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研究成果の概要（和文）：末梢神経が障害を受けたとき脊髄内でグリア細胞の一種であるアストロサイトからト
ロンボスポンディンが放出される。このトロンボスポンディンを脊髄腔内に注入し、ラット後肢足底および大腿
部への機械的刺激に対する逃避行動を調べたところ、逃避閾値が経時的に低下し、範囲も広がっていくことがわ
かった。このラットから脊髄を摘出し、Ca2+イメージング法によって１本の後根から入力した感覚入力による脊
髄後角細胞の興奮の強さ及び頭尾方向への空間的広がりを調べたところ、正常動物に比べて神経興奮の範囲が大
きく拡大していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Thrombospondin is released from astrocytes, a type of glial cell, in the 
spinal cord when peripheral nerves are damaged. We injected thrombospondin into the spinal cord 
cavity and examined the escape behavior of rats to mechanical stimulation of the hindlimb plantar 
and femoral regions, and found that the escape threshold decreased over time and the range of escape
 increased. The spinal cord was removed from these rats, and the intensity of excitation of spinal 
dorsal horn cells by sensory input from a single dorsal root and its spatial extent in the 
cephalocaudal direction were examined by Ca2+ imaging, and it was found that the range of neural 
excitation was greatly expanded compared to normal animals.

研究分野：麻酔科学

キーワード： 神経障害性疼痛　脊髄　グリア　トロンボスポンディン　Ca2+ イメージング　後根刺激

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
末梢神経が損傷されることによって生じる痛みは損傷神経の支配部位を超えて広がることが明らかとなった。そ
の機序には脊髄後角での神経興奮が頭尾方向に広がりやすくなっているという可塑性変化に基づくものである。
その可塑性変化には脊髄内のアストロサイトから分泌されるトロンボスポンディンが関与している可能性が高
い。末梢神経損傷による神経障害性疼痛では時間経過により痛みが強まるとともに、疼痛領域は損傷された神経
の支配領域にとどまらず隣接する神経支配領域に広がり、異分節の脊髄領域に入力する非侵害性感覚情報によっ
て痛みが生じてしまうことがあるが、それを医学的に証明したことに社会的意義があると思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 末梢神経損傷による神経障害性疼痛では時間経過により痛みが強まるとともに、疼痛領域は

損傷された神経の支配領域にとどまらず隣接する神経支配領域に広がり、脊髄分節レベルでも

明らかに頭尾方向に異分節の脊髄領域に入力する非侵害性感覚情報によって痛みが生じてしま

うことがある。例えば、最初は足底部の仙髄レベルの痛みだったものが、腰髄レベルからでてい

る大腿神経領域まで広がる。これまでの解剖学的常識から言えば、このようなことは説明するこ

とができなく、患者は自分の症状を医師に信じてもらえないという苦痛を感じることがあった。

これまで神経障害性疼痛状態において、脊髄内での神経興奮領域の広がり、特に頭尾方向への広

がり方に注目した研究はなく、本研究はそのような現象が存在することを立証しようとするも

のである。たとえ、早急に治療法を開発することができなくても、現象論的にこのようなことが

起こりえることが立証できれば救われる患者はいるはずである。 

 

２．研究の目的 

 この現象の機序は不明であるが、我々が考えている仮説は、「グリア（アストロサイト）の活

性化によりゆっくりとした情報伝達（グリオトランスミッション）がおこり、より広範囲の頭尾

方向に脊髄後角細胞の過敏化が進んでいく」と言うものである。本研究ではアストロサイトを活

性化する蛋白であるトロンボスポンディンの脊髄内投与や神経障害性疼痛モデル動物で脊髄後

角浅層部侵害受容ニューロンの興奮領域が障害神経の支配分節を超えて頭尾方向に広がるかど

うか、フラビン蛋白イメージング法や細胞内 Ca2+イメージング法によって検索し、さらに可能で

あれば、その機序を in vitro, in vivo パッチクランプ法によって解析することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 行動学的実験 

①ラットの L4/L5 椎間から脊髄腔内に P-10 カテーテルを挿入し、そのカテーテルを介して TSP-

4を 45µg 投与し（TSP投与モデル）、その後、1 週間ごとに足底・大腿を自動 von Frey hair装

置で刺激して逃避閾値を調べる。 

②このモデルにおいて足底に対する機械的刺激に対して最も逃避閾値が低下する時期を調べる。

また、逃避閾値の低下が頭側（大腿部）にも広がるかどうか観察する。もし、拡大傾向が見られ

たら、大腿部においても最も逃避閾値が低下する時期を調べる。その時期のラットを以下の生理

学的実験に供給する。 

 

(2)脊髄スライスを用いた光学的実験 

①後根付き脊髄スライス標本の作製及び後根の電気刺激 

当初、フラビン蛋白蛍光や Ca2+蛍光イメージングを in vivo標本で行うことも計画していたが、

in vivo で脊髄背面からの記録は後索及び後根が後角細胞の背面（前面）にあるため、in vivo

標本ではより深部にある後角細胞の活動を見ることは非常に困難であることがわかった。その

ため、後角細胞の興奮の広がりを見るのは主に脊髄スライス標本で行うことにした。 

週齢 10〜15 週の成熟ラットをイソフルラン吸入とウレタンの腹腔内投与により麻酔し、腰仙部

脊髄を後根とともに摘出した。摘出した脊髄は酸素化し 4−5℃程度に冷却した人工脳脊髄液内で

左 L4後根以外の後根とすべての前根を切除し、マイクロスライサーを用いて厚さ約 700µMの L4

後根付き脊髄スライスを作成した（下図）。 



 

