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研究成果の概要（和文）：脊髄損傷（Spinal cord injury: SCI）後疼痛モデルラットを作成し、損傷レベルより下位
の脊髄後角でin vivoパッチクランプ法により自発性興奮性シナプス後電流（sEPSC）の解析を行った。SCIモデル群は
コントロール群よりsEPSCの頻度が増強していた。このことから、脊髄損傷後疼痛では損傷部より下位の非損傷脊髄内
において、何らかの興奮性の神経可塑的変化が生じ、中枢性感作の状態になっていると考えられた。次にこのSCIモデ
ルにミクログリア活性化阻害薬のミノサイクリンを灌流投与することでsEPSCの増強に抑制が得られるか検討したが、
予想に反してsEPSCは減少を認めなかった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanisms of neuropathic pain after spinal cord injury (SCI) 
by in vivo patch-clamp methods. We analyzed the spontaneous excitatory postsynaptic currents (sEPSCs) of t
he dorsal horn neurons in below injury level. The average frequency of the sEPSCs in the SCI model rats wa
s significantly larger than that in the sham model rats. This result suggests that the spinal excitatory s
ynaptic plasticity was produced at the dorsal horn neurons in below injury level of the SCI pain model. Ne
xt, we examined the effect of the microglial activity inhibitor, Minocycline onto the excitatory synaptic 
transmission of SCI model rats. Contrary to our expectations, the application of Minocycline did not reduc
e the frequency of sEPSCs in the SCI model rats. 
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１．研究開始当初の背景 
 脊髄損傷は後遺症として損傷レベル以下
の運動神経麻痺と感覚障害により ADL を著
しく制限する。一方、脊髄損傷後疼痛は一般
的にあまり注目されていないが、運動神経麻
痺や感覚障害といった後遺症に匹敵するあ
るいはそれ以上の ADL 制限をもたらす。我
が国においても脊髄損傷患者の約 70%が疼
痛を有すると報告されている。脊髄損傷後疼
痛は神経障害性難治性疼痛であり、程度の強
いものはアロディニア様の異常知覚を生じ
る。一般的なNSAIDsやオピオイドといった
鎮痛薬は効果が薄く、新たな作用機序の治療
薬や治療法の開発が待たれている。しかしな
がら、脊髄損傷後疼痛が発生するメカニズム
は複雑でいまだ不明な点が多い。近年、末梢
神経損傷モデルを用いた動物実験において
神経障害性疼痛にグリア細胞、特にミクログ
リアが大きく関与しているとの報告が散見
されるようになり、中枢神経傷害性の脊髄損
傷後疼痛の発生機序にもミクログリアが関
与し、神経系の可塑的変化を惹起している可
能性がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究の主な目的は脊髄損傷後難治性疼痛
の発生機序にミクログリアが関与している
かどうかを電気生理学的に解析することに
ある。まず、脊髄損傷後疼痛の責任病巣を明
らかにする。脊髄損傷後疼痛はその損傷レベ
ルのみならず、むしろ損傷レベルとかけ離れ
た上位レベルや下位レベルでの痛みが強く、
その機序は複雑である。つまり脊髄損傷レベ
ルとは別の損傷のないレベルの脊髄後角が
疼痛の原因であると考えるがこのことを確
認する。このような解析には、従来の脊髄ス
ライス標本による解析では不十分であり、脊
髄損傷モデルラットを作成し、これに in vivo 
パッチクランプ法を適用し、単一細胞の神経
活動をリアルタイムに解析することで解析
を行う。脊髄スライス標本では脊髄間の情報
伝達は中断されるが、in vivo パッチクラン
プ法は個体を生かしたまま記録する方法で
あり、保存された状態で記録できる。つまり、
脊髄損傷レベルからの影響を排除せずに、そ
の他のレベルの脊髄後角感覚細胞の電気活
動の記録が可能となる。脊髄損傷モデルラッ
トを用いて、モデル群と Sham 群での興奮性
シナプス後電流( excitatory postsynaptic 
currents : EPSC )の発生頻度ならびに振幅
を比較し、モデル群で脊髄後角感覚細胞に興
奮性の神経可塑性が生じていることを in  
vivo パッチクランプ法を用いて確認する。次
に、この興奮性の発現にミクログリアの活性
化が関与するか検討する。そこでミクログリ
ア活性化抑制剤であるミノサイクリンを脊
髄損傷モデルラットの脊髄に灌流投与する
ことで EPSC の興奮性を抑制でいるか検討す
る。 
 

