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緒 m

末櫓神経を含む組織の損傷後,副が完全に治癒 したに

もかかわらず,慢性的に高度の痛みを訴える症例が多 く

見られる. こうした症例では,火傷様の灼熱痛,不快な

感覚異常,触 ･圧 中温刺激などにより棒痛が誘発 される

アロデ ィエアと呼ばれる現象などが観察 される. このよ

うな痛みは,その発生様式から神経原性捧痛と呼ばれチ

神経破壊術は-時的な効果 しか得 られないや また,モル

ヒネなどの麻薬性鎮痛薬にもしば し ば 親 杭性で あるた め ,

患者の苦痛は著 しく,そ の た め 生 活 は 制 限 を 受 け る王)2)

しか しながら,神経原 性 柊 痛 の 発 生 機 序 は 未 だ 明 ら か で

はない.

近私 神経原性棒痛の発生塵序の解明のため,種々の

慢性棒痛モデル動物が使用 されている.その 1つに末櫓

神経完全切断モデルラッ トが知 られている3).このモデ

ルでは,神経切断側の爪や組を噛み きるという自衛行動

が観察 される. この行動は,神経損傷 を原因とする痛覚

異常発生の現れであると考えられている隼 こうした動

物をデルを対象に した様々な研究の結果,神経原性棒痛

発生要因の 1つとして,末楠神経切断後に非侵害性感覚

情報を伝 える Aβ線稚終末が,脊髄内において通常の

投射部位を超えて軸索を伸ば し 後角の第 Ⅲ層 (屡様貫)

に達す る事が報告 されている5十7､,脊髄謬様質は,痛

覚伝達に塵質な役割を果た していることから,Aβ線稚

終末の厚様質-の仲島は,アロデ でニア等の発生に深 く

関与 しているものと考えられる. しか し 伸びてきた Aβ

線経終末が謬様質細胞 とシナプスを形成 L,情報伝達を

行 っているか否かは明らかではない.

そこで,本研究では,末櫓神経切断後をこ脊髄後角内で

起こる, シナプス伝達回路の再構築と痛覚伝達の可塑的

変化との関連を明らかにするため,坐骨神経切断 ラット

の脊髄 スライス標本を用い,ホ-ルセルパッチクランプ

法によって謬様質細胞に誘起 されるシナプス電流を解析

した,

方 法

l) 坐骨神経切断ラL･/トモデルの作製及び行動観

察

生後 4潤の Sprague-Dawley系雄性 ラットをベン ト

パルピタ-ル (40mg/kg,腹腔内投与)で全身麻酔 しタ

無菌的に右側大腿中央部の切開により坐骨神経を露出 し

た. 3校分岐部中枢側を3宣)縛糸で絞染 L,末梢側を努

刀で切離 した後,筋層及び皮膚を縫合により閉創 した,

表 1 日傷行動のスコア uソグ3)

白歯行動の程度 点 数

爪の損傷 日 蝕以上) 1点

末桐関節傷害 1虹につき 1度 (5蝕で5点)

中枢関節傷害 且.蝕につき 1点 (5蝕で5点)

手術後約 2-4週間にわたって自傷行動の観察を行った.

自傷程度の評価は Wallらの方法3)を用いた く豪 H.

すなわち, 1鉱以上の爪の損傷は 1点とし 家柄関節 l

虹の損傷につき各 1点の追鉱 車枢関節 1鉦の損傷につ

き各 1薫を追加 していった.これによりすべての蝕の爪

及び虻関節の損傷があった場合の合計は11点となるよう

;=Lた.

