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研究成果の概要（和文）：我々は中脳水道周囲灰白質（PAG）に着目し本研究を行った。PAGには高頻度に自発性
発火を示すコリン作動性ニューロンが存在した。このコリン作動性ニューロンはムスカリン性受容体作動薬によ
り、ムスカリン2（M2）受容体が活性化しGタンパク質活性型内向き整流性カリウム（GIRK）チャネルの開口が生
じて急速な過分極を引き起こすことが示された。また高頻度にコリン作動性ニューロンを発火させることで急速
な過分極が起きたため、コリン作動性ニューロンはアセチルコリンの自己分泌もしくは傍分泌によるM2受容体の
活性化を介したGIRKチャネルの開口により自己興奮性を調節している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the periaqueductal gray (PAG) which is a 
pivotal area to regulate pain. Cholinergic neurons at PAG showed high-frequency spontaneous firing. 
Application of a muscarinic agonist to cholinergic neurons in PAG induced rapid hyperpolarization by
 opening G protein-activated inwardly rectifying potassium (GIRK) channels went through muscarinic 2
(M2) receptors. Additionally, neostigmine, an inhibitor of choline esterase, which indirectly 
increases acetylcholine in the synaptic cleft, also evoked rapid hyperpolarization. These results 
suggested that cholinergic neurons in PAG regulate neural excitability via M2 receptors, which link 
to GIRK channels and autocrine or paracrine of acetylcholine are likely involved in this cholinergic
 regulation of neural firing.

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
中脳水道周囲灰白質のコリン作動性ニューロンに発現するムスカリン2（M2）受容体がアセチルコリンの自己分
泌もしくは傍分泌によって活性化し、受容体に共役するGタンパク質活性型内向き整流性（GIRK）カリウムチャ
ネルが開口して過分極することで自己興奮を制御している可能性について示した。中脳水道周囲灰白質は疼痛制
御の要衝であり、本研究で得られた成果は既存の疼痛治療に対して抵抗性のものに対して新たな創薬ターゲット
として期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

