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研究成果の概要（和文）：ラットの脊髄スライス標本やin vivo標本を用いて脊髄後角からのパッチクランプ記
録を行った。まず、オピオイド誘発性痛覚過敏をパッチクランプ記録上で再現しようと試みたが、予想に反し、
オピオイド製剤（アルチバ: remifentanil）が脊髄後角においてグリシン受容体を介して鎮痛効果を示すことが
明らかとなった。次に脊髄スライス標本を用いたパッチクランプ記録によりケタミンの作用を解析した。ケタミ
ンを脊髄に投与しても脊髄後角の膜電位や電流は変化しなかったが、シナプス前からのグルタミン酸の放出が増
加した。すなわち、ケタミンがNMDAを抑制せず、むしろ疼痛を増強させる可能性があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We made patch-clamp recordings from substantia gelatinosa  neurons in the 
adult rat spinal dorsal horn in vivo or in spinal cord slices. We revealed that intrathecal 
administration of Ultiva (remifentanil); to SG neurons hyperpolarized membrane potentials and 
depressed presynaptic glutamate release predominantly through the activation of glycine receptors. 
We also found that Ketamine increased presynaptic glutamate release. This result raises the 
possibility that Ketamine has pronociceptive effect in the spinal cord.

研究分野： 麻酔科学

キーワード： 疼痛管理学　慢性痛　ケタミン　電気生理学

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
（1）ケタミンは鎮静作用と鎮痛作用を併せ
持つ静脈麻酔薬である。手術侵襲による急性
痛のみならず術後痛などの慢性痛に対して
も鎮痛効果を発揮し、手術麻酔・ペインクリ
ニック領域において有用な薬物である。ケタ
ミンが作用する受容体、膜蛋白、細胞質蛋白
に関する数多くの研究がなされてきた。ケタ
ミンは NMDA 受容体拮抗作用を持つ PCP（フェ
ンサイクリジン）系麻酔薬として開発された
経緯があり、NMDA 受容体拮抗薬として広く知
られている。NMDA 受容体以外にもアセチルコ
リン受容体や イオンチャネル、トランスポ
ーターなどの膜蛋白、細胞内情報伝達系蛋白
などがケタミンの作用の標的となりうるこ
とがわかっている。このように細胞レベルで
の分子作用機序は明らかになっているもの
の、ケタミンの覚情報伝達路（末梢神経→脊
髄後角→視床→大脳皮質）における作用を体
系的に調べた研究はなく、ケタミンの痛覚情
報伝達路に対する効果の部位、さらに、その
様式（NMDA 受容体を介するかそれ以外の物質
が関与するのか）に関しては不明な点が多い。 
 
（2）神経損傷による慢性痛においては脊髄
の NMDA 受容体が関与していることを示唆す
る報告がすでになされている。研究申請者ら
は先行の予備実験として、インビボラットの
脊髄後角からパッチクランプ記録を行い、足
肢への痛み刺激応答が NMDA 受容体拮抗薬で
は抑制されない事を明らかにした。つまり、
急性痛におけるケタミンの鎮痛作用は脊髄
後角において NMDA 受容体以外の分子作用機
序あるいは脊髄以外の部位への作用である
ことが予想される。したがって、急性痛と慢
性痛に対してケタミンは異なる作用メカニ
ズムによって鎮痛効果を発揮していること
が示唆される。 
 
２．研究の目的 
（1）研究当初の目的は、インビボパッチク
ランプ法と脊髄スライス標本を用いたパッ
チクランプ法を用い、脊髄後角における急性
痛と慢性痛に対するケタミンの異なる鎮痛
作用機序を解明する事であった。すなわち、
ケタミンの痛覚情報伝達路の作用部位と分
子作用機序を急性痛、慢性痛に関して明らか
にすることを目標とした。慢性痛には色々な
モデルが存在する。そのため、どの様なモデ
ルを使用するかがこの研究課題を円滑に行
う上で重要と考えた。当施設では慢性痛モデ
ルの作成は新たな試みであり、坐骨神経結紮
ラットのような慢性痛モデル動物は実験に
使用できるようになるまで時間を要するこ
とが予想された。 
（2）そこで、比較的簡単に作成できる疼痛
モデルとしてオピオイド誘発性の痛覚過敏
モデル動物を採用し、研究を行う方針とした。