2) 脊髄横断スライス標本の作製

スライス標本の作製は吉村 ら8j~皇0)が用いた方法に従っ

切断 ラット (SNT ラット)を用い, ウレタン腹腔内投

与 (1.項軌/短 )による全身麻酔を施行 し 腰仙部の椎弓

切除を行ったや弧 複眼を付 したおそよ 1.5-2.0cm の

長 さの脊髄 を取 り出 し 酸素飽和 した低温 (2- 4℃)

のクレブス液に浸した.硬膜を除去 した後,坐骨神経切

断側の L4または L5複眼を残 し,他の練板及び前板

を切除 Lた.温存 Lた後取の周囲領域外の クモ膜と軟膜

を除去 した後,脊髄を寒天ブロックにもうけた薄に置 き

不要な両端を切除 した.寒天ブロックとともに脊髄を試

料 葦､レイ上に接着剤で固定 し 冷却 したクレブス液で満

たした,それをマイクロスライサ- (堂阪イ-エム凝二製,

DTK-1000)上に設置 し 複眼を付 した厚 さ約 65011m

の脊髄横断 スライスを作製 した.切 り出 したスライスを

記録用チェンバー内のナイロンメッシ:L上に移 し,上か

ら銀線に装置 した EM グTjッドで軽 く固定 した後,両

面を加温 した (36± 1℃)クレブス液で濯流 した (15ml//

min).

:i) 電気刺激及びホールセルバ ･ソチクランプ記録

i) 後根刺激

謬様質細胞におけるシナプス応答を誘起するため,育

髄 スライスに付 した後限 (7-15mm)の末梢側を吸引

電極を周いて電気刺激 した (図 1),本研究においては

すべての刺激は同一の吸引電極で行い,使用する刺激電

極の違いによる刺激強度のば らつきを除外 した.

ii) 後根からの細胞外記録

後限刺激により如何なる穫額の 1次求心性線維が興奮
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図 1 後板付き脊髄横断スライス標本

しているか明らかにするため,脊髄スライスに付 した複

眼近位端の一部を分離 L,細胞外記録周の電極に装置 し

た (図 1).これにより,後眼の電気刺激によって誘超

される複合活動電位を脊髄謬様質細胞からの記録と同時

に観察 し,A勘 A∂,Cの各線維を興奮させる刺激閉値

の決定を行った.

さらに,各線椎群の伝導速度とそれによって誘起され

るシナプス電流の相関を調べた.

iii) 謬様質細胞からの記録

脊髄謬様質は実体顕微鏡下に透過光で観察すると,後

角表層を内側から外側にかけて位置する†比較的明るい

帯状層として容易に視認出来た.より正確な厚様質細胞

の同定は,記録細胞内に neurobiotinを注入 し,染色

固違後,記録細胞の部位とその形態的特徴を基に行った,

実体顕教練 (20-40倍)下に記録電極を謬様賓に肯目

的に別人 し,後板刺激によって謬様質細胞に誘起される

シナプス電流をホ-ルセルパッチクランプ法を用いて記

録 した.シナプス電流は膜電位 …65mV で観察 した.

得られた記録電流は,パッチクランプ済増幅器 (Axon

王nstruments社製,Axopateh2醐A)により増幅 し,

ディジタルオシロスコ-プ (日本光電社製,VC弓H に

よってモニターした.また,得られたデ-タをコソピュー

ターに記録 した後,解析用 ソフ トウェアー (A又om

lmstmments社製,PCLAMP)を用いて解析を行った.

769

記録済電極には,Cssulfate135mM,KC15mM,CaC12

0.5mM,MgC122mM,EGTA 5mM,HE『ES5mM,

TEA 5mM,ATP5mM を充填 した先端電極抵抗 8

-12M舘 の徽少ガラス電擾 (外径 1.5汀皿 )を用いた.

演,得 られた膜電位,逆転電位は計測 された junction

potentialく約 10mV)を補正後の値である.また,同

一週齢の末手術ラットからも同様に脊髄横断標本を作製

し 同様な記録を行い正常 コソ トロ-ルとした.結果は

SNT ラットと正常 ラットの2群問で比較 し,統計計算

は, 2群の等分散性の検定はF検定を用い, 2群の分散

が等 しい場合はスチゥ-デントの t検定を,分散が等 し

くない場合はウェル予の t検定を開いて行った.危険率

5%未満 (p<0.05)をもって有意と判断 した.

