミン酸、サブスタンス P、ATP、フラクタ

ルカイン、他にも脊髄の神経細胞から放出さ
れる NO、プロスタグランジン（PGE2、PGI2）、
アセチルコリンなどについて、それぞれを添
加して培養を行い、P2X4受容体発現増加につ
いて検討する。さらに局所麻酔薬、全身麻酔
薬（吸入麻酔薬、静脈麻酔薬）、鎮痛薬の P2X4
受容体発現への影響を検討する。 
 
４．研究成果 

ミクログリアセルラインを用いたため
基本的に活性化型ミクログリアでの実験と
なった。大阪市立大学・大学院医学研究科・
生理学教室、同共同研究施設の協力を得て、
安定した継代培養を行なった。 

当初はラットミクログリアセルライン
GMI-R1を用いた。ホールセルパッチクランプ
法により（膜電位を-70mVに固定）、ATP投与に
よる誘起電流を記録した。Uチューブシステム
を作成し、ATPの投与行った。他のP2X受容体
活動を除外し、P2X4受容体のみの記録を行う
ために、oxidized ATP 1 mMを培養細胞に前処
置した。その結果、100 μM付近のATPにより
誘起される20～50 pAの小さな電流が記録さ
れた。この電流波形の特徴として、ATP投与に
よる脱感作を認め、繰り返しATP投与により電
流が小さくなる傾向を認めた。静脈麻酔薬に
よりP2X4受容体電流の影響を認めた。しかし
、この微小なP2X4受容体電流は脱感作する傾
向があり安定した記録が困難で、培養細胞の
中のごく尐数でしか記録ができなかった。
P2X4受容体発現を増やすためフィブロネクチ
ン処理を行なったが、電流の増加を認めず、
GMI-R1ではフィブロネクチンによる発現増加
は尐ないと考えられた。そこでP2X4受容体発
現の多いミクログリアセルラインBV-2を用い
た。BV-2では低濃度ATP（100 M）で誘起する
電流を認めた。P2X4受容体刺激作用のあるイ
ベルメクチンでの著明な増加を認め、P2X7受
容体ブロッカーbrilliant blue Gで抑制され
ないことより、P2X4受容体電流であることが
確認できた。また100 M付近でのATP濃度では
P2X7受容体電流は生じないことがわかった。
P2X4受容体電流記録の条件を調整することに
より、安定した記録を行い、麻酔薬や鎮痛薬
の作用について評価を行なう段階に到達した
。 

蛍光免疫染色を用いた受容体発現につ
いては、現在も検討課題である。最近の報告
で、ミクログリア P2X4受容体発現増加メカ
ニズムに関する物質として、細胞外マトリッ
クスのフィブロネクチン、サイトカインの一
種であるインターフェロンγが示されてお
り、興味が持たれている。今回の研究では、
パッチクランプを用いた P2X4受容体電流記
録による実験を優先した。 

GMI-R1を用いて、ミクログリアの食作用に
必須とされるプロトンチャネルの記録を行っ



 

 

た。中枢神経系のマクロファージであるミク
ログリアは、異常事態に対応して食作用やサ
イトカインの分泌などの免疫機能を発揮する
。麻酔薬の免疫系細胞の機能への作用も重要
な課題と考え、パッチクランプ法を用い電位
依存性プロトンチャネル電流を記録し、全身
・局所麻酔薬の作用を検討した。全身麻酔薬
には明らかな作用が無かったが、局所麻酔薬
（リドカイン、ブピバカイン）によるプロト
ンチャネル抑制作用という興味深い結果が観
察されたので、詳細に検討した。図１のよう
に、リドカインは濃度依存性にプロトンチャ
ネルを抑制した。この抑制は可逆的であった
。ブピバカインのほうがリドカインより強く
抑制した。Ramp波を用いて電流電圧曲線を調
べたところ、リドカインによる逆転電位（RP
）のプラス側への移動を認めた(図２)。この
ことから局所麻酔薬が細胞内のpHを変化させ
ることが抑制のメカニズムの1つと考えられ
た。しかしそれだけでは全ての抑制の説明は
つかず、それ以外の機序も存在することが示
唆された。またイオン化のリドカイン誘導体
QX-314では全く影響を受けないことから、局
所麻酔薬はチャネルの細胞膜外側から作用し
ないことが明らかになった。局所麻酔薬は免
疫・炎症作用を抑制するが、今回の結果はそ
れを支持する重要な一面と考えられた。 
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