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研究成果の概要（和文）：5-HT/NA 再取り込み阻害薬(serotonin noradorenalin reuptake 

inhibitor: SNRI)ミルナシプラン、選択的 5-HT 再取り込み阻害薬(selective serotonin 

noradorenalin reuptake inhibitor: SSRI)パロキセチン、選択的 NA 再取り込み阻害薬

(selective noradorenalin reuptake inhibitor: NRI)マプロチリンを静脈内投与し、脊髄後角

での NA/5-HT の変化と痛覚過敏抑制作用との関係を検討した。全ての薬剤が、ラット神経障害

性疼痛モデル（spinal nerve ligation: SNL）の痛覚過敏を抑制し、脊髄後角での NA/5-HT (特

に NA)の上昇が、痛覚過敏抑制作用に強く関与していることが示された。神経損傷後の 2 週間

では下行性抑制系は活性化しており、抗うつ薬は脊髄後角での再取り込み抑制によってさらに

NA/5-HT を増加させ、神経障害性疼痛を抑制することが示唆された。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Antidepressants are often used for the treatment of neuropathic 
pain. Clinical studies suggest that the efficacy of serotonin (5-HT) and noradrenaline 
(NA) reuptake inhibitors (SNRIs)for neuropathic pain is greater than that of selective 
5-HT reuptake inhibitors (SSRIs). In the present study, we determined the efficacy and 
mechanisms involved in the antihyperalgesic effects of milnacipran, an SNRI, compared 
to paroxetine, an SSRI, and maprotiline, a selective NA reuptake inhibitor, using a rat 
model of neuropathic pain. Male Sprague-Dawley rats underwent spinal nerve ligation (SNL), 
and the withdrawal threshold to paw pressure was measured. Intraperitoneal injection of 
milnacipran (3-30 mg/kg) produced a dose-dependent antihyperalgesic effect. The effect 
was reversed by intrathecal injection of the α2-adrenoceptor antagonist, idazoxan (30 
μg), but not by various 5-HT receptor antagonists. Paroxetine produced an 
antihyperalgesic effect only at the highest dose tested (10mg/kg). This effect was 
reversed by intrathecal injection of both idazoxan and ondansetron (30μg), a 5-HT3 
receptor antagonist. Maprotiline produced an antihyperalgesic effect (10 and 30mg/kg), 
and the effect was reversed by intrathecal idazoxan. In microdialysis studies, NA and 
5-HT concentrations in the spinal dorsal horn were increased after injection of either 
milnacipran or paroxetine, and only NA was increased after maprotiline. Furthermore, the 
NA content in the spinal cord of SNL rats was greater than that in normal animals. These 
findings suggest that an increase in NA in the spinal cord plays an important role in 
the antihyperalgesic effects of not only NA reuptake inhibitors but also SSRIs. 
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１．研究開始当初の背景 
脳幹から脊髄後角にいたるノルアドレナリ
ン(NA)/セロトニン(5-HT)作動性下行性抑制
系は、神経損傷からの時期によって大きく変
化している可能性がある。抗うつ薬は神経障
害性疼痛に有効であるが、その機序は脊髄に
おいて NA/5-HTを増加させることによること
が、これまでの研究で明らかになっている。 
２．研究の目的 
目的 1： 抗うつ薬（SNRI）を投与して得られ
る鎮痛効果は NAと 5-HT でどちらが重要な役
割を果たしているか。 
目的 2： 選択的セロトニン再取り込み阻害薬
（ selective serotonin reuptake 
inhibitor:SSRI）との比較検討。 
目的 3： 神経障害性疼痛モデル作成後の異な
った時期に脊髄後角で NA/5-HT を測定し、下
行性抑制系の可塑的変化と抗うつ薬の鎮痛
効果との関連を検討する。 
目的 4： 脊髄で NA/5-HT を増加させると考え
られている他の薬剤でも検討する。 
３．研究の方法 
1). 神経障害性疼痛モデルの作成 
 L5 脊髄神経切断モデルを作成する（spinal 
nerve ligation: SNL）。すなわちイソフルレ
ン麻酔下に腰部を正中切開し、左側 L6 腰椎
横突起を切除する。そのとき直下に見える左
側 L5 脊髄神経を 5.0 絹糸で強く結紮してそ
の遠位で切断する。この手術後 2ないし 3日
目から感覚過敏が認められるが、機械的痛覚
過敏を paw pressure テストによって判定す
る。 
2). Paw pressure テストによる行動実験 
 抗うつ薬による鎮痛効果を確認する。paw 
pressure テストとはラットの後肢に機械的
侵害刺激を与え、徐々にその刺激を増加させ、
後肢が逃避した時の圧を逃避閾値として算出
して痛みを定量化する方法である。正常ラッ
トの逃避閾値は 200 g 程度であるが、SNL ラ
ットでは 100 g 前後まで低下する。正常ラッ

