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研究成果の概要（和文）： 
脊髄スライスに酸素・グルコース除去の虚血モデルを適応し、脊髄虚血が脊髄前角・後

角細胞に与える影響を検討した。脊髄後角細胞に比べて前角細胞は虚血耐性が低かった。
さらに前角細胞で虚血下での低温保護作用を検討したところ、保護作用を認めた。次にグルタ
ミン酸受容体拮抗薬である CNQX（10 μM）と AP-5（50 μM）の存在下に、虚血負荷を行っ
た。虚血負荷開始から緩徐な内向き電流及び急峻な内向き電流が発生するまでの平均潜時
はグルタミン酸受容体拮抗薬の非存在下と比較して有意に延長した。しかしながら、CNQX
（10 μM）と AP-5（50 μM）の存在下における虚血負荷により発生する緩徐な内向き電流
及び急峻な内向き電流の傾きは、それぞれグルタミン酸受容体拮抗薬の非存在下と比較し
て有意差は認められなかった。 
 

研究成果の概要（英文）： 
 In this study, we investigated which was more vulnerable to ischemia, spinal ventral horn neurons or 
dorsal horn neurons by whole-cell patch-clamp methods with superfusingan oxygen- and 
glucose-deprived medium  (ischemia simulating medium [ISM]).  Ventral horn neurons are more 
vulnerable than dorsal horn neurons.  Moreover, we clarified that hypothermia is neuroprotective against 
iscjemic insult in spinal ventral horn neurons.  ISM exposure for several minutes generated an agonal 
inward current in VH neurons.  This agonal inward current consisted of a slowand subsequent rapid 
inward current.  In the presence of glutamate receptor antagonist, CNQX (10 μmol/L) and AP-5 (50  
μmol/L), the average latency of the rapid inward currents in the VH neurons with ISM was significantly 
longer than the controls.  However, the slope of the rapid inward current and the slope of the slow 
current in the presence of CNQX and AP-5 were not significantly smaller than that of the absence of  
these glutamate receptor antagonist.  
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１．研究開始当初の背景 
外傷性脊髄損傷は急激に四肢や体幹の運

動・知覚麻痺を呈し、著しく ADL（Activity 
of Daily Life ） を 低 下 さ せ ， 患 者 の
QOL(Quality of life)を奪ってしまう外傷で
ある。運動・知覚麻痺の主原因は直接外力に
よる脊髄神経細胞や軸索の機械的損傷であ
るが、遅発性に生じてくる脊髄神経細胞にお
ける虚血やグルタミン酸毒性などのいわゆ
る二次損傷によって麻痺は急激に拡大する。
そして、神経細胞は最終的にネクローシスや
アポトーシスに至り、脊髄灰白質は不可逆的
な変性を遂げる。直接外力による不可逆的な
脊髄神経細胞損傷は治療が困難であるが、急
性期における二次損傷への対策は極めて重
要である。これまで二次損傷を防ぐ目的で副
腎皮質ステロイドホルモンの大量療法が施
行されてきた。しかしながら、副腎皮質ステ
ロイドホルモン大量療法は必ずしも有効性
が高いわけでなく、副作用も多く、新しい作
用機序を有する治療薬の登場が待ち望まれ
ている。それ故、脊髄二次損傷の原因の一つ
である虚血やグルタミン毒性が脊髄に与え
る影響を電気生理学的に解析する事は脊髄
損傷急性期の治療につながる基礎研究であ
るといえる。 
 
２．研究の目的 
我々は近赤外線顕微鏡システムを併用す

ることによって、脊髄スライス標本の運動ニ
ューロンにホールセル・パッチクランプ法を
適応することに成功した。さらに、我々は脳
研究の成果を応用して脊髄スライス標本に
実験的虚血負荷を与える方法を確立した。脊
髄運動ニューロンをホールセル・パッチクラ
ンプ法により記録中に、脊髄スライス標本を
灌流している人工脳脊髄液から酸素負荷お
よびグルコースを除去することによって虚
血負荷を行うと、緩やかな脱分極の後、急激
な脱分極が発生して、虚血負荷約５分後に脊
髄運動ニューロンは細胞死に至ることが分
かっている。本研究の目的の一つはこの虚血
モデルを用いて、脊髄二次損傷の原因の一つ
と考えられる虚血に対する耐性を脊髄前角
細胞と後角細胞で比較するとともに、近年注
目されている低温療法の有用性を脊髄前角
細胞において検討することにある。 
また、グルタミン酸毒性に関しては近年、