慢性疼痛患者では末梢神経の異常のみならず、中枢神経系の疼痛制御に関する神経回路に変

調をきたしている可能性があるがいまだに不明な点が多い。中脳水道周囲灰白質は疼痛制御の

中枢を担っており、中脳水道周囲灰白質腹外側(vlPAG)に存在するドーパミン作動性ニューロン

を刺激すると機械・熱刺激に対して鎮痛効果が得られると明らかにされている(Taylor et al., 

eNeuro, 2019)。また慢性疼痛の増悪には心理社会的ストレスが大きく影響する。強制水泳試験

によりうつ病状態となったラットでは、三叉神経領域の侵害情報が入力する三叉神経脊髄路核

尾側亜核の神経活動が亢進すると考えられている(Nakatani et al., Exp Brain Res, 2018)。

したがって、ストレスが疼痛制御に関与する中枢神経回路に変調を引き起こすことによって疼

痛が増悪する可能性がある。そこで、脳のストレス関連領域とvlPAG間に形成される局所神経回

路と疼痛制御機構を解明することで疼痛抑制系を賦活する慢性疼痛の新規治療開発につながる

と考えた。 

 
２．研究の目的 
vlPAGに投射するストレス関連脳領域を同定し、同領域の選択的刺激することでvlPAGニュー

ロンの応答性ついて明らかにする。そして慢性ストレス負荷ラットのvlPAGニューロンに対する

ストレス関連領域からの投射がシナプス応答に与える影響について検索することによって中脳

水道周囲灰白質のストレスによる痛み調節機構の一端を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

（１）vlPAGに投射するストレス関連領域の同定 

動物は抑制性ニューロンが緑色蛍光タンパク質Venusによって標識されているVGAT-Venusラッ

トを用いた。VGAT-VenusラットのvlPAGに逆行性トレーサーであるコレラトキシンB(CTB)を注入

した。3週間後に4%PFAで灌流固定し、脳標本を40µmの厚みで作成した。すべての観察は共焦点

レーザー顕微鏡（FV-1000, Olympus）を用いて行い、ストレス負荷時に (vlPAG)に投射してい

る脳領域および抑制性ニューロンとの共存について検索した。 

（２）vlPAGに存在するニューロンのタイピング 

動物はVGAT-Venusとコリン作動性ニューロンが標識されたChAT-TdTomatoとのハイブリッドで

ある、VGAT-Venus-ChAT-TdTomatoトランスジェニック・ラットを用いた。抑制性ニューロンと

コリン作動性ニューロンおよびどちらにも標識されない興奮性ニューロンから電流固定下でホ

ールセル・パッチクランプ記録を行い静止膜電位および発火特性について電気生理学的特性を

解析した。 

（３）vlPAGに存在する各種ニューロンタイプにおけるムスカリン性受容体作動薬の影響 
ストレス関連脳領域からの投射による影響を受ける vlPAG 内のターゲットを考慮した際に、

過去の報告からアセチルコリン受容体が疼痛制御に関与していることが知られているため

（Iboro C. Umana et al., 2017, Pain）、まずは vlPAG における神経活動にアセチルコリンの

受容体の一つであるムスカリン受容体が関与しうるのかについて検索を行った。実験には VGAT-

Venus-ChAT-TdTomato トランスジェニック・ラットを用いた。ムスカリン受容体の活性化には

carbachol（10 µM）を用い、遮断薬には pirenzepine（M1 拮抗薬；2 µM）、gallamine（M2 拮抗

薬；10 µM）、J104129（M3 拮抗薬；50nM）、AF-DX387（M2/4 拮抗薬；1µM ）、PD102807（M4 拮抗

薬；5µM）を用いた。静止膜電位、入力抵抗、発火頻度を記録し、上記作動薬および拮抗薬の作

用を評価した。すべての記録はホールセル・パッチクランプ法を用いて電流固定下で行った。 
 
 
 



４．研究成果 

（１） vlPAG に投射するストレス関連領域の同定 

CTB 陽性細胞が観察される脳領域について網羅的に検索し投射ニューロンの形態学的特性を

解析した。CTB 陽性細胞は視床下部腹側核と扁桃体中心核のほか、島皮質、前頭前野および一次

体性感覚野に分布が認められた。これら大脳皮質の CTB 陽性細胞は主にⅤb層に分布する大型錐

体細胞が大部分を占めていた。 

（２）vlPAG に存在するニューロンのタイピング 

vlPAG に存在

する抑制性ニ

ューロン、コリ

ン作動性ニュ

ーロン、そのど

ちらにも標識

されない3タイ

プのニューロ

ンは、それぞれ

特異的な発火

様式を示した。

さらに、静止膜電位に有意な差が認められ、vlPAG のニューロン全体の静止膜電位が、他の脳領

域と比較して浅いことが示された。 

（３）vlPAGに存在する各種ニューロンタイプにおけるムスカリン性受容体作動薬の影響 

carbachol の投与は、入

力抵抗及び発火頻度を減

少とともに静止膜電位を

急速に過分極させた。ムス

カリン受容体のサブタイ

プごとの拮抗薬灌流投与

後にcarbacholを潅流投与

すると、M2受容体拮抗薬に

よって静止膜電位の過分

極と入力抵抗の低下が抑

制された。以上の結果か

ら、vlPAG において M2受容

体がコリン作動性ニュー

ロンの神経活動制御に関

与している可能性が示唆



された。また carbachol の投与により

急速な過分極が引き起こされたこと

から G 蛋白質活性型内向き整流性カ

リウム（GIRK）チャネルの関与が予測

された。そこで GIRK チャネル阻害剤

を投与すると carbachol による過分

極と入力抵抗の低下が抑制された。し

たがって、vlPAG のコリン作動性ニュ

ーロンは M2 受容体を自己受容体とし

て発現しておりその活性化により

GIRK チャネルを開口させることで自

身の神経活動を抑制するメカニズムを有していると考えられた。さらにコリン作動性ニューロ

ンをコリンエステラーゼ阻害剤であるネオスチグミンの灌流投与下で高頻度に発火させると、

急速な過分極が生じたためコリン作動性ニューロンが自己分泌もしくは傍分泌による神経興奮

制御機構を有していることが示された。以上より、コリン作動性ニューロンは M2 受容体の活性

化を介した GIRK チャネルの開口により自己興奮性を調節している可能性が示された。 
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