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緒

痛みは、組織を損傷するような侵害性の刺激により起こり、生体を種々の危害から

逃れさせるための警告信号として重要な役割を果たしている。しかし、痛みには器質

的な原因のはっきりしないものや癌末期のように原因は分かつていてもそれを除去す

ることが難しいものがあり、これらの場合には痛み自体が治療の主な対象となる。脊

髄後角は、 AoおよびC線維からなる侵害受容性一次感覚神経から痛党情報を受け取

る最初の中枢神経系であり、鎮痛薬を開発する上でこの部位を作用点とする薬物が有

効な場合があると4管えられる。しかし、鎮痛機構の研究と痛覚伝達機構の研究は表裏

の関係をなすものであり、鎮痛機構の更なる解明には痛みの成立の物質的基礎の解明

が不可欠である。脊髄後角内での痛覚情報の伝達機構については比較的よく調べられ

ており、 一次感覚神経の中枢側終末から遊離されるサプスタンスP等の神経ペプチド

が、痛党情報を伝達する神経伝達物質の有力な候補あることが以前から知られていた。

しかし、その後の研究により、中枢神経系での主要な興奮性神経伝達物質であるグル

タミン酸が、脊髄後角内において痛覚情報の伝達に関与していることが行動薬理学的、

屯気生理学的研究によって明らかとなってきた。さらに、グルタミン酸が一次感覚神

経終末のシナプス小胞内に存在することが明らかとなっている。これらの知見は、グ

ルタミン酸が一次感覚神経における主要な痛みの伝達物質である可能性を示唆してい

る。したがって、侵害受容性一次感覚神経線維からのグルタミン酸遊離の調節機構を

淵べることは、脊髄後角内における痛覚情報伝達の機序の物質的解明に有用であり、

また、鎮痛薬を開発するという点においても重要であると思われる。しかし、グルタ

ミン酸が侵害受容性 ー次感覚神経から遊離されることを直接的に示した知見は報告さ

れていなかった。

そこで、本研究において著者は、グルタミン酸のオンラインモニタリング法を確立

し、 C線維あるいはAo線維を選択的に興奮させることが知られているカプサイシン

のグルタミン酸遊離に対する影響を検討した。その結果、カプサイシン刺激により脊

髄後角内一次感覚神経終末からグルタミン酸が遊離されることを初めて明示した。ま

た、このグルタミン酸の遊離が、オピオイドなどの鎮痛物質によって抑制的に、また、

プロスタグランジン類によって促進的に調節されていることを明らかにした。これら

の研究成果について以下に三章に分けて論述する。



なお本文中あるいは図表中で使用した略号および薬物の化学名は以下の通りである。
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第一章

