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研究成果の概要（和文）：三叉神経脊髄路核内における痛覚情報処理過程を解明するため，抑制
性神経伝達物質γアミノ酪酸（GABA）合成酵素（GAD67）遺伝子の代わりに緑色蛍光タンパ
ク（GFP）遺伝子を組み込んだ新生マウス（GAD67-GFP ノックインマウス）の三叉神経付き脳
幹スライス標本を作製した。三叉神経脊髄路核の GABA 性ニューロンは，三叉神経より興奮性
入力を受け，同じ核内の非 GABA 性ニューロンの活動を抑制していた。さらに，三叉神経痛治
療薬カルバマゼピンは，三叉神経核内の GABA 性ニューロンよりも非 GABA 性ニューロンへ
強い抑制効果を示した。 

 

 

研究成果の概要（英文）：We found that inhibitory GABAergic neurons in the trigeminal 

subnucleus caudalis (Sp5C) of GAD67-GFP knock-in mouse received exclusively excitatory 

postsynaptic inputs, and were characterized by multipolar-shaped somata. Furthermore, 

we showed that an analgesic action of carbamazepine resulted from the large depression of 

non-GABAergic neuron in the Sp5C compared with that of GABAergic neuron.  
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１．研究開始当初の背景 

三叉神経は顔面の知覚を司る神経である
が，その領域に出現する頑固な疼痛は，特発
性三叉神経痛，頭蓋内腫瘍，帯状疱疹後神経

痛，歯科口腔外科疾患などで見られ，慢性疼
痛疾患の中でも比較的頻度の高い疾患であ
る。その原因として，痛みを受容する中枢性
三叉神経脊髄路核尾側亜核(Sp5C)の二次ニ
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ューロンの可塑性が考えられている。さらに，
慢性疼痛発症に GABA 性ならびにグリシン
性ニューロンの抑制性ニューロンの関与も
示唆されていたが，これらの抑制性ニューロ
ンの役割を詳細に調べた研究はなされてい
なかった。
 

２．研究の目的 

本研究では，膜電位イメージング法および
遺伝子操作動物に電気生理学的手法を併せ
ることにより，痛覚情報処理における Sp5C

内の神経回路網の応答，特に抑制性 GABA ニ
ューロンの機能的役割および鎮痛剤の修飾
効果を解明することを目的とした。
 

 

３．研究の方法 

（１）標本
GAD67-GFPノックイン新生マウスをエー

テルで深麻酔し，尾のピンチ反応が消失した
ことを確認した後，脳幹・脊髄を摘出した（図
１a）。さらに，脳幹の長軸方向の矢状面に沿
って切断した三叉神経付き脳幹スライス標
本（図１b）を作製し，酸素化人工脳脊髄液
を満たしたチェンバー内で維持した。

図１．標本 

（２）ホールセルパッチクランプ法
蛍光顕微鏡下で，Sp5C内のGFP陽性（GAB

A性）およびGFP陰性（非GABA性）ニューロ
ンを同定した後，ガラス電極を用いてホール
セルパッチクランプ法により，その活動を記
録した。三叉神経根に電気刺激を与え，GAB
A性ニューロンおよび非GABA性ニューロン
の応答を解析した。
（３）膜電位イメージング法 

標本を膜電位感受性色素で染色した後，蛍
光顕微鏡下の記録用チェンバー内に標本を
固定した。三叉神経根の電気刺激を行い，特
殊高速高感度光計測システムで蛍光変化を
計測・記録した。
（４）カルバマゼピンの影響

てんかん発作および三叉神経痛の治療に
使用されるカルバマゼピン（CBZ）を入れた
人工脳脊髄液で標本を灌流し，薬剤が神経興
奮伝播過程に及ぼす影響をホールセルパッ
チクランプ法および膜電位イメージング法
で解析した。
 
 
４．研究成果 

（１）三叉神経核内における GABA 性ニュー
ロンの分布 
 図２に示すように Sp5C には，GFP 陽性す
なわち GABA 性ニューロンが多数存在して
いた。 

図２．GABA 性ニューロンの分布

 

