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研究成果の概要（和文）：成熟ラットから後根付き脊髄スライスを作成し、脊髄後角細胞からホールセルパッチクラン
プ記録を行った。そして、後根の電気刺激で誘発される単シナプス性興奮性シナプス後電流に対するプレガバリンやガ
バペンチンの作用を検証した。これらの薬物は単シナプス性興奮性シナプス後電流の大きさを減少させなかった。これ
らの結果から、プレガバリンやガバペンチンは臨床濃度において一次求心性線維終末からのグルタミン酸放出に影響し
ないことが明らかとなり、これらの薬物の鎮痛作用は従来言われていたような一次求心性線維終末の電位依存性カルシ
ウムチャネルの抑制によるシナプス前抑制ではないことがわかった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effects of gabapentinoids (pregabalin and gabapentin) on gluta
matergic synaptic transmission in the spinal cord dorsal horn.Whole cell patch clamp recordings were made 
from superficial dorsal horn neurons of spinal cord slice with attached dorsal root. Gabapentinoids did no
t decrease the amplitude of monosynaptic excitatory synaptic currents evoked by dorsal root stimulations. 
These result suggest that gabapentinoids do not inhibit glutamate release from primary afferent terminals.
 The inhibition of voltage-gated calcium channels may not be a main analgesic mechanism of these gabapenti
noid drugs.
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１．研究開始当初の背景 
 ガバペンチンやプレギャバリンは国際
疼痛学会が神経障害性疼痛に対する第一
選択薬と位置づけている薬剤であり、電位
依存性Caチャネルのα2δサブユニットに
選択的に結合し、神経伝達物質の放出を抑
制することによって鎮痛作用を発揮する
と推定されていたが、この作用機序に関し
て直接的な証拠はなかった。一方、我々は
以前、脊髄スライス標本を用いて脊髄後角
浅層部細胞からパッチクランプ記録を行
い、後根電気刺激で誘発される単シナプス
性シナプス後電流（EPSC）はガバペンチン
で抑制されないことを証明した。これに対
し、炎症性疼痛モデルや神経障害性疼痛モ
デル動物の脊髄組織においてのみ、ガバペ
ンチンやプレギャバリンは神経伝達物質
の放出を抑制するという考えがあった。し
かし、これも単なる推測に過ぎず、実際に
神経障害性疼痛モデル動物の脊髄後角一
次求心性線維終末のシナプス前終末から
の神経伝達物質の放出を抑制するかどう
か、単一シナプスレベルで検証する必要が
あった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ガバペンチンやプレギャバ
リン等のガバペンチノイドが脊髄後角一
次求心性線維終末の電位依存性 Ca チャネ
ルを抑制することによって、神経終末から
のグルタミン酸放出を抑制する作用があ
るかどうか、正常動物と神経障害性疼痛モ
デル動物の両方で検証することを目的と
する。さらに、人間でも動物でもこれらの
薬物の内服により、速やかに血中および脳
脊髄組織中の濃度が上昇することから、灌
流投与により脊髄レベルで急性の鎮痛効
果を持つかどうかを検証することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では電気生理学的方法を用いて、
一次求心性線維終末からのグルタミン酸
の放出に対するガバペンチンやプレギャ
バリンの影響を調べた。また、細胞内 Ca
は神経の興奮（活動電位の発生）とほぼ同
様の変動を示すことから、脊髄後角細胞の
興奮性の指標として、脊髄スライスからの
細胞内 Ca イメージングを行った。実験動
物は週齢10週以上の Wistar 系完全成熟雄

性ラットを用いた。臨床において、これら
のガバペンチノイドは糖尿病性神経障害
性痛患者によく用いられるため、神経障害
性疼痛モデル動物としては糖尿病性神経
障害性痛モデルを用いた。 
（1）後根付き脊髄スライスの作成 
 ウレタンの腹腔内投与によりラットを
麻酔し、下部胸椎から下部腰椎まで椎弓切
除を行った。腰仙部脊髄を摘出し、約4℃
に冷却した人工脳脊髄液（クレブス液）中
で L5レベルの後根付き脊髄横断スライス
標本を、マイクロスライサーを用いて作成
した。このスライスを約37℃に加温し95%02、
5%CO2ガスで酸素化したクレブス液で灌流
した。 
（2）電気生理学的記録 
 このスライス標本からガラス微小電極
を用いて、後角第2層細胞からブラインド
法によるホールセルパッチクランプ記録
を行った。吸引電極を用いてスライスに付
した後根の電気刺激を行い、Aδ及び C 線
維を介する単シナプス性興奮性シナプス
後電流（excitatory postsynaptic cur-
rent: EPSC）を記録細胞に誘発した。薬剤
の投与は薬剤を含んだクレブス液でスラ
イスを灌流することによって行い、単シナ
プス性 EPSC の振幅に対するプレギャバリ
ンおよびガバペンチンの作用を調べた。薬
物の濃度は両薬剤とも3、10、30、100μM
を用いた。 
（3）糖尿病性神経障害性痛モデルの作成 
 糖尿病の作成は膵臓のベータ細胞を破
壊するストレプトゾトシン（60mg/kg 体重)
の腹腔内投与によって行った。血糖値の明
らかな持続的上昇を確認後、１週間ごとに
後肢足底への機械的刺激に対する逃避閾
値が経時的に低下していくことを確認し
た。また、逃避閾値が低下するだけでなく、
刺激した後肢をなめる・振り回すなどの異
常な逃避行動が認められるようになった。
糖尿病作成から4週間後に腰部脊髄を取り
出して脊髄スライスを作成した。 
（4）細胞内 Ca イメージング 
 脊髄スライスからの細胞内 Ca イメージ
ングシステムは最短で0.6ミリ秒間隔で測
定できる高速画像解析装置（MICAM02）を
用いた。Ca指示薬としてはRhod-2を用い、
室温で約90分脊髄スライスを染色し、その
後は電気生理実験と同様に酸素化して
37℃に加温した人工脳脊髄液で灌流した。