オピオイド誘発性痛覚過敏は NMDA 受容体の
関与を示す報告が数多くなされている。そこ
で、ケタミンの鎮痛機序を探る前段階として、
このオピオイド誘発性痛覚過敏モデル動物
を作成し、NMDA 受容体の関与の有無を確認す
ることとした。 
（2-1）インビボパッチクランプ標本を用い
たレミフェンタニル誘発性痛覚過敏の観察 
 オピオイド誘発性痛覚過敏を生じる代表
的オピオイドとしてレミフェンタニルが知
られている。このため、レミフェンタニル製
剤であるアルチバ®による痛覚過敏状態を再
現することを目標とした。具体的には脊髄後
角からのインビボパッチクランプ標本を作
成し、アルチバ®を脊髄灌流投与した際に痛
覚過敏が生じるかどうかを確認することと、
脊髄スライス標本を用いた作用機序の詳細
に解析をまず最初に行うこととした。アルチ
バ®にはレミフェンタニルだけではなく、グ
リシンも含有されており、グリシンによる作
用とレミフェンタニルの異なる作用に着目
し、NMDA 受容体だけでなくグリシン受容体、
μオピオイド受容体に対する作用も検討す
る方針とした。  
（2-2）レミフェンタニルの痛覚過敏モデル
を用いたケタミンの作用の評価 
次に、レミフェンタニル誘発性痛覚過敏モデ
ルに対してケタミンを投与することで痛覚
過敏モデルに対するケタミンの作用を評価
し、スライスパッチクランプ標本を用いて、
グリシン受容体、μオピオイド受容体、NMDA
受容体に対するアルチバ®の作用を詳細に検
討する方針とした。 
 
３．研究の方法 
（１）in vivo ラット脊髄標本の作成 
 5−6 週齢の成熟ラットの腹腔内にウレタン
を投与し鎮静を得た後、背面の皮膚に十分な
局所麻酔を施した後、正中縦切開を加え、傍
脊柱筋を剥離し、椎弓を露出させた。さらに
椎弓を切除し、脊髄を露出させた。その後、
脊椎固定具にラットを装着し、脊髄露出部を
人工脳脊髄液（クレブス液）で還流する。ク
レブス液は酸素95%二酸化炭素5%の混合ガス
ボンベを使用して、このガスを飽和させたも
のを使用した。実験中はラットに酸素を投与
した。 
 
（２）in vivo パッチクランプ記録 
 パッチクランプは三次元式空気ばね式防
震台上で行い、シールドケージで囲み電気的
ノイズを最小限まで除去した。パッチクラン
プ様電極は電気抵抗が 5−1MΩになるように
マイクロピペット・プラーにて作成した。In 
vivo パッチクランプは倒立顕微鏡を使用し
マイクロマニピュレーターでパッチ電極を
進める。組織に接触してからの深さによって
脊髄膠様質の位置を確認し、ギガオームシー
ルの電極抵抗を得たあとに電極内を急激に



陰圧にすることでホールせるパッチクラン
プ記録を行った。電位固定法あるいは電流固
定法により単一記録細胞に流れる電流、電位
変化を観察した。これらの記録は A/D 変換装
置でデジタル信号として、解析用コンピュー
ター内のデータ取得解析用ソフトウェアを
使用し保存、解析を行った。 
 
（３）痛み刺激応答の観察 

脊髄後角からのパッチクランプ記録開始
後直ちにラットの記録電極と同側の後肢を
鈎付きピンセットで摘み、痛み刺激を加えた。
電位固定法、電流固定法による痛み刺激応答
を観察した。痛み刺激応答を記録した後、ア
ルチバ®を脊髄灌流投与し、上述の痛み刺激
応答に及ぼす影響を評価した。 

 
（４）スライスパッチクランプ標本の作成・
記録 

ウレタン麻酔下のラットから上記の方法
で脊髄を摘出した後、ラットを失血死させた。
摘出した脊髄は冷却したクレブス液に浸し
た後、スライサーでスライス標本を作成した。
３７℃のクレブス液で還流したチャンバー
に脊髄スライス標本を固定し、（２）の要領
で脊髄膠様質（SG）細胞からパッチクランプ
記録を行った。脊髄膠様質は過去の報告と同
様、後角表層に特有の半透明の層として光源
付き顕微鏡によって目視で確認した。 

 
（５）スライス標本を用いたチャネルの解析 
 パッチクランプ記録開始後、シナプス前か
らのグルタミン放出は 1 µM のテトロドトキ
シン（TTX）存在下で微小興奮性シナプス後
電流（mEPSCs）を記録することで観察した。
さらに薬剤によって誘発される電流の電流
電圧関係を計測するため、電位を-120 mV か
ら-50 mV、-50 mV から-120 mV へ 0.9 秒間で
変化させた。この電位変化を 20 秒毎に行っ
た。薬剤投与前の電位変化に対する電流反応
を薬剤投与中の電流反応から差し引いた後、
電位変化とそれに対する電流の値をプロッ
トしてグラフを作成し、さらに解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）アルチバ®によるオピオイド誘発性痛
覚過敏の検討 
 インビボ標本からのホールせるパッチク
ランプ記録の開始後、アルチバ®50μM を灌流
投与すると、電位固定法で−70mV に電位を固
定して観察している場合、外向き電流を観察
した。電流固定法で静止電位を観察している
場合、アルチバ®50μM の灌流投与によって
膜電位は過分極した。足趾への痛み刺激応答
はアルチバ®50μM の灌流投与によって減弱
した。レミフェンタニル製剤であるアルチバ
®は脊髄においてはこれまでの痛覚過敏の報
告から、痛覚を増強するものと予想していた
が、本研究により脊髄において鎮痛効果を有