結 果

1) 自傷行動の評価

11匹のラットにつき白歯行動の変化を観察 した (図2).

脊髄スライス作製時までに13匹車11匹に自爆行動が認め

られ,そのうちいちばん程度の高いものはスコア種であっ

た.坐骨神経切断線 1日目から手術側後肢-の自傷行動

が観察され,その程度は時間経過とともに漸増 した.実

験は自衛行動の見られた11匹のラットを周いて行った.

尚,用いたラットの平均スコアは 1.33±0.25(mean±

S.E.)であった.
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図 2 白歯行動の経時変化

表 2 基本的陀特性し1一号ヒ酸

膜電位(mV) 入力抵抗(M幻.ラ 自発性 EPSC発生頻度 振 幅 減衰時定数
(ms) (pA) (ms)

正常 -66±8 970±630 4ま±27 9,4±7.5 5.2±2.8(n-22) (n-13) (∩-1O) =ー-1申 (m-16)

SNT -64.±7 592±336 6禎±53 12.3±7.2 5.1±2.3
(n-25) =ー-1小 (m-9) (m-9) (∩-13)

2) 後根からの複合活動電位の記録と 1次求心性

線維の同定

観取末捕側を刺激 し,中枢端から複合活動電位を記録

すると,約 14がA (刺激時間 0.1ms)の刺激強度で短

潜時の活動電位が観察された.刺激強度を漸増 させたと

ころ書約 33flA 以上の刺激強度から1番 目の活動電位

の後に少 し潜時の長い第 2番目の活動電位が観察 された.

刺激から活動電位の頂点までの潜時と,刺激電極と記録

電極の2点間の距離から,それぞれの活動電位の伝導速

度を計算 したところ,第 1番目の伝導速度は約 16m/see,

第 2番目のそれは約 5m/secであった.これらの伝導

速度は今まで報告されたラット末櫓神経の Aβ及び A∂

線維のそれに一致 した11), この伝導速度は正常 ラッ ト

及び SNT ラットから得 られた標本を用いた比較で も

差は認められなかった.

:l) 腰様質細牌の電気的膜特性の比較

作製 した脊髄 スライスの謬様質から,正常 ラットで30

個,SNT ラット34個の細胞からホ-ルセルパッチクラ

ンプ記録を行い膜電位,入力抵抗,及び自発性に出現す

る興奮性 シナプス後電流 (自発性 EPSC)について比

較を行 った.表 2に示すように膜電位,入力抵抗, 負

発性 EPSCの発生頻度,振幅の大 きさ及びその減衰時

定数に有意差は認められなかった.

4) 後根誘起シナプス応答と刺激閲値の比較

先ず, コソ トロ-ルラット脊髄謬様質をこおける後根誘

起シナプス電流の解析を行った.20%の細胞 (30個車6

個)では,後取の Aβ線維刺激 (15A-32.513A)に

よって,潜時の一定ない し (2.2-7.ヨms)多シナプス

性の EPSCが観察 された.刺激を A∂線維刺激強度に

すると,A声線維刺激では何の反応 も示 さなかった残 り
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80% (30個中2新関)の厚様質細胞で速い経過の EPSC

が譲起された一そのうちの46% は朝野やH個)は,一定

で,且つ短い潜時 (0.7-2,1ms)を持ち,また,後敬

を高頻度刺激 ほ0Hz) しても脱落や潜時の延長等は見

られず-走であった 日.50±0.17ms:mean±S.D.,

n-1旺 この事から-窪潜時の EPSCは単シナプス性

と考えられた旨い 103.残 りの54% は4個中13偶)の細胞

では,潜時が長 く且つ一定ではない多シナプス性の EPSC

東販敦弓象覧

77'1

が誘起 された.単及び多シナプス性 EPSCは共に最大

振幅が 61.9±40.9pA (meam±S.D.,∩-28)でチ膜

電位を減少させるに従ってその振幅は減少 し,逆転電位

は 9±2mV (mean±S.D.,n-3)であった.