後根刺激は吸引電極によって行い、20秒間
隔で32回刺激して加算平均を行った。薬物
投与は刺激の10分前から灌流投与によっ
て行い、刺激中も薬物投与を続けた。薬物
の濃度は両薬剤とも3、10、30、100μM を
用いた。 
 
４．研究成果 
 平成23・24年度は主に電気生理学的実験
を行った。細胞の膜電位を-70mV に固定し、
後根を電気刺激すると記録したすべての細
胞で Aδ線維による単シナプス性または多
シナプス性の EPSC が記録された。また、刺
激強度を十分に強くすると C 線維による単
シナプス性または多シナプス性のEPSCが記
録された。本研究は一次求心性線維終末に
対する影響を調べることが目的のため、多
シナプス性反応はすべて研究から除外し、 
Aδまたは C 線維による単シナプス性 EPSC
に対する薬物の影響のみを調べた。 
 ガバペンチンは正常ラットにおいて    
Aδ・C線維による単シナプス性 EPSC の振幅
に影響を与えなかった。一方、糖尿病性神
経障害性痛モデルラットにおいても、使用
したすべての濃度で単シナプス性EPSCの振
幅に影響を与えなかった。プレギャバリン
の電位依存性 Ca チャネルのα2δサブユ
ニットに対する親和性はガバペンチンの  
6倍と言われている。しかしながら、プレ
ギャバリンもガバペンチンと同様に正常動
物では Aδ・C線維による単シナプス性 EPSC
の振幅に影響を与えなかった。また、糖尿
病性神経障害性痛モデルラットにおいても
抑制作用は認められなかった。従って、両
薬剤とも正常・神経障害性モデル動物の両
方において、一次求心性線維終末からのグ
ルタミン酸放出に影響を与えないことが明
らかとなった。 
 最終年度である平成25年度は正常ラット
および糖尿病性神経障害性痛モデルラット
の脊髄スライスから後根刺激により誘発さ
れる細胞内 Ca イメージングを行い、脊髄後
角細胞全体の興奮性に対するプレギャバリ
ンおよびガバペンチンの作用を検証した。
後根を Aδおよび C 線維が刺激される刺激
強度で電気刺激すると脊髄後角浅層部に一
致して変化率2.0〜2.5％程度の細胞内Ca濃
度の上昇が認められた。この上昇反応は糖
尿病性神経障害性痛モデルラットの脊髄に
おいて有意に大きく、細胞内 Ca が上昇する

面積も有意に広かった。これまでの電気生
理学的実験から、この Ca濃度上昇反応は末
梢組織に対する痛覚刺激に対する脊髄後角
細胞の興奮と同等のものと考えられ、糖尿
病性神経障害性痛モデルラットでは脊髄後
角細胞の興奮性が高まっていることが示唆
された。しかし、正常および神経障害性痛
モデルの両方において、少なくとも臨床濃
度においてプレギャバリン・ガバペンチン
は共に有意な抑制作用を示さなかった。ま
た、糖尿病性神経障害性痛モデル動物の脊
髄でも同様に抑制効果を示さなかったこと
から、神経障害性痛の状態でのみ、これら
の薬剤が鎮痛効果を発揮するという仮説も
否定的となった。これらの観察はプレギャ
バリン内服後、約1時間で血中濃度は最高に
なり、8時間以内で脳脊髄濃度も最高になる
にもかかわらず、鎮痛効果が発現するまで
は数日を要するという臨床経験と一致する。 
 本研究ではガバペンチンやプレギャバリ
ンの正確な作用機序を解明するには至らな
かったが、少なくともこれらの薬剤の主た
る鎮痛作用機序は一次求心性線維終末の電
位依存性Caチャネルに対する急性抑制作用
ではなく、おそらくタンパクの発現やその
輸送過程等、ある程度時間のかかる過程に
作用して鎮痛作用を発揮する可能性が高い
ことが強く示唆された。 
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