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研究成果の概要： 
 
ホスホリパーゼ A2 (PLA2)の活性化ペプチドであるメリチンを用い、痛み伝達の制御に重要な役

割を果たす脊髄後角膠様質ニューロンの GABA およびグリシンを介する抑制性シナプス伝達が

PLA2 活性化により促進されることを発見した。前者の促進は興奮性シナプス伝達の促進を介し

たアセチルコリンやノルアドレナリンの作用による一方、後者の促進はグリシンシナプスでの

アラキドン酸のリポキシゲナーゼ代謝物の作用によることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
痛み伝達制御に重要な役割を果たす脊髄

後角、特に膠様質（第 II 層）のニューロン

は、後根に含まれる有髄の Aδ 線維や無髄の 

C 線維により、単シナプス性および多シナプ

ス性にグルタミン酸作動性の興奮性入力を

受けている。また、介在ニューロンを介して 

GABA およびグリシン作動性の抑制性入力も

受けている。我々は、オピオイドやアデノシ

ンやバクロフェンなどの様々な内因性およ

び外因性の鎮痛物質を用いた一連の研究に

より、脊髄膠様質が痛み伝達の修飾・統合に

おいて重要な役割を果たすことをシナプス

レベルで明らかにしてきた。今まで、ホスホ

リパーゼ A2 (PLA2) 活性化ペプチドであるメ

リチンを用いて、PLA2活性化により膠様質の

興奮性シナプス伝達が促進されることを報

告した。この促進作用は、シナプス前末端に

おいてはアラキドン酸自身によるグルタミ

ン酸放出の促進、シナプス後細胞においては

活性化した PLA2 によるグルタミン酸受容体

のグルタミン酸感受性増加によることを明
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らかにしている。 

 

 

２．研究の目的 
 痛み伝達の制御は興奮性シナプス伝達ば
かりでなく抑制性シナプス伝達の修飾によ

っても行われる。本研究の目的は PLA2活性化

により GABA およびグリシンを介する抑制性

シナプス伝達がどのような影響を受けるか、

また、もし作用を受けるならば、PLA2活性化

により生成されたアラキドン酸のどんな代

謝物が関与しているかを明らかにすること

である。 
 
 
３．研究の方法 
（１）脊髄スライスの作製 

成熟 Sprague-Dawley 系雄性ラット（6~8

週齢）をウレタン（腹腔内投与：1.2~1.5 

g/kg）で深麻酔後、腰仙部の椎弓切除を行っ

た。約 1.5~2.0 cm の長さで脊髄を摘出し、

冷却して酸素飽和したクレブス液 (1~

3 ℃) に入れた。実体顕微鏡下で、硬膜やク

モ膜や軟膜を除去した。これを寒天ブロック

に設けた溝に置き、マイクロスライサーを用

いて厚さ約 600 µm の横断スライスを作製し

た。このスライス標本を除振台にあらかじめ

固定した記録用チェンバー内のナイロンメ

ッシュの上に置き、これを手動式マイクロマ

ニュピレーターで上から銀線に装置した EM 

グリッドで軽く固定した後、約 36 ℃に加温

して酸素負荷したクレブス液で灌流（15~20 

ml/分）した。使用したクレブス液の組成（mM）

は、NaCl, 117; KCl, 3.6; CaCl2, 2.5; MgCl2, 

1.2; NaH2PO4, 1.2; glucose, 11; NaHCO3, 25

（pH = 7.4）であった。 

 

（２）パッチクランプ記録 

 脊髄スライスへ下から透過光を当てると、

実体顕微鏡下において脊髄後角の膠様質は

半透明なバンド状として視認可能である。こ

の膠様質ニューロンにブラインド・ホールセ

ル・パッチクランプ法を適用して膜電流を記

録した。パッチ電極内液の組成 (mM) につい

て、Cs-sulfate, 110; CaCl2, 0.5; MgCl2, 2; 

EGTA, 5; HEPES, 5; TEA, 5; Mg-ATP, 5（pH 

= 7.2）を用いた。自発性の抑制性シナプス

後電流（sIPSC）は 0 mV の保持膜電位で記録

した。GABA 作動性の sIPSC はグリシン受容体

阻害剤のストリキニンの存在下で、グリシン

作動性の sIPSC は GABAA受容体阻害剤のビキ

ュキュリンの存在下で記録した。膜電流は膜

電位固定用増幅器で増幅し、データ取得装置

を介してコンピューターに取り込み、記録・

解析用ソフトを用いて解析した。 

 