オンライ ン測定法によるカプサイシン感受性一次感

覚神経からのグルタ ミン酸遊離の証明

グルタミン酸は、中躯神経系における主要な興奮性神経伝達物質の一つであり、脊

髄において痛覚の情報伝達に重要な役割を果たしていることが明らかとなってきた。

侵芹情報の伝達に関与していると考えられている細径一次感覚神経の終末部には、シ

ナプス小胞内に貯蔵されたグルタミン酸が存在し、サプスタンスPなどの神経ペプチ

ドと一部共存することが免疫組織化学的にぷされている [5，13，45]。しかし、このよ

うな神経終末からグルタミン酸が遊離されるという物質的な証拠は明確には示されて

いない。とうがらしの辛味成分であるカプサイシンは、細径一次求心性線維であるC

あるいはAo線維を選択的に興奮させ[25，72]、脊髄後角切片に適用するとサプスタン

スPなどの神経ペプチドの遊離が誘発されることは古くから知られていた [20，35，49，

75]0グルタミン酸がー・次感覚神経に存在し、侵害受容伝達に関与しているならば、カ

プサイシンを脊髄後角部に投与すると、グルタミン酸の遊離が惹起されると考えられ

る。しかし、以前の研究では窓起きれないという結果しか報告されていなかった[2，16，

66，68]。この原因として、グルタミン酸遊離の場合、基礎遊離量が誘発遊離量に比べ

緩めて多いため、数分間毎にフラクションを採取して測定する従来の方法では測定誤

差や時間分解能の低さのため誘発遊離が検出できなかったと考えられる。したがって、

著者は、精度と再現性が良く時間分解能が高い測定法としての加げtro実験に応、用可能

なグルタミン酸遊離のオンライン測定法の確立を試みた。

実験方法

( 1 )使用動物

実験には、体重2∞-3∞gのSprague-Dawley系ラット (6・8週齢)を使用した。

( 2 )薬物の調製法

テトロドトキシンは、 0.3mMの濃度で50mMクエン酸緩衝液 (pH4.5) に溶解し

40Cで保存した。 3・ヒドロキシアスパラギン酸 (Sigma)は、lOmMの濃度で40mM水
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酸化ナトリウム水溶液に用時溶解した。 NAD(Sigma)、カプトプリル、ロイペプチン、

ベスタチンはそれぞれH20に溶解し -200Cで保存した。カプサイシン (Sigma)は、

DMSOに溶解し40Cで保存した。カプサゼピン (Sandoz)は、 DMSOに溶解し・200Cで

保存した。

( 3 )グルタミン酸脱水素酵素の閤定化

グルタミン酸の定量法として、グルタミン酸脱水素酵素 (GDH)とNADを用いた測

定法が知られている [21]。すなわち、グルタミン酸はNADの存在 fGDHによって α

ケトグルタル駿に変換され、この際生成するNADHの蛍光度を測定する定量法である。

著者らはこの定量法を応用して、固定化GDHカラムを作製し、これを invitro 海流実

験系に組み込むことによって、 i甚流液中のグルタミン酸を連続的に測定する実験系の

確立を試みた。

GDHを国定化する担体として、トレシル活性化ゲル (Tosoh) を用いた。 lmlのト

レシル活性化ゲルと 15・20mg proteinのGDHを、通常、 0.5M NaClを含む0.1Mの

炭酸緩衝液 (pH8.5) 中で40Cの条件下 15時間撹排した。 0.5M NaCIで洗浄した後、

0.5 M NaClを含む0.1M Tris-HCI緩衝液 (pH8.0)で4時間撹持することで残った活性

基をブロックした。間定化GDHは、 0.5M NaClを合む0.05Mリン酸緩衝液 (pH7.5) 

中で40Cで保存した。GDHのカップリングは15時間撹祥直前および直後の炭般緩衝液

中のタンパク量を Bradford法 [9]で定量することにより評価した。

常、 aCSFに1mM NAD、グルタ ミン酸取り込み阻害薬である 10μM3・ヒドロキシア

スパラギン酸、 二三権類のペプチダーゼ阻害薬 (11lMロイペプチン、 5凶4カプトプリ

ル、 10凶4ベスタチン)、脊髄内介在ニューロンからのグルタミン酸遊離を阻害するた

め0.3μMテトロドトキシンを加えたものを{史用した。

i佳流実験に用いた装置の様式図を図 1-1に示す。 タンパク量1.0・2.0mgの切片を

チャンパーに移し、 370Cの水浴中で流速0.5ml/minで溜流した。切片から遊離された

グルタミン酸は NADの存在下、固定化GDHカラムにおいて αーケトグルタル酸と

NADHに変換されるので、 NADHを蛍光デイテクター(EX.340 nm， EM. 460 nm)で連

続的に測定した。細胞外Ca2+依存性を検討する実験では、 aCSF中の2mM Ca2+を等モ

ルのEGTAに置換し、 Ca2φ を含まないj盤流液を用いた。

20 pmo)から 2∞pmolのグルタミン酸標準液を 2分間適用したときのピーク面積か
ら検量線を作成し、カプサイシン誘発遊離量を定量化した。誘発遊離量は pmol/mg

