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研究成果の概要（和文）：脊髄電気刺激療法は、難治性慢性疼痛に対して、数少ない有効な治療法の一つであるが、そ
の詳細なメカニズムは未だ明らかでない。本研究ではラット脊髄後角にパッチクランプ法を適用し、脊髄電位刺激によ
る鎮痛機序を解析した。脊髄電気刺激により緩徐な抑制性シナプス後電流が発生したが、これはソマトスタチン受容体
を介したGIRK　チャネルの活性化が関与している可能性が示唆された。さらにin vivoパッチクランプ法を用いて、脊
髄電気刺激による最適な刺激強度を動物実験的データという限界はあるが算出した。

研究成果の概要（英文）：Spinal cord electrical stimulation（SCS）is a kind of the effective treatments 
for a chronic pain．However, mechanisms of SCS-evoked analgesia have been poorly understood. In this 
study, whole-cell patch-clamp recordings were performed from dorsal horn neurons in rat spinal cord 
slices to investigate SCS-induced effects. SCS produced slow inhibitory postsynaptic currents (IPSCs). 
This action was suggested that activation of GIRK channels induced slow IPSCs via somatostatin receptors. 
Moreover, we analyzed the stimulation condition to get the largest slow IPSCs by SCS, although this study 
has a limitation because it was animal experiment.

研究分野：神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
 脊髄電気刺激による治療法（脊髄電気刺激
療法）は、鎮痛薬や神経ブロック療法に対し
て抵抗性の難治性慢性疼痛に対して臨床応
用されており、数少ない有効な治療法の一つ
である。脊髄電気刺激療法は非ステロイド性
消炎鎮痛薬(NSAIDs)やモルヒネなどの鎮痛
薬が無効な症例に対して有効であることか
ら、その鎮痛作用は従来の鎮痛薬とは全く異
なることが示唆されてきた。しかし、その詳
細なメカニズムは未だ明らかでない。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は以前、ラット脊髄横断スライ
スにパッチクランプ法を用いて、記録ニュー
ロン近傍の脊髄後角に局所電極を留置し、刺
激することでどのような効果が得られるか
解析を行った。その結果、電位固定下で脊髄
を電気刺激すると、緩徐な抑制性シナプス後
電流（slow inhibitory postsynaptic current : 
slow IPSC）を認めた（Nakatsuka, J Physiol 
2008）。さらに薬理学的な解析を加え、この
slow IPSC は G 蛋白質共役型内向き整流性
K+ チ ャ ネ ル (G-protein-coupled, 
inwardly-retifying K+チャネル:GIRKチャネ
ル)を活性化することにより発生するもので
あることが判明した。近年、神経ペプチドで
あるソマトスタチンは G 蛋白共役型 K+チャ
ネルを介して脊髄後角ニューロンの膜を過
分極することが報告されている。そこで、 
電気刺激によって遊離するソマトスタチン
が脊髄後角ニューロンのソマトスタチン受
容体を活性化し、その結果、G蛋白質を介し
てGIRKチャネルを活性化することが脊髄電
気刺激療法の機序に関与しているのではな
いかと仮説を立てた。今回、本研究では脊髄
後角ニューロンに対して、脊髄横断スライス
および in vivo 標本を用いて、パッチクラン
プ法により、脊髄電気刺激療法の分子的メカ
ニズムを解析するとともに、脊髄電気刺激療
法にはソマトスタチンが関与するという仮
説を検討した。 
 
３．研究の方法 
《ラット脊髄横断スライスからのパッチク
ランプ記録》 
5〜６週齢の雄性ラットをウレタン(1.2〜
1.5g/kg を腹腔内投与)で深麻酔した後、L1
〜S3 レベルの脊髄を摘出し、酸素飽和した人
工脳脊髄液(2〜4℃)に浸した。実体顕微鏡下
で硬膜を除去した後、後根、前根をすべて切
除し、その後、クモ膜と軟膜を除去した。脊
髄を寒天ブロックに設けた浅い溝の上に置
き、マイクロスライサーを用いて厚さ 650 m
の脊髄横断スライス標本を作製した。切り出
したスライスを直ちに記録用チャンバーに
移し、酸素付加、加温(36℃)した人工脳脊髄
液により、15〜20 ml/分の速度で灌流した。
人工脳脊髄液の組成(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。 
パッチ電極を脊髄後角表層に刺入し、ギガオ
ーム・シールを形成した後、後角ニューロン
からホールセル・パッチクランプ記録を行っ
た。電極は入力抵抗が 10〜15MΩのものを用
い、その内液組成は、K-gluconate, 135; KCl, 
5; CaCl2, 0.5; MgCl2, 2; EGTA, 5; HEPES, 
5; Mg-ATP, 5 あるいは、Cs-sulfate, 110; 
CaCl2, 0.5; MgCl2, 2; EGTA, 5; HEPES, 5; 
tetraethylammonium (TEA) chloride, 5; 
Mg-ATP, 5 (PH=7.2)であった。前者は興奮性
応答、後者は抑制性応答を記録するのに使用
した。得られた膜電流はパッチクランプ用増
幅器(Axopatch 200B)により増幅し、A/D 変換
後、データ記録および解析用のソフトウェア
(pCLAMP10)を用いてコンピュータにより記
録・解析した。実験結果は平均±標準誤差で
表し、検定は Student の paired t-test で行
い、P<0.05 をもって有意と判定した。 
 