 

４．研究成果 

 メリチンが GABA 作動性およびグリシン作
動性のsIPSC の振幅と発生頻度を増加させる

ことを発見し、それらの作用機序を調べた。 

 

（１）メリチンによる GABA 作動性の抑制性 

   シナプス伝達の促進 

① この促進作用は Na+チャネルの阻害剤テ

トロドトキシン（TTX）、グルタミン酸受容体

の阻害剤（non-NMDA 受容体阻害剤 CNQX と

NMDA 受容体阻害剤 APV）あるいは細胞外の無

Ca2+溶液により抑制された。これらの実験結

果から、メリチンは興奮性シナプス伝達を促

進することにより活動電位を発生させ、その

結果、何らかの神経伝達物質が放出されて、

この物質の作用により GABA 作動性のシナプ

ス伝達が促進されることが示された。 

 

② 次に、この物質が何であるかの検討を加

えた。メリチンによるGABA作動性シナプス伝

達の促進は、α1アドレナリン受容体阻害剤WB

-4101、マスカリン性アセチルコリン（ACh）

受容体阻害剤アトロピン、そしてニコチン性

ACh受容体阻害剤メカミラミンの各々により

抑制された。また、メリチンがGABA作動性シ

ナプス伝達の促進を示したニューロンにお

いて、ニコチン受容体作動薬のニコチン、マ

スカリン受容体作動薬のカルバモイルコリ

ンおよびノルアドレナリンの各々はメリチ

ンと同様な作用を示した。以上より、メリチ

ンによるGABA作動性シナプス伝達の促進に

は、アセチルコリンとノルアドレナリン、そ

してそれらにより活性化されるニコチン受

容体、マスカリン受容体、α1アドレナリン受

容体が関与していることが考えられた。 

脊髄後角において、P2X受容体と5-HT3受容

体がGABA作動性シナプス伝達の促進に関与

していると報告されているが、メリチンによ

るGABA作動性シナプス伝達の促進はP2X受容

体阻害剤のPPADSおよび5-HT3受容体阻害剤の

ICS-205,930により影響を受けなかったので、



 

 

ATPやセロトニンは関与していないといえる。 

 

（２）メリチンによるグリシン作動性の抑

制性シナプス伝達の促進 

① この促進作用は TTX、グルタミン酸受容

体の阻害剤（CNQX と APV）あるいは細胞外の

無 Ca2+溶液により抑制されなかった。これら

の実験結果から、メリチンはグリシン作動性

のシナプス伝達を直接促進することがわか

る。 
 

② 次に、この促進作用の機序を詳しく調べ

た。メリチンによるグリシン作動性 sIPSC の

振幅と発生頻度の増加は濃度依存性で、それ

ぞれのIC50は、0.64 µMと 0.73 µM であった。

こ の メ リ チ ン 作 用 は PLA2 阻 害 剤 の

4-bromophenacyl bromide や aristolochic 

acid により抑制されたことから PLA2 活性化

を介することがわかる。この活性化により生

成されたアラキドン酸は細胞内に存在する

様々な酵素により代謝されて様々な生理活

性物質を生じるが、メリチン作用はシクロオ

キシゲナーゼ阻害剤 indomethacin により影

響を受けない一方、リポキシゲナーゼ阻害剤

nordihydroguaiaretic acid 存在下で消失し

た。この結果は、リポキシゲナーゼ代謝物が

グリシン作動性シナプス伝達の促進に関与

していることを示している。その代謝物の１

つであるロイコトリエン B4（LTB4; 0.1~0.5 

µM）はグリシン作動性のシナプス伝達に作用

しなかったので、LTB4以外の代謝物が関与し

ているといえる。 

この促進は、細胞外の無 Ca2+ばかりでなく

Ca2+チャネル阻害剤 La3+、さらに Ca2+誘起 Ca2+

放出機構阻害剤ダントロレンおよび IP3誘起

Ca2+放出機構阻害剤 2-APB により有意に抑制

されなかった。これらよりグリシン作動性シ

ナプス伝達の促進作用は Ca2+非依存性である

ことが示唆された。           
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