proteinとして表した。基礎遊離量は、カプサイシン刺激前である濃流開始25分後から

30分後の5分間の遊離量を 1秒間当たりの予均値 (pmoVsec/mgprotein)として表したo

組織中のタンパク監は、 Bradford法により定量した。

( 4 )脊髄後角切片の調製および濯流実験

ラットを断頭し腰膨大を含む脊髄組織をすばやく取り出し、 95%O2 + 5% CO2混合

ガスを飽和し氷冷した人工脳脊髄液 (aCSF)中に移した。軟膜、前根および後視をす

べで取り除いた後、後角あるいは一部の実験では前角から切片 (0.5・1.0mm)を作製

したo後角切片には、カプサイシン感受性一次感覚神経が主に投射している膝様質

(substantia gelatinosa)を切り出し、白質は可能なかぎり取り除いた標本を使用したoI狩

角切片には、カプサイシン感受性一次感覚神経がほとんど投射していないと考えられ

る脊髄腹側部表層を使用した。切片は、 370CのaCSFで30・45分間インキュベーショ

ンした後、 j整流実験に用いた。使用したaCSFの組成(mM)を以下に示す。塩化ナト

リウム 127、塩化カリウム 2、リン酸二水素カリウム1.24、硫酸マグネシウム 5、炭酸

水素ナトリウム 25、グルコース 10、塩化カルシウム 2(pH 7.4)。また、 i荏流液は、通

-

peri鍵a1tJcpump 

Ex 340 Oln. Em.“Onm 

1
1l

u

 

l
JI
川
川
以

ハ
財閥拶

370C 

Krebs solutlon immobillzed glutamate dehydrogenase 

図1・1 in vitro潜流装置の模式図
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表1・1 C8カラムのコンディショニング、サンプルの脱塩、抽出

の手順

メタノーjレ

蒸留水

サンプル (pH3.0) 

0.1 M トリフルオロ酢酸 (pH3.0) 

60%アセトニトリル/O.IMトリフルオロ酢酸

( 5 )サプスタンスPの定量

2η吐

2m! 

3m! 

6m! 

2m! 

一部の実験において、グルタミン酸を定量した後の瀧流液を 6分間隔で回収し、そ

れぞれのフラクションに含まれるサプスタンスPを定盆した。サンプルは 2NHClで

pH3.0に調整した後、アンプレップC8カラム(Amersham)を用いて脱塩、抽出した。

表1-1で示した順に溶媒を通すことによって、カラムのコンディショニング、サンプ

ルの脱塩および抽出を行った。さらにサンプルを凍結乾燥した後、則Aで免疫活性(任)

サプスタンスPとして定量した。RIAの手順は、 Kuraishiet al. [33]の方法に従って

行ったo

( 6 )後根神経切断

後根神経切断の手順については、 Nanayamaet al. [49]の方、法に従った。ペントパル

ピタール麻酔下 (50mg/kg， i.p.)、~・ L6 レベルの椎弓切除を行った後、両側の後根神

経節の中枢側軸索を切断した。また、対照群として、椎弓切除のみを行った。濯流実

験には、術後7・11日経過したラットを用いた。後角切片には、 L4・L6の後根が入力

している部位から取り出した。

6 

実験結果

第 1節 グルタミン酸のオンライン測定法の確立

( 1 )固定化のpH至適条件

膨潤化したトレシル活性化ゲル 1mlに対し、約 17mgのGDHのカップリング条件

を検討した。反応中のGDHの失活を防ぐため、反応時間は15時間、温度は40Cで行っ

た。 pH7.5のリン酸緩衝液中ではトレシル活性化ゲルへのカップリングがほとんどみ

られなかったのに対し、 pH8.5の炭酸緩衝液ではタンパク量で約85%のGDHがカッ

プリングした。

( 2 )固定化GDH

固定化GDHカラムを用い、グルタミン酸に対する定量性と特性に関して検討した。

図ト2に示す典型例のように、 GABA、しアスパラギン酸、 L-グルタミンはそれぞれ

l)lMの濃度で蛍光値の変化に対しほとんど影響を及ぼさなかったが、 0.1μMおよび

0.2μMのしグルタミン酸を2分間濯流適用 (絶対量で0.1，0.2 pmol)すると、濃度に

応じた蛍光値の上昇がみられた。少なくとも 20・200pmolのグルタミン酸において、

ピーク面積およびピークの高さの両方に関して定量性がみられた。
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カブサイシン感受性一次感覚神経からのグルタミン酸遊離第2節