また, グルタミン酸の non-NMDA 受容体括抗薬で

ある 6-eyan0-7-mitroquioxalime-2,3-dione(CNQX,

10llM)は EPSCを可逆的に75±2.7% (mean±S.D.,

n-12)抑制 した.更に,CNQX の濃度を 20flM に上

二･ ∴･:
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46± エ5ilA 29±5jjA

図 3 EPSC誘起刺激強度の比較

図 4 SNT ラット第正層ニュ-ロンにおける Åβ線練誘起単シナプス性 EPSC
a:刺激強度 30fLA 単発刺激誘起の単シナプス性 EPSC
b:刺激強度 30FiA 連続刺激誘起の単シナプス性 EPSC
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げると,EPSCはほぼ完全に抑制された.NMDA 受容

体抵抗薬の 2-amino-5-phosphonovalericacid(DL-

AP5,1001gM)は EPSCの振幅には有意な影響を与え

なかった.

-方,SNT ラットでは記録 したニュ-ロンのうちの

91% (34個車31個)管,33tlA より弱 い刺激強度で E-

PSC が誘起 ざれた.また,その潜時が長 く且つ一定で

ないことから多シナプス性応答と考えられた. しか し,

34細胞の うち2個のニューロンでは,33lEA より弱い

刺激によって,潜時の短 くかつ一意 Lた EPSC が観察

された (図 4a).更に予 これ ら2個のニ:i-uンで観

察された EPSCは,低頻度の後取刺激のみならず 20Hz

の高頻度の後限刺激においても,-窪の潜時を持つこと

から単シナプス性の応答と考えられた (園 地).これら

の EPSC は, コソトロ-ルラットで観察された EPSC

と同様の性質を示 し,その逆転電位,CNQX及び AP5

に対する感受性等には相違は見られなかった.さらに差だ

鍵 したこユ-ロンそれぞれについてその刺激関鰻の度数

分布を調べると,SNT ラットでは 33tlA より低い刺

激強度で反応するこユ…ロソの数が明らかに多かった (図

:il.

考 察

l) 自傷行動と痛覚異常

神経原性柊痛はその神経損傷形式から,完全に神経伝

達が傷害されているものと,-部の神経伝達が残存 して

いるものに大別される.本研究において対象とした自衛

行動モデルラットは,完全損傷のモデルとして報告され

たものである3).このモデルでは患額睡 敗を噛む白海行

動が観察される由自衛行動を解析 した穫々の報告から,

こうした異常行動は,おそらく臨床的に慢性棒痛患者に

見られる痛覚異常に閑適 しているものと考えられている隼

本研究で摺いた SNT ラットにおいても自傷行動が観

察され,坐骨神経切断により何 らかの痛覚異常状態が誘

発されたものと推測される.

2) 後根刺激強度と活性化される一次求心性線維

の種類

感覚情報を伝達する一次求心性線維は,感覚情報の種

額によりそれぞれ線維の穫額が異なっている.すなわち,

痛覚などの侵害性情報は,細い有髄の A∂線維や無髄

のC線維により伝達される12)-14),-山方,非侵害性情報

は,太い有髄の Aβ線維により運ばれる15)16),神経線

維の電気的特性から,太い線維ほどその活性化に必要な

電気量は少なくてすむ.また,太い線維ほど興奮伝導の

速度が速いことが知 られている.このような特性を利用

することにより,審研究で用いたスライス標本では,級

駁刺激強度と活性化される線維との関連を明らかにする

ことが出来,更に,興奮伝導速度の測定から関与する線

維のより正確な同定が可能である一

本研究で行った Aβや A∂線維の複合活動電位の観

察の結果は,いままで報告されている威ラットにおける

Aβ及び A∂線維の各々の伝導速度によく----致 した‖).