３．研究の方法 
《脊髄損傷後疼痛モデル作成》 
 ラット脊髄損傷後疼痛モデルを作成した。
脊髄損傷後疼痛は受傷レベルの上下位レベ
ルいずれにも生じるが中下位胸髄レベルで
損傷後の腰椎レベルで発生する below level 
の疼痛が強いため、モデルは below level を
作成した。雄性 Sprague-Dawley ラットを
５週齢の時点で不全脊髄損傷モデルを作成
した。均質なモデルを作成するため、機械的
圧迫モデルを IH Impactor を用いて Th9 レベ
ルで 200 kdyn で１秒間圧迫することによっ
て作成する。疼痛は von Frey test,で評価し、
術後１週（６週齢）の時点で下肢に
allodynia 様の反応が出現するのを確認し
て電気生理学的実験に使用した。本研究で
は Th9 椎弓切除のみを Sham ラット群と
する。脊髄損傷レベル（Th9）は術後癒着
が強いが、in vivo パッチクランプ法で記
録するレベル（Th12-L2）とは異なるため、
展開･記録が可能である。 
 
《in vivo パッチクランプ法》 
 In vivo パッチクランプ法に関しては
Taniguchi (Pain. 2011)による。ラットをウ
レタン（腹腔内投与：1.2〜1.5g/kg）で麻
酔後、胸腰椎部に縦切開を行い、Th12 か
ら L2 まで椎弓切除術を行う。次にラット
を脊髄固定器で固定し、皮切部の辺縁を引
き上げることでプールを作成し、脊髄表面
を約 36℃の酸素負荷した人工脳脊髄液で
灌流する。実体顕微鏡下に硬膜を切除し、
腰傍大部レベルで後根を内外側に分け、電
極刺入スペースを作る。呼吸による脊髄の
振動が抑制できていることを確認した上で、
クモ膜と軟膜に微細ハサミ、鑷子を用いて
電極刺入用の開窓を行い、記録の準備を終
える。マイクロマニュピレターで電極を脊
髄内に刺入し、5mVステップに対する応答
電流の変化を指標にギガシールを形成する
いわゆるブラインドパッチクランプ法によ
って記録を行う。薬液の灌流は人工脳脊髄
液と同ラインを用いて行う。記録細胞は第
Ⅱ層の膠様質を狙うが、記録電極を刺入す
る深さからある程度の同定は可能である
（脊髄表面から約 150μm以内）。 
 
４．研究成果 
１）脊髄損傷後疼痛の責任病巣、神経可塑化
の解析 
 脊髄損傷後疼痛の責任病変が脊髄損傷レ
ベルとはかけ離れた下位レベルの脊髄後角
であることを確認する。脊髄損傷モデル群
（Spinal cord injury モデル: SCI モデル）
と Sham 群で EPSC の発生頻度ならびに振幅を
比較、神経系の興奮性の可塑的変化が生じて
いるかを検討した。腰膨大部レベルで脊髄膠
様質ニューロンから in vivo パッチクランプ
法により sEPSC を記録すると、SCI モデル群
における sEPSC の平均頻度は 14.3±1.4Hz で、



平均振幅は 16.0±1.6pA であった(n=30)。一
方、Sham 群の sEPSC の平均頻度は 9.0±
1.0Hz で、平均振幅は 12.3±0.6pA であり
(n=30)、両群間において頻度に関して統計学
的に有意差を認めた。これらの結果から脊髄
損傷後疼痛 below level 型は損傷部より下位
の正常脊髄内において、何らかの興奮性の可
塑的変化が生じていると考えられた。 
２）ミクログリア活性化抑制剤ミノサイクリ
ン投与による解析 
 SCI モデルの sEPSC の増強にミクログリア
が関与しているか、ミクログリア活性化阻害
薬のミノサイクリンを灌流投与することで
解析を行なった。SCI モデルにおけるミノサ
イクリンの灌流投与前後でのsEPSCの変化率
は頻度が 115.4±22.4%で、平均振幅は 107.3
±14.8%であった（n=9）。当初の仮説では抑
制がかかると予想していたが、仮説に反して
これらの結果は増強傾向を認めた。今後、こ
の増強傾向が有意差をもった反応であるの
か、さらに n 数を増やし、検討を行いたい。
また、灌流投与のみでなく、SCI 作成時にミ
ノサイクリンを脊髄内注、静注するモデル
を作成することで SCI 単独群と比較して
sEPSC の変化を解析する予定である。 
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