( 1 )後角切片からのカプサイシン誘発グルタ ミン酸遊離

凶i・3に示すように、脊髄後角切片あるいは前角切片からのグルタミン酸の基礎遊

は大きく変動することはなく、徐々に減少していく傾向を示した。脊髄後角切片

にlμMカプサイシンを適用することによって、基礎遊離量の 14%程度ではあるが明

らかなグルタミン酸の誘発遊離がみられた。カプサイシン誘発遊離は、高K+刺激誘発

遊離に比べ持続的であった。 一方、脊髄前角から得た切片では、高K+誘発グルタミン

酸遊離はみられたが、カプサイシン誘発遊離はほとんどみられなかった(図 1・3)。
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ラット脊髄後角切片 (A)および前角切片 (8)からのグルタミン酸遊離の

オンラインモニタリング。

3μMカプサイシン (solidcolurnn)および30mM K+ (hatched bar)をそれ

ぞれ2分間適用 した。
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図 1・3

固定化GDHカラムのグルタミン酸に対する特異性および定量性。

典型例(A)において左から順に lμMGABA、1μML・アスパラギン酸、l

μML-グルタミン (openbar)、0.1μMおよび0.2μML・グルタミン酸(solid

bar)を2分間適用 した。ピーク面積(B)およびピークの高さ (C)に関するグ

ルタ ミン酸の定量性を表す。
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脊髄後角切片からのカプサイシン誘発グルタミン酸遊離量は、 O.ト 10μMの濃度に

おいでほぼ濃度依存性がみられた。誘発遊離に対するカプサイシンの最大効果濃度は

3凶fであり、この濃度のカプサイシン適用で、 42.84士4.77pmol/mg protein (n = 8)のグ
ルタミン酸遊離が誘発された。一方、カプサイシン誘発II-サプスタンス P遊離につい

ても 0.1・10μMで濃度依存性がみられた。最大効果は 10μMの濃度においてみられ、

10μMカプサイシンの適用では0.213::!: 0.030 pmol/mg protein (n = 5)のιサプスタンス
P遊離が誘発された。(図ト5)

脊髄後角切片からのカプサイシン誘発グルタミン酸遊離が脊髄内介在ニューロンか

ら遊離されたものではないことを証明するため、テトロドトキシンの影響を検討した。

図1・ 4に示すように、0.3μMテトロドトキシン存在下あるいは非存在下における lμM

カプサイシン誘発グルタミン酸遊離量はそれぞれ24.9::!: 3.6 pmol/mg protein (n = 6)お
よび28.7::!: 6.2 pmol/mg pro包in(n = 8)であり、これらの群聞に有意な影響はみられな

かった。また、基礎遊離量に対してもテトロドトキシンによる有意な影響はみられな

かった。これらの結果から介在ニューロンの寄与はそれほど大きくないことが示唆さ

れるが、以下の実験では介在ニューロンからの遊離の可能性をできる限り除くため、

0.3μMテトロドトキシン存在下で実験した。
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図 1・5ラット脊髄後角切片からのテトロドトキシンの存在下あるいは非存在下に

おけるグルタミン酸の基礎遊離量(A)および1μMカプサイシン誘発遊厳

量 (8)。
0.3凶fテトロドトキシンはグルタミン酸遊離に対して有意な影響を及ぼ

さなかった。
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( 2 )カプサイシンアンタゴニスト

カプサイシンは、 CあるいはAo線維に存在する特異的なレセプターに結合しその

薬理作用を発揮すると考えれられている。そこで、カプサイシン誘発グルタミン酸遊

離がカプサイシンレセプターを介したものかどうかを、競合的アンタゴニストである

カプサゼピンを用いて検討した。カプサゼピンは、 1・10μMの範囲で濃度依存的に脊

髄後角切片からの 11lMカプサイシン誘発グルタミン酸遊離を抑制した。また同一標

図1-6は、同ーの脊髄後角切片にカプサイシン刺激を二回繰り返したときそれぞれ

において遊離されるグルタミン酸の誘発遊離量を示している。 二回目のカプサイシン

適用は一回目の 15・26分後に行った。 1μMおよび3μMカプサイシンを同じ標本に

二回繰り返し適用した場合、二回目の適用によって遊離されるグルタミン酸の誘発遊

離量は、それぞれ一回目の25.6:t7.4% (n = 8)および14.4:t6.8% (n = 5)にまで著しく

減少した(図 1・6)。

本における、サプスタンス Pの誘発遊離に関しても同様にカプサゼピンは濃度依存的

に抑制した。グルタミン酸およびサプスタンス Pのカプサイシン誘発遊離に対するカ

プサゼピンのICso値はそれぞれ、 2.74μM，2.67μMであった(図 1・7)。
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ラット脊髄後角切片からの1μMカプサイシン誘発グルタミン酸 (A)およ