図３．三叉神経電気刺激に対するニューロンの応答

電圧固定状態で電気刺激（↑）を行い，シナプス電流

を測定した。下向きの振れは興奮性シナプス電流（EPSC）
を表し，電位を 0mV にした時に上向きに振れる電流は

抑制性シナプス電流（IPSC）を表わす。 

 
（２）三叉神経電気刺激に対する GABA 性お
よび非 GABA 性ニューロンの応答 
図３に示すように，Sp5C のニューロンは，

電気刺激により興奮性シナプス入力（EPSC）
だけを受けるもの（図３a），抑制性シナプス
入力（IPSC）だけを受けるもの（図３c），両
方の入力（EPSC と IPSC）を受けるもの（図
３b）があった。Sp5C で記録した 51 個のニ
ューロンを表１のようにシナプス入力によ
って分類した。GABA 性ニューロンは，主に
興奮性のみの入力を受けるものが多かった。
これに対し，非 GABA 性ニューロンは抑制性
の入力を受けているものも多数存在してい
た。GABA 性と非 GABA 性ニューロンにおい
ては電気生理学的性質において差が見られ
なかった。

     表１．シナプス入力の種類 

Neuron type Synaptic input n
GABAergic

(n=20)
EPSC
EPSC+IPSC

17
3

Non-GABAergic
(n=31)

EPSC
EPSC+IPSC
IPSC

18
11
2

以上の結果から，Sp5C 内の GABA 性ニュ
ーロンと非 GABA 性ニューロンの結合，すな
わち Sp5C 内の神経回路は，図４のように接
続しているものと考えられた。



 

 

図４．三叉神経脊髄路核尾側亜核内における神経回路 

G: GABA ニューロン，NG: 非 GABA 性ニューロン，E:

興奮性シナプス，I: 抑制性シナプス 

 

（３）GABA 性ニューロンおよび非 GABA 性
ニューロンの形態 
 ホールセル記録用の電極に色素を入れ，ニ
ューロンの形態を観察した。表２に示すよう
に，GABA 性ニューロンは多極型細胞が多く，
非 GABA 性ニューロンは双極型あるいは錐
体型細胞であった。Sp5C 内ニューロンの細
胞体の大きさは約 10m×14m の大きさで
あり，ニューロン間での差は見られなかった。 

 

表２．ニューロンの形態 

Neuron type Soma type n 

GABAergic  

(n=10) 

Multiplar 

Fusiform 

8 

2 

Non-GABAergic 

(n=10) 

Fusiform 

Pyramidal 

5 

5 

 

（４）カルバマゼピンの影響 

①膜電位イメージング法による観察 

図５に示すように，三叉神経根の電気刺激
後 10ms で Sp5C に強い蛍光，すなわち興
奮が認められ，その後数百 ms 持続した。
興奮が長期間持続する状態は central 

sensitization（中枢神経における痛覚増強）
と考えられた。電気刺激によって誘発され
る Sp5C の興奮はカルバマゼピン（CBZ）
の灌流中に著しく抑制された。 

  図５．カルバマゼピン（CBZ）の効果 

CBZ の灌流中（B パネル），電気刺激によって誘発され

る興奮は空間的・時間的にも小さくなった。 

 

 

 図６．通電刺激に対する GABA 性ニューロンの応答 

強度 80pA，持続時間 300ms の通電により活動電位が発

生する。100M CBZ の灌流により活動電位の数および振

幅の減少がみられる。 

 

②電気生理学的検討 

図６に示すように通電刺激に対する Sp5C

ニューロンの応答を CBZ 灌流前と灌流中で
記録した。GABA 性ニューロンおよび非
GABA 性ニューロンの興奮は，CBZ の灌流で
抑制された。しかしながら，非 GABA 性ニュ
ーロンの方がより抑制された（表３）。この
ことから，CBZ の鎮痛作用は Sp5C におい
て抑制性ニューロンよりも興奮性ニューロ
ンを強く抑制することで惹起されると考え
られた。 

 

     表３．通電刺激に対するスパイク数 

 Number of spikes 

Neuron type Control CBZ 

GABAergic (n=9) 7.2 ± 2.8 5.2 ± 3.6 

Non-GABAergic (n=6) 7.2 ± 1.2 3.5 ± 1.4 
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