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研究成果の概要： 

交感神経遮断のニューロパシックペインに対する効果の根拠を得るため、ラット脊髄神経結

紮モデルを用いて後肢にニューロパシックペインを発生させ、交感神経遮断作用のあるクロニ

ジンの脊髄くも膜下投与や腰部交感神経節切除の抗アロディニア作用を行動実験で検証した。

クロニジンは用量依存性に抗アロディニア作用を示したが、同じく用量依存性を示すガバペン

チンと脊髄くも膜下併用投与すると相乗作用を示した。ニューロパシックペインにおける脊髄

RexidⅡ層での知覚ニューロンのシナプス伝達の変化、ならびに前述の薬剤や交感神経遮断の

抗アロディニア作用との関連を in vivo パッチクランプ法で検討中である。 
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１．研究開始当初の背景 

慢性痛の中でも、ニューロパシックペイン
（神経因性疼痛）の原因、症状は多彩で、刺
激によって誘発されるアロディニアと遷延
する自発痛が特徴的であるが、決め手となる
治療法が無く、その治療には難渋し、社会的
な損失も大きい。1990年以降、ニューロパシ
ックペインの発症メカニズムを説明する基
礎的な研究結果が続々と報告され、特に 2003
年には脊髄ミクログリアにおけるプリン受
容体のサブタイプ P2X4 受容体の発現が神経

損傷後のアロディニア発生に決定的な役割
を演じていると報告された。 
アロディニアの発生には神経損傷部に形成
された交感神経線維から発生したバスケッ
トが知覚神経を取り囲み、交感神経から放出
されるノルアドレナリンが知覚神経に異所
性に多数発現したα２受容体に結合して、機
能的な異常短絡を形成することが関係して
いるという説があり、ニューロパシックペイ
ンに対する交感神経ブロックの有効例を経
験するが、大規模な調査による臨床的エビデ
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ンスも、有効性を証明する基礎的データにも
欠く。 

研究代表者は研究分担者ともにラットミ
クログリア細胞を用いて、イオンチャンネ
ル型のP2X7受容体はパッチクランプ法で、G
蛋白共役型のP2Y受容体は細胞内カルシウ
ム濃度をFra-2で測定することにより、ニュ
ーロパシックペインの治療にも用いられる
ケタミンやリドカインについても検討した
成果を発表段階であった。脊髄のin vivo 
patch clampについては経験がなかったが、
先駆者が用いたと同型の脊髄・脳定位固定装
置やマイクロマニピュレーター、１次元油圧
式マイクロマニピュレーターなどを購入し、
既存の設備を利用することで研究の遂行は
可能と思われた。 

 
２．研究の目的 

この研究の目的は、後肢にニューロパシッ
クペインを発生させたラットで、腰部交感神
経節切除や抗アロディニア作用が示唆され
る薬剤の脊髄くも膜下投与、あるいは P2X4

アンチセンス オリゴデオキシヌクレオチ
ドの脊髄投与を行い行動実験で検証すると
ともに、in vivo パッチクランプ法で知覚ニ
ューロンのシナプス伝導を検討して交感神
経遮断のニューロパシックペインに対する
効果の根拠を得ることであった。 

 

３．研究の方法 

(1 ニューロパシックペインモデルの作成と
くも膜下薬剤投与の抗アロディニア効果
の行動学的検討 

７～１５週齢のSD系雄性ラット（体重200

～250ｇ）を用い、交感神経の関与が大きい
とされる Chung のニューロパシックペイン
モデルを作成した。１％セボフルレン／酸素
で自発呼吸下に麻酔し、一側Ｌ5 神経根を椎
間孔出口で 5-0 絹糸を用い結紮した。同時に
L3/4 の椎間より Bahar らの方法で細径のポ
リエチレンカテーテルをくも膜下腔に留置
固定した。手術翌日より、ラットの患肢に von 

Frey フィラメントで圧刺激、あるいはプロジ
ェクション光源で熱刺激を加え、ラットが患
肢の逃避動作をする閾値あるいは潜時を測
定した。それぞれのカットオフ値は２６ｇ、
２０秒とし、反応の有無や潜時を健肢と患足
で比較した。機械アロディニアに対し熱アロ
ディニアは顕著でなかったので、前者のみ検
討した。手術後 3～７日の回復期を置いた後、
クロニジン 5,15,30,50,100μg,ガバペンチ
ン 1,10,30,100,300μg をくも膜下に留置し
たカテーテルより投与し、15, 30, 45, 60, 90, 

120 分後に抗アロディニア作用を検討した。
また、得られた各々の薬剤の ED50 の比率で
２剤を混合し、濃度を変えて２剤同時投与時
の抗アロディニア作用について検討した。 

(2) 腰部交感神経切除のニューロパシックペ
インに対する作用の行動学的検討 

アロディニアが発現したラットに、全身麻
酔下に背臥位に固定して開腹し、実体顕微鏡
下に傍第１腰椎から第３腰椎の交感神経節、
交感神経幹を確認し剪刀で切除する。創を閉
鎖し、数日の回復時間を置いた後、機械的ア
ロディニア、サーマルアロディニアの潜時を
評価した。 
(3) 脊髄細胞外ATPの測定 
細胞外ATPが神経系のシグナル伝達に関与