ひ~ir-サブスタンス P(6)遊離に対するカプサゼピンの濃度依存的抑制作

用。

* P < 0.05 vs. control 
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control 

(Bonferroni's post hoc-test) 

capsazeplne control 

図1・7

ラット脊髄後角切片に二回カプサイシン刺激したときのグルタミン酸の誘

発遊離量の変化。

1μMおよび3μMの濃度のカプサイシンでは、 二回目の刺激ではほとんど

グルタ ミン酸遊離は誘発されなかった。

*pく0.05vs. 1st (Student's paired t-test) 
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図1・9は、サプスタンスP遊離に対する細胞外Ca2+依存性について図 1・8で用い

た同一の標本で検討した結果を示している。細胞外Ca2+存在下において、脊髄後角切

片への3μMカプサイシンの適用はlf-サプスタンスP遊離を基礎遊離量に比べ約15倍

増加させた。しかし、 2mMEGTAに置換した細胞外Ca2+非存在下では、カプサイシ

ンの適用は lf・サプスタンス P遊離を全く増加させなかった。(図ト9)

( 3 )細胞外カルシウム依存性

脊髄後角切片からのカプサイシン誘発グルタミン酸遊離が、細胞外Ca2+依存性であ

るかどうかを検討した。図1・8に示すように、グルタミン酸の基礎遊離量は、 j華流液

中の2mM Ca2+を等モルのEGTAに置換しでも有意な変化はみられなつかた。基礎遊

離量の値は、 Ca2+の存在、非存在下においてそれぞれ、1.14:t0.03 (n = 5)， 1.24:t 0.11 
(n = 5) pmol/sec/mg proteinであった。それに対して、潅流液中のCa2+非存在下におけ
る3μMカプサイシン誘発グルタミン酸遊離量は、 5.7土2.4pmol/mg pro低出(n=5)であ

り、存在下での遊離量の 13%にまで有意に減少した(図ト8)。
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ラット脊髄後角切片からのir-サブスタンス P遊離に対する細胞外Ca2+除

去の影響。

それぞれのco1urnnは、 6分フラクション中に遊離されたir-サプスタンス

P量の変化を示す。 Hatchedco1urnnは誘発遊離量を示す。 C10sedbarで示

す2分間3μMカプサイシンを適用した。
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図1・9

(2 mM EGTA) 

ラット脊髄後角切片からのグルタミン酸の基礎遊離量 (A)および3μMカ

プサイシン誘発遊離量 (8)に対する細胞外Ca2+除去の影響。

aCSF中のCa2+をEGTAに置換すると、グルタミン酸の基礎遊離量に対し
ては有意な影響はみられなかったが、 3μMカプサイシン誘発遊離は有意

に抑制された。

*pく0.05vs. 2 mM Ca2+ 
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(2 mM EGTA) 

(Student's t-test) 
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考察( 4 )脊髄後根切断

