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研究成果の概要（和文）： 
 
ラット脊髄スライスの膠様質ニューロンへパッチクランプ法を適用し、シナプス伝達に及ぼすガラニンの
作用を調べた。ガラニンは膜の過分極を誘起すると共に神経終末からのグルタミン酸の自発放出を促
進した。また、後根刺激誘起の単シナプス性の興奮性シナプス伝達を抑制した。一方、抑制性シナプ
ス伝達は影響を受けなかった。これらの作用によりガラニンによる痛み伝達の二相性制御を説明できる
ことが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
We examined the effect of galanin on synaptic transmission in substantia gelatinosa neurons of rat spinal 
cord slices by using the patch-clamp technique.  Galanin produced a membrane hyperpolarization and 
facilitated the spontaneous release of L-glutamate.  Moreover, galanin inhibited dorsal root evoked 
excitatory transmission.  On the other hand, inhibitory transmission was not affected by galanin.  
These actions of galanin could contribute to its biphasic regulation of nociceptive transmission. 
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１．研究開始当初の背景 
 
後根神経節や脊髄においてガラニン様免疫活
性やガラニン受容体mRNAの存在が報告されて
おり、ガラニンは皮膚末梢から脊髄後角に至る

痛み伝達の制御に関与すると考えられている。
ガラニンの脊髄腔内投与が痛み行動に及ぼす
実験結果から、低濃度のガラニンは痛み伝達を
促進し、高濃度のガラニンは鎮痛を起こすという
痛み行動への二相性作用が明らかにされている
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が、細胞レベル機序は不明のままであった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、成熟ラット脊髄横断スライス標
本の後角第 II層（膠様質）ニューロンにホールセ
ル・パッチクランプ法を適用して興奮性および抑
制性のシナプス応答を記録し、これに及ぼすガ
ラニン作用を調べてガラニンによる痛み伝達の
二相性制御の細胞レベル機序を明らかにするこ
とであった。 
 
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。後根を付した標本を得る場合に
は、一側の L5 の後根を残し、他の前根や後根
を全て切除した後、温存した後根の周囲を除き
クモ膜と軟膜を除去し、その後、厚さ約 650 μ
m 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、興奮性シナプス
後電流（EPSC）を記録する際には K-gluconate, 
135; KCl, 5; CaCl2, 0.5; MgCl2, 2; EGTA, 5; 
HEPES, 5; Mg-ATP, 5 （pH = 7.2）を、抑制性シ
ナプス後電流 （ IPSC ） を記録する際には
Cs-sulfate, 110; CaCl2, 0.5; MgCl2, 2; EGTA, 5; 
HEPES, 5; TEA, 5; Mg-ATP, 5（pH = 7.2）を用
いた。EPSC は-70 mV（Cl-チャネル電流の逆転
電位近く）の保持膜電位で IPSCが記録されない
条件下で行う一方、IPSCは0 mV（AMPA受容体
チャネル電流の逆転電位近く）において EPSC
が記録されない条件下で行った。GABA 作動性
の IPSC 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 IPSC 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。 
 後根刺激誘起の EPSCを記録する際には、吸引
電極を用いてアイソレーターを介し刺激装置から
持続時間 0.1 ms で様々な大きさを持つ矩形波の
電気刺激を与えた。局所刺激による IPSC を記録
する際には、記録電極の 150 μm 以内に刺激電
極を置いて電気刺激を行った。これらの刺激は特
別の場合を除き 0.2 Hz の頻度で行った。刺激電
極は手動式マイクロマニュピレーターで目的とす
る位置に固定した。 
 
４．研究成果 
 
（１）保持膜電流と自発性の興奮性シナプス伝達

に及ぼす作用 
 低濃度のガラニンは自発性のEPSCの振幅を変
えずに発生頻度を増加させた一方（EC50 = 0.0029 
μM）、高濃度のガラニンは-70 mVで外向き膜電
流を誘起した（EC50 = 0.044 μM）。これらの作用
はNa+チャネル阻害薬テトロドトキシンにより影響を
受けず、前者の作用はガラニン受容体（GalR）
-2/3作動薬galanin 2-11により、後者の作用は
GalR-１作動薬M617により特異的に見られた。こ
の自発性EPSCの発生頻度増加は無Ca2+液中や
電位依存性Ca2+チャネル阻害剤La3+存在下で見
られなかった。 
 
（２）後根刺激誘起の興奮性シナプス伝達に及ぼ

す作用 
 シナプス後細胞における外向き膜電流を抑制
した条件下で、ガラニン（0.1 μM）が Aδ線維
や C 線維の電気刺激により誘起される単シナプ
ス性の EPSC に及ぼす作用を調べた。調べた約
90％のニューロンで Aδ線維誘起 EPSC の振幅
は約 40％減少し、調べた約 67％のニューロンで
C 線維誘起 EPSC の振幅は約 20％減少した。
残りのニューロンではEPSC振幅は変化しなかっ
た。同様な作用は galanin 2-11 により見られたが、
M617 では見られなかった。 
 
（３）抑制性シナプス伝達に及ぼす作用 
 GABA やグリシンを介する自発性の IPSC の振
幅と発生頻度、さらに局所電気刺激により誘起
される GABA やグリシンを介する IPSC の振幅は
ガラニン（0.1 μM）により影響を受けなかった。 
 
 以上より、ガラニンは低濃度で GalR-2/3 を活
性化して細胞外から細胞内への Ca2+流入量を
増加させてグルタミン酸の自発放出を促進する
一方、高濃度でシナプス後細胞の GalR-1 を活
性化して膜過分極を起こすことが明らかになっ
た。また、ガラニンは Aδ線維や C 線維の中枢
端に存在する GalR-2/3 を活性化してグルタミン



 

 

酸放出を抑制し、Aδ線維での作用は C 線維で
の作用より強いことも明らかになった。つまり、ガ
ラニンは膠様質ニューロンの膜興奮性を低濃度
で増加させ、高濃度で減少させることが示唆さ
れた。膠様質が痛み伝達制御に重要な役割を
果たすことを考慮すれば、以上の結果は、ガラ
ニンが濃度に依存して痛み行動を二相性に制
御するという行動生理学の結果と一致する。 
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