《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 
 脊髄電気刺激が脊髄膠様質ニューロンに
どのような影響を与えるか、まずラット脊髄
スライスにホールセル・パッチクランプ法を
適応して、解析を行った。膜電位を-50mV に
固定して、保持膜電流の変化に注目した。単
極の刺激電極を用いて、脊髄後角を局所的に
20Hz で 20 回（刺激強度：0.3〜1.0mA、刺激
持続時間：0.4ms）反復刺激すると、約 30％
のニューロンにおいて、緩徐な抑制性シナプ
ス後電流（slow IPSC）が発生した。脊髄電
気刺激によって生じた slow IPSC の平均の振
幅は約 60 pA、平均持続時間は約 60 秒であっ
た。また、脊髄電気刺激を５−10 分間隔で行
っても、slow IPSCの振幅に変化は無かった。
薬理学的な解析からこの slow IPSC は G 蛋白



質共役型内向き整流性 K チャネル(GIRK チャ
ネル)を活性化することにより発生するもの
であることが判明した。次に、ソマトスタチ
ン脊髄灌流投与すると外向き電流の発生を
認めた。さらに非選択的ソマトスタチン受容
体阻害薬である cyclo-somatostatin存在下で
は他の神経伝達物質阻害薬とは違って、脊髄
電気刺激による slow IPSC の阻害効果を認
めた。これらの結果から、電気刺激によって
遊離するソマトスタチンが脊髄後角ニュー
ロンのソマトスタチン受容体を活性化し、そ
の結果、G蛋白質を介して GIRKチャネルを
活性化することが脊髄電気刺激療法の機序
に関与していると考えられた。 
 脊髄スライスにおいて確認することがで
きた脊髄電気刺激によって発生する slow 
IPSC は脊髄電気刺激による鎮痛機構にとっ
てきわめて重要な現象であると考えられる
が、実際の in vivo 標本でも同様な現象が見
られるか不明である。そこで、引き続き in 
vivo 標本においても同様に脊髄電気刺激に
より脊髄膠様質ニューロンから slow IPSC が
記録できるか検討を行った。電気刺激は記録
ニューロンの髄節レベルより高位の脊髄後
索の軟膜・くも膜直上にバイポーラー型の電
極を接するような形で前もって設置してお
いた。in vivo パッチクランプ法にて、脊髄
電気刺激をスライスと同様の条件で反復刺
激で行なった。この刺激により slow IPSC を
示すニューロンが存在したが、その振幅はス
ライス時より小さく約 10pA 程度であった。
また、細胞膜の脱分極を示す内向き電流が発
生したニューロンも存在した。これは記録細
胞に投射する後根に電気刺激がおよんで一
次求心性線維からのシグナルとなった可能
性があると思われた。次に in vivo 標本を用
いて、脊髄電気刺激による slow IPSC が発生
する至適な条件の検索を行った。解析は in 
vivo パッチクランプ法膜電位を-50mV に固
定して、保持膜電流の変化に注目した。電気
刺激は記録ニューロンの髄節レベルより高
位の脊髄後索に電極を接するような形で前
もって設置しておいた。20Hz で 20 回（刺激
強度：0.3～1.0mA、刺激持続時間：0.4ms）
反復刺激を基本に、刺激強度を 0.5mA から
10mA まで 0.5mA 刻みで、10mA からは 50mA ま
で 10mA まで 10mA 刻みで変更して slow IPSC
の振幅の変化を解析した。また、刺激回数を
1,5,10,20,40,100,150,200 回と変更し slow 
IPSC の振幅の変化を解析した。結果、刺激強
度は 10mA までは slow IPSC の振幅の増強を
認めたが、それ以上は増強を認めなかった。
また刺激回数は 150 回まで slow IPSC の増強
を認めたが、それ以上は増強しなかった。以
上の結果から、本研究における脊髄電気刺激
により slow IPSC が最も大きく得られる最小
の刺激条件は 20Hz で 150 回、刺激強度：10mA、
刺激持続時間：0.4ms であった。 
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