カプサイシン誘発グルタミン酸遊離におけるカプサイシンの作用部位が、実際に一

次感覚神経終末であるかどうかを証明するために、両側性の後根神経切断を施した

ラットを用いて検討した。後根神経切断したラットの腰髄後角切片からの 3μMカプ
グルタミン酸のオンライン測定法を用いることにより、カプサイシンが脊髄後角切

片からグルタミン酸遊離を誘発することが初めて示された。以前の研究では、カプサ

イシンは、グルタミン酸を含むアミノ酸の遊離を全く変化させないという報告しかな

かった [2，16， 66， 68]。これらの知見は、数分毎に濯流液を採取しそれらに含まれるグ

ルタミン酸を定量しているので、おそらく精度および時間分解能が低いためカプサイ

シンによるグルタミン酸の遊離量の増加が検出できなかったものと思われる。実際に

本研究で、カプサイシンは、サプスタンスPの遊離に対して、基礎遊離量の約15倍増

大させたのに対し、グルタミン酸遊離では、最大で基礎遊離量の約20%程度しか増大

サイシン誘発グルタミン酸遊離量は7.6:t 6.1 pmol/mg protein (n =のであり、対照であ

る椎弓切除のみ施したラットでの遊離量の12%にまで有意に減少した。グルタミン酸

の基礎遊離量は、後根神経切断によって減少する傾向がみられたが、有意差はなかっ

(図 1・10)。た

させなかった。このことは、サプスタンスPに比べ、カプサイシンによるグルタミン

酸遊離量の変化を検出するためには、より高い精度が必要であることを示してる。

カプサイシンは、 一次感覚神経のC線維あるいはAo線維に特異的に存在するレセ

プターに結合し、非選択的カチオンチャネルを開口させて、その薬理作用を発揮する

と考えられている。このカプサイシンレセプターの競合的アンタゴニストであるカプ

サゼピン [7，78]は、カプサイシン誘発グルタミン酸遊離を濃度依存的に抑制したの

で、カプサイシンレセプターを介した抑制作用であることが示唆される。また、本研

究において、脊髄後角切片からのグルタミン酸遊離に対するカプサイシンの作用の脱

感作が観察された。誘発遊離に対して準最大効果を示した lμMカプサイシンでも脱

感作が起こること、および、培養後根神経節細胞において、カプサイシンにより誘発

される内向き電流も同様の脱感作が起きること [8]から、単なるグルタミン酸の枯渇

ではないと考えられる。この現象は、カプサイシンの薬理作用全般に共通することで

n=4 

(8) 

90 

。』
‘ー'c!s 
E 

喜吉 60
ち32
時国 p 
o a.. 

gE 
_. ‘、

吉 2
百竺 30
Q) -
よIIC。
〉

w 

n=4 

あり、この点からもカプサイシン誘発グルタミン酸遊離は、カプサイシンの非特異的

な作用を反映したものではないことを示唆している。

図1・9にも示したように、カプサイシンによって誘発されるサプスタンスPなどの

合
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神経ペプチドの遊離は、細胞外Ca2+依存性であることが知られている [3，63]。今回の

研究により、カプサイシン誘発グルタミン酸遊離も、細胞外Ca2+依存性であることが

明らかとなった。カプサイシンによる神経ペプチドの遊離は、 N型あるいはL型Ca2+

チャネル阻害薬で抑制されなかったことから、電位依存性Ca2+チャネルよりもカプサ

イシンレセプタ一一カチオンチャネル複合体から流入したCa2+に依存していることを

示唆する報告がなされてる [8，40] 0 カプサイシン誘発グルタミン酸遊離に関しても、

17 

rhizotomy 

ラット脊髄後角切片からのグルタミン酸の基礎遊厳量(A)および3μMカ

プサイシン誘発遊離 (8)に対する後根神経切断の影響。
後根神経切断を施したラットでは、対照群に比べ基礎遊離量は変化しな

かったが、誘発遊離量は有意に減少した。

*pく0.05vs. sham (Student's t-test ) 
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カプサイシンレセプターーカチオンチャネル抜合体から流入したCa2吋こ依存している