AMPA 受容体のサブユニットの GluR2 に注
目が集まっている。中枢神経系におけるグル
タミン酸性を介する興奮性シナプス伝達は、
主にAMPA型（AMPA受容体）およびNMDA
型グルタミン酸受容体（NMDA 受容体）に
よって行われている。通常、NMDA 受容体
は不活性の性質を有しており、興奮性シナプ
ス伝達における AMPA 受容体の役割は大き
い。AMPA受容体のカルシウム透過性はサブ

ユニットの GluR2 に依存することが知られ
ていて、脊髄運動ニューロンの興奮性神経細
胞死にはグルタミン酸受容体のうち AMPA
受容体が主に関与しており、カルシウム透過
性 AMPA 受容体からのカルシウムの流入に
よる持続的な細胞内カルシウム濃度の上昇
が主要な役割を果たしていると考えられる。
本研究の目的の一つは脊髄虚血モデルにお
いて AMPA 受容体がグルタミン酸毒性に関
与することを電気生理学的に解析すること
である。 
 
３．研究の方法 
（1）脊髄スライス標本の作製 
ペントバルビタール（60mg/kg）を腹腔内

投与によって生後７� 1２日齢の幼若
Sprague-Dawley 系雄性ラットを麻酔した後、
腰仙部の椎弓切除を行った。およそ 1�1.5
㎝の長さに脊髄を取り出し、酸素飽和した 2
�4℃の人工脳脊髄液（NaCl 117mM ; KCl 
3.6mM ; NaH2PO4・2H2O 1.2mM ;CaCl2・
2H2O 2.5mM ; MgCl2・6H2O 1.2mM ; 
NaHCO3 25mM ; Glucose 11mM）を浸した。
脊髄断片から硬膜を除去し、全ての前根と後
根を切除した後、くも膜と軟膜を除去した。
脊髄断片を寒天ブロックに作った溝に設置
し、マイクロスライサーを用いて、厚さ約 500
μmの脊髄横断スライス標本を作製した。切
り出した脊髄スライスを記録用チャンバー
に移し、固定用グリッドで固定した。95% 
O2-5%CO2 にて酸素負荷した人工脳脊髄液
を流速 5�10ml/分で 36±1℃にて灌流した。 
（2）脊髄前角・後角細胞からのパッチクラ
ンプ記録 
赤外線システムを含有する顕微鏡を用い

て、テレビモニター下に脊髄前角および後角
細胞からパッチクランプ記録を行った。まず、
低倍率（5 倍）の対物レンズを用いて、脊髄
前角第Ⅸ層あるいは後角第Ⅱ層を確認した。
その後、高倍率（40倍）の水浸対物レンズに
切り替えて、標的層内の脊髄細胞を確認し、
ホールセルパッチクランプ法により単一細
胞から自発的な電気応答を記録した。記録用
電極には、K-gluconate 135mM ; KCl 5mM ; 
CaCl2・2H2O 0.5mM ; MgCl2・6H2O 2mM ; 
EGTA 5mM ; HEPES 5mM ; TEA 5mM ; 
ATP 5mMを充鎮した先端電極抵抗 5�12M
Ωの微小ガラス電極を用いた。得られた電気
応答は、パッチクランプ用アンプ（Axon 
Instruments 社 AXOPATCH 200B）、A/D
変換機（Axon Instruments社 DIGIDATE 
1322A）、データ記録・解析用ソフト（Axon 
Instruments 社 pClamp 9）を用いて、記
録および解析した。なお、検定は t-test, 
ANOVA-test で行い、危険率 5%（P<0.05）
をもって有意と判断した。 
 



（3）虚血負荷 
実験的虚血負荷として、95% N2-5% CO2

にて窒素負荷し、グルコースを同量のスクロ
ースに置換した酸素およびグルコースを除
去した人工脳脊髄液を灌流投与した。 
（４）低温保護 
常温群（36±0.5℃）に対し、低温群（32, 28, 

24±0.5℃）を設定した。同一細胞における
低温負荷は常温の３分間の記録と設定温度
をそれぞれに下げ、温度が設定低温温度無い
に到達した後の３分間の記録を比較検討し
た。また虚血条件下における低温保護作用を
各温度群で比較検討した。 
 
４．研究成果 
脊髄前角、後角細胞からパッチクランプ記

録を行うと、神経終末内に存在するシナプス
小胞から神経伝達物質が放出されることに
よって発生する自発性の興奮性シナプス後
電流（spontaneous excitatory postsynaptic 
current : sEPSC）が観察された。sEPSCは
グ ル タ ミ ン 酸 の 拮 抗 薬 で あ る
6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione 
(CNQX ; 10 μ M) と
D(-)-2-amino-5-phosphonopen-tanoic acid 
(AP-5 ; 50μM) により完全に阻害されるこ
とから、興奮性神経伝達物質であるグルタミ
ン酸を介するものであった。 
（１) 虚血負荷開始から急峻な内向き電流
発生までの潜時 
脊髄前角細胞第Ⅸ層および後角細胞第Ⅱ