このことから,今回用いた実験条件下では,32flA の

刺激強度以下では Aβ線維のみが,33llA 以上では,釦∋

線維に加えて A∂線維 も活性化されたと考えられる,

:ち) 脊髄後角における痛覚伝達の変化

神経損傷時には予無髄神経を含めた感覚神経の異常輿

驚 く廟 uEVdischarge)が数時間に渡って持続すること

が知られている.このような一過性の痛覚情報の増加に

より,脊髄 レベルにおいて痛覚伝達の可塑的変化が起こ

る可能性が報告されているヨ7)料 , woo且fら5′は,解剖

学的に感覚情緒伝達経路の再構成が起こることを示 した.

すなわち,正常ではm-Ⅵの深層に終末する Aβ線維

那 (図 5)莱櫓神経切断後には,謬様質にその軸索を伸

ばすこと (sprouting)を示 した.さらに,神経部分損

傷モデルにおいては,新たに伸びてきた Aβ線維軸索

那,謬様質細胞とシナプス様構造を形成することが解剖

学的に示 されている1977.こうした 1次求心性線維経路

の脊髄後角内での丙構成はヲ神経損傷後の痛覚異常発生

に何らかの関わりがあると推測される.さらに Colvin

ど)望針は,末滑神経損傷後にみられる脊髄後角表面電位

の変化は,脊髄後角内構造変化の結果である可能性を報

告 している.臨床的にも,神経損傷誘起の痛覚過敏に Aβ

線椎が関与 していることが嘉されている2旦'. しか し

神経損傷後に発芽 した Aβ線維終末が謬様質細胞とシ

ナプスを形成 し,情報伝達を行っているか否かは明らか

ではなかった.本研究における電気生理学的観察の結果

から,脊髄後角での感覚伝達経路の再構成は,解剖学的

変化だけでなく,機能的変化を伴っていることが確認 さ

れた.正常ラットの屡様質細胞においては,主に A∂及

びC線維誘起シナプス応答が観察され Aβ線維誘起の

応答が見られる細胞の割合は少ない (30個中6個).一

方 SNT ラットでは,殆どの細胞 (34個中31個)で Aβ

線維誘起応答が観察され,その一部は単シナプス応答で

あった. さらに Aβ線維誘起応答は,多シナプス性の

割合が多いことから,再構築された感覚情緒伝達経路に

は贋様質細胞以外の介在ニューロンの関与が考えられた

(図 5).解剖学的に得られた結果に比較 して,本研究で
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図 5 脊髄後角における感覚情報伝達経路の再構成 (本研究からの仮説)

は Aβ線維誘起単シナプス性 EPSC の発現頻度は,3

1細胞のうち2細胞と著 しく低かった.これは,おそら

く脊髄横断スライス作製時に,輝様質への Aβ線維の

直接入力が切断されたためではないかと考えられる.

脊髄謬様質は,興奮性伝達物質のグルタミン酸や抑制

性伝達物質であるグリシン,ガンマアミノ酪酸 (GABA),

あるいは生理的鋲痛物質であるエンケファリン含有細胞

やその受容体の存在が韓告されている22㌧ さらに,痛

覚伝達物質と考えられているサブスタンスP含有終末も

密に存在 している22).また末櫓より多 くの痛覚伝達に

関与する A∂及びC線維の入力を受けているi2)-14)

以上の事実を考慮すると,本研究の結果は,末梢神経損

傷によって Aβ線練を介する非侵害性感覚情報が,痛

覚伝達に関与する謬様質細胞-伝達され,神経原性痔痛

患者で観察される,軽い触刺激によって痛みを誘発する,

所謂,アロディこアの発生機序の 1つである可能性を示

唆十:I:1.

稿を終えるにあたり,御指導 ･御校閲を賜 りまし

た新潟大学医学部麻酔学教室 下地恒厳教授,佐賀

医科大学生理学講座 吉村 恵教授に深謝いた しま

す.
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