可能性が高いと考えられる。しかし、グルタミン酸の遊離に関しては、 N型Ca2+チャ

ネルではなく、 P型Ca2+チャネルが関与しているという知見 [76]が近年報告されたの

で、カプサイシン誘発グルタミン酸遊離に関しても、部分的であるにしても P型Ca2+

チャネルが関与している可能性は否定できない。

後根神経切断したラットでは、サプスタンスPを含む様々な神経ペプチドのカプサ

イシン誘発遊離が消失することが報告されている [35，49，59]。カプサイシン誘発グル

タミン酸遊離もまた、後根神経切断によってその遊離量が著しく減少したので、一次

感覚神経が誘発遊離に関与していることを示唆している。カプサイシンで遊離される

機々な神経ペプチドの中で、特にサプスタンスPは、脊髄においてグルタミン酸の遊

離を増大させることが報告されている [29，67]。この知見から、本研究で得られたカプ

サイシン誘発グルタミン酸遊離は、カプサイシンによって一次感覚神経から遊離され

たサプスタンスPによって脊髄後角内介在ニューロンから遊離されたものである可能

性が考えられる。しかし、テトロドトキシンの存在下でも、グルタミン酸はカプサイ

シンの適用により遊離されたので、サブスタンスPなどの神経ペプチドが、介在

ニューロンからグルタミン酸を遊離させるという可能性は低いと思われる。従って、

グルタミン酸は、主としてカプサイシン感受性一次感覚神経から遊離されたものであ

ると考えられる。

以上の結果は、グルタミン酸のオンライン測定法を用いることにより、カプサイシ

ン感受性一次感覚神経からグルタミン酸が遊離されることを示したものであり、グル

タミン酸が一次感覚神経の痛覚情報伝達物質であるという考えを裏付けるものである。

18 

第二章

カプサイシン誘発グルタミン酸遊離に対する抗

侵害受容物質の抑制効果

オピオイドあるいは下行性抑制系であるノルアドレナリン神経系は、脊髄における

内花件;痛覚抑制系として機能していることが知られている。これらのレセプターに対

するアゴニストあるいはアンタコ.ニストを用いた行動薬理学実験により、オピオイド

に関しては、 μ、3およびκレセプターが、ノルアドレナリンに関しては、 αレセプ

ターが抗侵害受容作用を媒介していることが示されている [31，60，74，81，82]。この

鎖痛作用機序に関しては、侵害受容性一次感覚神経と脊髄後角内二次ニューロンにお

けるシナプス前抑制とシナプス後抑制による二つのメカニズムが考えられている。シ

ナプス前抑制に関しては、 日次感覚神経に存在することが知られているサプスタンス

Pやソマトスタチンなどの神経ペプチドの遊離を抑制することが報告されている [24，

27，32， 79， 80]。それに対して、グルタミン酸遊離を抑制をするという報告も近年になっ

てなされているが[28，30]、どの神経からの遊離であるかについてははっきりとは示さ

れていない。そこで著者は、カプサイシン誘発グルタミン酸遊離に対するオピオイド

及びαアドレノセプターアゴニストの効果について検討した。

実験方法

( 1 )実験動物

体重 180・250gの雄性Sprague-Daw1ey系ラット (6・8週齢)を使用した。

( 2 )薬物の調整法

モルヒネ HCl(Takeda Chernical lndus汀iesLtd.)、ナロキソ ンHCl(Sigma)、DAMGO

AcOH (Bachem Feichernikalien AG)、DPDPE(Peninsula Lぬよナルトリ ンドール σoray

Ind凶出esInc.)、U50，488H(U則ohn)、ク ロニジンHCl、オキシメタゾリンHCl(以上RBD、
ST・91HCl (Boehringer Ingelheim)はH20に溶解し・200Cに保存した。ヨヒンピン HCl

およびフェニレフリン HCl(RBDは、 H20に用時溶解し実験に使用した。また、 U69，593

(U凶ohn)は、 DMSOに溶解し・200Cで保存した。

19 



( 3 )脊髄後角切片の調整および濯流実験

脊髄後角切片の調製法および潅流実験の条件は、第一章と同じである。カプサイシ

ンは、グルタミン酸遊離に対して最大効果を発鈍した濃度である3μMを2分間適用し

た。薬物は、3凶4カプサイシンの適用の6分前から海流実験の最後まで瀧流適用した。

第一章での実験結果から、カプサイシン誘発グルタミン酸遊離は脱感作が起こるので、

同一標本にカプサイシンを2回以上適用することができなかった。したがって、異な

る標本でコントロールをとり、薬物の作用を検討した。

図2・1 10μM DAMGO非存在下(A)あるいは非存在下(8)におけるラット脊髄後

角切片からのグルタミン酸遊離の典型例。

カプサイシン(3μM，solid bar)は2分間濯流液中に適用し、また、 DAMGO

(10μM， hatched bar)は、カプサイシン刺激の開始6分前から潅流実験終了

まで脊髄後角切片に処置した。

20 

実験結果

第 1節 オピオイドアゴニストの抑制効果

(1) OAMGOおよびモルヒネの効果

図2・1にコントロール (A)および選択的μアゴニストの10μMDAMGOを適用し

たとき (B)のグルタミン酸遊離の典型例を示す。 10μMDAMGOの適用によって、基

礎遊離j止に対してほとんど影響はみられなかった。それに対して3μMカプサイシン

誘発遊離量はDAMGOの適用によって明らかな減少がみられた。
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次に、 μ選択的アコ・ーストであり代表的な麻薬性鎮痛薬であるモルヒネのカプサイ