層細胞からパッチクランプ記録を行い、-70 
mV に膜電位を固定した。パッチクランプ記
録が安定した後、酸素およびグルコースを除
去した人工脳脊髄液を灌流して虚血負荷に
よる電気応答の変化を観察した。虚血負荷開
始数分後にグルタミン酸の遊離増強による
sEPSCの発生頻度の著明な増加が観察され、
引き続いて急峻な内向き電流が発生した。虚
血負荷を継続すると、全ての記録細胞におい
て膜電流は回復せず、細胞膜は破綻、すなわ
ち神経細胞死へ至った。前角細胞と後角細胞
における虚血負荷開始から急峻な内向き電
流発生までの平均潜時は、それぞれ 471±15
秒（Mean±SE, 92前角細胞）、574±28秒（57
後角細胞）であった。虚血負荷開始から急峻
な内向き電流発生までの潜時は、後角細胞は
前角細胞と比較して有意に延長していた。 
（2）虚血負荷後、正常人工脳脊髄液再灌流
による神経細胞の回復 
虚血負荷後、正常人工脳脊髄液再灌流によ

る脊髄神経細胞の回復を検討した。急峻な内
向き電流の最下端に達した直後から正常人
工脳脊髄液を再灌流すると、記録した多くの
細胞において膜電流が回復し、sEPSCの発生
頻度ならびに振幅も虚血負荷前と同様に戻
った。急峻な内向き電流の最下端に達した直

後、1 分後、２分後に再灌流を開始した際の
神経細胞の回復率は、直後では前角細胞 60%
（6/10 細胞）、後角細胞 75%（9/12 細胞）1
分後では、前角細胞 20%（2/10細胞）、後角
細胞 27%(3/11細胞)で、後角細胞は前角細胞
と比較して高い回復率を示した。一方、急峻
な内向き電流の最下端に達した２分後に再
灌流を開始した場合、神経細胞の回復率は前
角細胞 0%（0/10細胞）、後角細胞 0%（0/11
細胞）で、記録したすべての脊髄神経細胞は
細胞死に至った。 
（3） 低温による sEPSC への影響と虚血負
荷時の低温効果 
常温の 36℃で記録後、人工脳脊髄液を 32、

28、24℃の低温に設定を切り替えたところ、
sEPSC の発生頻度はコントロールの常温群
と比較して、低温に依存して有意に減少した。
32、28、24℃の低温群における sEPSCの発
生頻度の平均は、それぞれ常温群の 54.7、
34.2、18.9％であった。また sEPSC の振幅
は 24℃群のみ常温群と比較して優位に低下
していた。 
次に常温の 36℃で虚血負荷を行ったとこ

ろ、緩やかな外向き電流が発生した後に、ゆ
っくりとした内向き電流が観察され、虚血負
荷後約８分で急峻な内向き電流が発生した。
その後も虚血負荷を継続すると膜電流は基
線まで回復せずに不安定になった。同様に各
低温で虚血負荷を行ったところ、急峻な内向
き電流が発生するまでの潜時は温度依存的
に延長した。36℃の常温群では潜時は平均
497 秒であったが 32、28、24℃の各低温群
において潜時はそれぞれ平均 932、1072、
1610 秒で、各低温群では常温群に比較して
有意に急峻な内向き電流が発生するまでの
潜時が延長した。 
（4）脊髄虚血とグルタミン酸受容体の関係 
グルタミン酸受容体拮抗薬である CNQX

（10 μM）と AP-5（50 μM）の存在下に、
36±0.5 ℃において虚血負荷を行った。虚
血負荷開始から緩徐な内向き電流及び急峻
な内向き電流が発生するまでの平均潜時は、
それぞれ 305.0±17.6 秒（24 細胞）、478.3
±18.8 秒（24 細胞）であり、グルタミン酸
受容体拮抗薬の非存在下と比較して有意に
延長した。しかしながら、CNQX（10 μM）
と AP-5（50 μM）の存在下における虚血負
荷により発生する緩徐な内向き電流及び急
峻な内向き電流の傾きは、それぞれ 0.38±
0.05 pA/s（24 細胞）、3.43±0.79 pA/s（24
細胞）で、グルタミン酸受容体拮抗薬の非
存在下と比較して有意差は認められなかっ
た。 
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