トに薬剤を投与し、逃避閾値を測定したとき
には急性痛に対しての鎮痛作用を判定するこ
とができる。一方、SNL ラットに対して薬剤
を投与したときには、神経障害性疼痛の際に
認められる痛覚過敏に対する効果を判定する
ことになる。ここが paw-pressure テストの優
れた点であり、急性痛への反応と神経障害性
疼痛への効果を比較できる。SNRI（ミルナシ
プラン: 1, 3, 10, 30 mg/kg）を腹腔内投与
し 30 分毎に閾値を測定する。SSRI（パロキセ
チン）に関しても同様に実験を行う。 
3). 行動実験の拮抗試験 
2)で得られた逃避閾値の上昇が、NA によるも
のか 5-HT によるものかを確認するためそれ
ぞ れ の 拮 抗 薬 （ methysergide: 5-HT1/2 
receptor antagonist、ketanserin: 5-HT2A 
receptor antagonist 、 idazoxan: α2 
receptor antagonist）を髄腔内投与し、逃
避閾値の変化を検討する。髄腔内カテーテル
は Yaksh らの方法によって行動実験の 5日前
に留置する。イソフルラン麻酔下に、後頭部
から 32-G カテーテルを先端が腰膨大部まで
来るように約 8 cm 挿入して固定する。 
4). マイクロダイアリシス法による脊髄後
角浅層での NA/5-HT 量の測定 
 イソフルラン吸入麻酔下にラットの第一腰
椎前後で椎弓切除を行い脊髄を露出する。マ
ニピュレーターを用いて脊髄後角に長さ 1 ミ
リの直管型プローベを約 20 度の角度で浅層
に向けて挿入する。灌流液としてリンゲル液
を、マイクロシリンジポンプで 1 μl/min の
速度で灌流する。Baseline が安定するまで 2
～3 時間必要である。薬剤を投与するために
大腿静脈にあらかじめ静脈路を確保する。
SNRI（ミルナシプラン）を 30 分間隔で
1-3-10-30 mg/kg と投与してcumulative dose 
response curve を作成し、SNL ラットと正常
動物とで NA/5-HT 放出の比較検討を行う。ま
た、SNRI ボーラス投与後の NA/5-HT 増加の時
間経過を観察する。申請者の予備実験では



SNRI 投与後、正常ラットに比べ SNL ラットで
は有意に多くの NA の増加が認められた。SNRI
を用いた実験終了後、SSRI（パロキセチン）
を投与して同様の実験を行う。 
 
5). 脊髄ホモジェネートの NA/5-HT量の測定 
 マイクロダイアリシスで得られた 5-HT と
NA の測定量は絶対値ではないので、実際の脊
髄中の含有量を測定し、マイクロダイアリシ
ス法のデータと一致した結果が得られるか
検討する。ラットを吸入麻酔下に断頭して腰
膨大部を取り出し左右半分に分割した後、神
経切断側（左側）を用いる。除タンパクし、
超音波ホモジナイザーを用い 20000 回転で
20-30 秒撹拌する。遠心分離 20000 回転後、
上清を採取しフィルター濾過したものを測
定する。測定は HTEC-500 analyzing system®

（Eicom Co, Kyoto, Japan）で行う。実験 4)
と 5)については神経結紮後 1、2、4、8 週間
の SNL ラットを用いて実験を行う。 
6). 免疫組織化学的検討 

正常ラットまたは術後 2週間の SNL ラット
を用いる。ペントバルビタール（50 mg /kg）
を腹腔内投与して深麻酔後、経心臓的に 4％
パラルムアルデヒドで還流固定する。脊髄 L4
～5 の部分を取り出し、30％sucrose 液中に
数日保存する。その後、マイクロトームを用
いて 40 μm の切片を作成し、浮遊法によっ
て DAB 発色による免疫染色を行う。NA
（dopamine-β-hydroxylase; DβH）線維、
5-HT 線維やそれぞれのトランスポーターの
抗体を用いて染色を行う。得られた標本は顕
微鏡で観察する。 
４．研究成果 
5-HT/NA 再 取 り 込 み 阻 害 薬 (serotonin 
noradorenalin reuptake inhibitor: SNRI)
ミルナシプラン、選択的 5-HT 再取り込み阻
害薬 (selective serotonin noradorenalin 
reuptake inhibitor: SSRI)パロキセチン、
選択的 NA 再取り込み阻害薬(selective 
noradorenalin reuptake inhibitor: NRI)マ
プロチリンを静脈内投与し、脊髄後角での
NA/5-HT の変化と痛覚過敏抑制作用との関係
を検討した結果、全ての薬剤が、ラット神経
障害性疼痛モデル（spinal nerve ligation: 
SNL）の痛覚過敏を抑制し、脊髄後角での
NA/5-HT (特に NA)の上昇が、痛覚過敏抑制作
用に強く関与していることが示された。さら
に SNL モデルを用いて、脊髄腰膨大部のホモ
ジェネートを作成し NA/5-HT量を測定したと
ころ、SNL 作成後 2 週間では正常ラットに比
べて NA/5-HT が増加していた。以上より神経
損傷後の 2週間では下行性抑制系は活性化し
ており、抗うつ薬は脊髄後角での再取り込み
抑制によってさらに NA/5-HT を増加させ、神
経障害性疼痛を抑制することが示唆された。 
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