 

 

 

 

 

作成した脊髄スライスを Rhod-2AM(Ca2+インディケーター)で染色し、神経細胞の興奮の強さおよ

び興奮の広がりを細胞内 Ca2+の上昇として光学的に記録できるようにした。染色後、スライスを

記録用チャンバーに移し、酸素化して約 37℃に加温した人工脳脊髄液で 15-20ml/分の速度で持

続灌流した。in vitro スライス標本では末梢の感覚受容器は切除されているので、後根の断端

を吸引電極で電気刺激することで感覚入力の代用とした。 

②光学的測定 

今回用いた Rhod-2は 430nm（緑色）付近の波長の光を当てると細胞内 Ca2+の上昇によって 575nm

付近の波長の光が増強する。後根刺激によって生じた蛍光強度の変化（ΔF）とベースラインの

蛍光強度（F）の比（変化率：ΔF/F）を擬似カラーとして表示した。記録は 256 x 256ピクセル

（計 65536ピクセル）のイメージを 1ms 間隔で 0.5秒間撮影し、神経興奮の広がりをリアルタイ

ムに評価した。 

③正常ラットとモデルラットの比較 

後根刺激による神経興奮は 1.5%以上の変化率（ΔF/F）を示すピクセル数で評価した。これまで

の経験から、正常ラットでは後根進入部付近の後角細胞のみが 1.5%以上の変化率を示すことが

わかっている。これが TSP 投与モデルラットで変化するかどうか光学的に評価した。 

 

４．研究成果 

(1）ラットくも膜下腔への極細カテーテル挿入法の確立 

イソフルラン麻酔下に L5/L6 腰椎間で椎弓と棘突起の一部を切除し

（右図）、黄色靱帯を露出させる。黄色靱帯に 25G 針で穴をあけ、極細

カテーテル(P-10 カテーテル）を 2.5〜3cm頭側に向かって挿入する。

カテーテルは周囲の骨組織に固定し、反対側は頚背部に埋没させる。

2%リドカインを 20µl 注入し、後肢の麻痺が起こること、数時間後には

麻痺は完全に消失することを確認する。後に脊髄を摘出するとき、カ

テーテル先端が脊髄実質下端（円錐部）にあることを確認した。以上の方法で脊髄腔内に薬液を

投与する方法を確立できた。まれに、おそらくカテーテル挿入に伴う神経障害が残るラットもい

たが、そのような動物は実験から除外した。 

 

(2）トロンボスポンディンによる後肢の痛覚閾値の変化 

下図に示すように足底及び大腿部への機械的刺激に対する逃避閾値は TSP 注入後、約 1 週間で

低下し始め、注入 2 週間後にもっとも低下した。注入前（コントロール値）と比較して、注入 2, 

3,4 週後では統計学的に有意に低下していた（repeated measures ANOVA; *p<0.05,**p<0.005）。

また、この時期には逃避閾値の低下だけでなく、後肢をなめたり振り回すような異常な行動が見

られるようになった。従って、TSP注入後 2 週間のラットを以下に記述するイメージング実験に

使うことにした。 
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(3）後根刺激による興奮の広がり 

正常ラットから右図のような脊髄スライスを作成し、

後根を電気刺激すると下図のように後角浅層部（特に

第 2 層；SG）に細胞内 Ca2+上昇領域が頭尾方向に向か

って現れる。ただし、変化率（ΔF/F）が 1.5%以上の領

域（赤およびピンク色のピクセルで表示）は後根進入部

付近に限局する。また、変化率 1.5%になる時間は刺激から 100ms以上は続かない。 

     刺激 19.2 ms後        刺激 30.0 ms後   刺激 38.4 ms後 

 

 

 

 

 

 

 

一方、TSP注入 2 週間後のラットでは、下図（左）に示すように変化率 1.5%以上の領域が明らか

に拡大し、後根進入部だけでなく頭尾方向に広がっていることがわかった。また、下図（右）に

示すように、変化率が 1.5%以上に上昇したピクセル数は正常ラットと比較して TSP 注入ラット

では有意に増加していた（両群とも n=22, unpaired t test）。 

 

さらに、右図に示すように、1 回の後根刺激で興奮している

時間が明らかに延長していること、刺激から最大値に達するまで

の時間も有意に延長していることがわかった（両群とも n=22, 

unpaired t test）。 

以上のことから、TSP 注入ラットでは後根進入部付近の後角細胞

の興奮が増強し、さらに興奮領域も頭尾方向に拡大していること

がわかった。 
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行動実験と脊髄スライスイメージングの結果から考察すると、TSP注入ラットで後肢の足底及び

大腿部の機械的刺激に対する逃避閾値が低下する原因として、脊髄後角レベルでの神経の興奮

性の増加と神経興奮が広がりやすくなる何らかの可塑性変化が TSP によって生じたことが考え

られる。TSPはアストロサイトから放出される物質でシナプス新生に関与するとされている。残

念ながら本研究では実際にシナプス新生が生じることによって興奮が広がりやすくなったかど

うかは明らかにできなかったが、現象論として TSP の脊髄内注入により単一後根神経からの感

覚入力により広範囲に興奮が広がることを明らかにできた。今後はこの機序を詳細に検討する

ことにより、末梢神経損傷による神経障害性疼痛の発生機序の研究がさらに進むことが期待さ

れる。一方、本研究で用いたスライスイメージング法は脊髄内の神経興奮の頭尾方向への広がり

を可視化できる画期的な方法であり、神経障害性疼痛の脊髄内機序だけでなく、新しい脊髄鎮痛

法の開発にも応用できると思われる。 
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