している事がわかっている。また、ATP受容体
のP2X4の刺激がニューロパシックペインの本
態をなすと考えられており、脊髄細胞外のATP
を測定する事には意義がある。近年、簡易に
測定できるATPバイオセンサーがSarrisa社で
開発された。脳脊髄固定装置にラットを固定
し、Th12からL2まで椎弓切除し、加温・酸素
化したKrebs液を還流しながらL1の後根近傍
の脊髄にATPバイオセンサーおよびnullセン
サーを刺入し、ニューロパシックペイン出現
群とシャム群とで比較した。 
(4) In vivo patch clamp によるシナプス伝達

の検討 

ニューロパシックペインにおける脊髄知
覚ニューロンのシナプス伝達の変化、ならび
抗アロディニア作用をもたらす薬剤や交感
神経遮断との関連を知るにはin vivo patch 
clamp法が有用な手段である。 
７～１５週齢のラットに1.2～1.5g/kgのウ

レタンを腹腔内投与して麻酔し自発呼吸下で
酸素投与し、体動が見られたときは初回投与
量の1/2程度のウレタンを追加投与した。ラッ
トを腹臥位として約３cmの背部皮膚切開を置
き、傍脊椎の筋肉を剥離してTh12からL2まで
の椎弓切除を慎重に行った。硬膜まで露出で
きたところで、脳脊髄固定装置（ナリシゲ
STS-7-S）にラットを固定した。視野の確保と
加温したKrebs液を還流させるため、切開部の
皮膚は数箇所で牽引して薬液プールを作成し
た。実体顕微鏡下に硬膜を切開し、L1の後根
を確認し、ガラスロッドで後根を軽く外側に
圧排して脊髄記録ガラスピペット電極刺入の
スペースを確保し、電極刺入部の軟膜をマイ
ク ロ 手 術 用 ピ ン セ ッ ト で 裂 い た 。
Borosilicateガラスピペットでテーパーの細
長い記録電極を作成し、抵抗が８MΩ程度のも
のを用いた。（図１） 

 
 
 
 
 
 
 
 

図１． 



 

 

アンプから５mVのパルス電圧を発生させな
がら、マイクロマニピュレーターを用いて記
録電極を脊髄膠様質（Rexid第Ⅱ層）に向け
て電極を刺入してゆく際、脊髄表面に達した
所から電極内に注射器で陽圧をかけて細胞
をよけながらゆっくりと進めていった。 

記録電極先端が細胞の正面で接触すると
パルス電圧に対する応答電流が 10～20％減
少するので、その時点で陽圧を解除し‐
70mV の電圧をかけてギガオームシールが形
成されたら、記録電極に陰圧をかけて細胞膜
を破り、ホールセルパッチクランプを完成す
る。（図２） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２． 
 

in vivo パッチクランプ法でピペット内液
の組成と保持電圧を変える事により EPSC

と IPSC を測定でき、足底刺激時の変化を検
討することとした。また、波形解析により
amplitude は postsynaptic、frequency は
presynaptic の変化を表す。Ⅱ層へは脊髄表
面に潅流させた薬剤も容易に浸透するので
その効果も検証することができる。 

 
４．研究成果 
(1) 脊髄神経結紮を行った患肢では６週間に
わたって機械アロディニアを認めた。健側肢
の閾値も患側ほどではないが低下した。 

クロニジン、ガバペンチン単独の脊髄くも膜
下投与でともに用量依存性の抗アロディニ
ア作用を認めた（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３． 

用量－反応曲線から求めたそれぞれの ED50

はクロニジン 17.8±1.8g、ガバペンチン
49.9±5.0g であった（図４）。 

図４． 

 

クロニジンとガバペンチン併用脊髄くも膜
下投与時の ED50はクロニジン 3.5±0.6g、ガ
バペンチン 9.8±1.5g で、isobologram の
additive line より下方にあり、２剤は
synergistic に作用すると考えられた（図５）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５． 

 

(2)～(4) 腰部交感神経節切除モデルの作成は
数匹のラットでは成功したが、生存例が少な
く、アロディニアの抑制に関しては一定の傾
向が得られるまでのサンプル数が得られて
いない。 

脊髄細胞外ATP濃度の測定は、２セット（
１０本）のATP biosensor電極を再利用しなが
ら約２０匹のラットで試行を行ったが、カフ
ェインやニコチンの全身投与によっても細胞
外ATP測定値の増加が確認できずbiosensorの
信頼性が疑問視され、biosensorが高価である
ためその後の実験を保留した。 

In vivo patch clamp によるシナプス伝達
の検討に関しては、設備が揃うとともに実験
を開始した。研究期間内に約２０匹のラット
で試行したが未だ安定した記録は得られて
いない。これは、手技的な問題により動物お
よび脊髄の状態が長時間良く保たれていな
い事に起因していると思われるので、より慎
重な前処置により成功すると考えている。 
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