することが明らかとなった。 
 
（２）アルチバ®の鎮痛作用機序の検討 
 （１）の研究によりアルチバ®は予想とは
正反対の結果であり、本来の研究目標からそ
れる形にはなったが、アルチバ®の鎮痛作用
機序を検討するため脊髄スライス標本を用
いた研究を行うこととした。アルチバ®50μM 
を灌流投与するとインビボ標本での結果と
同様電流固定法で静止膜電位を過分極させ、
電流固定法で−70mV に電位を固定した場合、
外向き電流が認められた。この外向き電流は
μオピオイド受容体拮抗薬であるナロキソ
ン（100 µM）によって抑制されなかった。一
方、同じ細胞にグリシン受容体拮抗薬である
ストリキニン（10 µM）を投与するとアルチ
バ®誘発性外向き電流は抑制された。さらに
アルチバ®灌流投与により生じた電流の逆転
電位は−60mV 付近であった。したがってこの
電流変化はNMDA受容体や興奮性のものでも、
μオピオイド受容体を介したものでもなく、
グリシン受容体を介した抑制性のものであ
ることが明らかとなった。 
 
（３）グリシンの脊髄後角 SG 細胞に及ぼす
直接作用の検討 
 他施設の脊髄スライス標本を用いた研究
ではアルチバ®50μM に含まれるグリシン
3mM を単独で灌流投与すると細胞が興奮する
ことを報告しており、本研究の結果と異なる
結果を示していた。そこで今回、本研究にお
いてもアルチバ®50μM に含まれるグリシン
3mM の灌流投与を行ない、その効果を検証す
ることとした。グリシン 3mM を脊髄灌流投与
すると電流固定法で−70mV に電位を固定した
場合、 外向き電流を認めた。この電流の逆
転電位は−60mV 付近であった。したがってこ
の電流変化が NMDA 受容体を介した興奮性の
ものではなく、グリシン受容体を介した抑制
性のものであることが確認された。 
 
（４）アルチバ®とグリシンのシナプス前性
作用の検討 
 アルチバ®がシナプス前終末からのグルタ
ミン酸放出を調節しているかどうかを検討
するため、SG 細胞での mEPSCs を解析した。
アルチバ®の灌流投与によってmEPSCsの発生
頻度は有意に減少したが、振幅は変化しなか
った。予想に反して、ナロキソンは全ての記
録細胞で mEPSCs の発生頻度に対するアルチ
バ®の効果を抑制しなかった。しかしストリ
キニン（10 µM）は mEPSCs の頻度に対するア
ルチバ®の効果を抑制した。グリシン（2 mM）
は mEPSCs の発生頻度を減少させたが振幅は
減少させず、このグリシンによる変化は全て
の記録細胞においてストリキニン（10µM）で
抑制された。これらの結果からアルチバ®に
含まれるグリシンがグルタミン酸放出を減
少させ、アルチバ®のシナプス前性作用はオ



ピオイド受容体よりもむしろグリシン受容
体によって調節されることが示唆された。 
 
以上の結果をまとめると、アルチバ®を脊

髄灌流投与すると SG 細胞の膜電位を過分極
し、足肢への痛覚刺激応答を抑制することが
明らかとなった。さらに、アルチバ®はシナ
プス前性に作用しグルタミン酸の放出を減
少させることが明らかとなった。これらの作
用はいずれもグリシン受容体を介したもの
であることが明らかとなった。アルチバ®は
脊髄においてはオピオイド誘発性痛覚過敏
を生じることが知られており、痛覚を増強す
ると予想していたが、本研究により脊髄にお
いて鎮痛効果を発揮することが示唆された。 
 
（５）脊髄後角スライス標本に対するケタミ
ンの作用 
 本実験でオピオイド誘発性痛覚過敏モデ
ルの作成を第一目標としていたが、（１）〜
（４）の結果が示す如く、アルチバ®では痛
覚過敏自体が観察されず、鎮痛効果を発揮す
るという予想と正反対の結果とった。そのた
め、本来行う予定であった痛覚過敏モデルに
対するケタミンの作用の検討は困難と判断
した。そこで、急性痛に対するケタミンの脊
髄に及ぼす影響を最終の研究とした。脊髄ス
ライス標本を作成し、パッチクランプ記録開
始後、ケタミンを灌流投与した。電位固定法
で−70mV に電位を固定して観察している場合
と電流固定法で静止電位を観察している場
合のいずれにおいてもケタミンを灌流して
も電流や電位に変化を認めなかった。しかし
興奮性シナプス後電流の発生頻度が増加し
た。したがってケタミンを灌流投与しても
NMDA 受容体は抑制せず、むしろ興奮性作用を
及ぼす可能性が示唆された。ケタミンが脊髄
において本当に興奮性作用をもち、疼痛を増
強する可能性があるのかどうかは今後、イン
ビボ標本を用いた実験系で検証したいと考
えている。 
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