シン誘発グルタミン酸遊離に対する効果について検討した。モルヒネの潅流適用に

よって、ラット脊髄後角切片からの3μMカプサイシン誘発グルタミン酸遊離はト30

μMの範閣で濃度依存的に抑制された。 30μMモルヒネの場合では、コントロールの

DAMGOは、 0.3・ 10μMの範闘で濃度依存的に3μMカプサイシン誘発グルタミン

酸遊離量を抑制した。 10いMDAMGOの適用では、コントロールの15%にまで有意に

抑制された。誘発遊離抑制作用に対するDAMGOのECso値は0.77μMであった。また、

3μMDAMGOによるグルタミン酸の誘発遊離の抑制は、麻薬措抗薬である lμMナロ

キソンによってほぼ完全に措抗された(図2・2)。 23%にまで有意に抑制された。モルヒネのECso値は2.21μMであった。また、 10μM

モルヒネによるグルタミン酸の誘発遊離の抑制は、lμMナロキソンによって有意に措

抗された(図2-3) 0 10μM以上の濃度のモルヒネではモルヒネ自体が蛍光を示した

ので、基礎遊離量に対する効果は検討できなかった。
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ラット脊髄後角切片からの3μMカプサイシン誘発グルタミン酸遊離に対

するモルヒネの抑制効果。

モルヒネは、濃度依存的に抑制効果を発婿し、さらにこの効果はナロキソ

ン(1μM)によって有意に措抗された。 a;Pく0.05vs. control (open column)， 

b;Pく0.05vs. mo中hine+ naloxone (double hatched column). 
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図2・3ラット脊髄後角切片からの3μMカプサイシン誘発グルタミン酸遊離に対

する DAMGOの抑制効果。

DAMGOは、濃度依存的に抑制効果を発揮し、さらにこの効果はナロキソ

ン(1μM)によって有意に措抗された。 α;Pく0.05vs. control (open column)， 

b;Pく0.05vs. DAMGO + naloxone (double hatched column). 
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( 3) U50，488HおよびU69，593の効果

選択的 κアゴニストであるU50，488H及びU69，593のラット脊髄後角切片からのカプ

サイシン誘発グルタミン酸遊離に対する効果について検討した。しかし、 1，10μM 

U50，488H及び10μMU69，593は3μMカプサイシン誘発グルタミン酸遊離に対して有

意な影響を示さなかった(図2・5)。また、グルタミン酸の基礎遊離に関しでもこれら

の薬物は有意な効果を発揮しなかった。

(2) DPDPEの効果

選択的6アゴニストであるDPDPEは、ラット脊髄後角切片からの3μMカプサイシ

ン誘発グルタミン酸遊離を 1・10μMの範閉で濃度依存的に抑制した。 10μMDPDPE 

の場合では、コントロールの50%にまで有意に抑制したoDPDPEのECso値は 1.21μM

であった。また、 3μMDPDPEによるグルタミン酸の誘発遊離の抑制は、 1μMナル

トリンドールとの同時適用によってほぼ完全に措抗された(図2・4)01・10凶1DPDPE 

グルタミン酸の基礎遊離に対して有意な影響を及
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ラット脊髄後角切片からの3μMカプサイシン誘発グルタミン酸遊離に対

する U50，488HおよびU69，593の抑制効果。

U50.488HおよびU69.593は、グルタミン酸の誘発遊離に対して有意な影

響を示さなかった。
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図2・5
ラット脊髄後角切片からの3μMカプサイシン誘発グルタミン酸遊離に対

する DPDPEの抑制効果。

DPDPEは、濃度依存的に抑制効果を発揮し、さらにこの効果はナルトリ

ンドール(1μM)によって有意に措抗された。 a;Pく0.05vs. control (open 

column) or DPDPE + na1trindole (double hatched column)_ 
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図2・7にクロニジンおよび選択的 αlアゴニストのフェニレフリンの効果を示す。コ

ントロールでは、 42.83:t 4.69 pmol/mg protein (n = 5)の3μMカプサイシン誘発遊離量

がみられた。クロニジンは、 0.1・10凶4の範囲で濃度依存的に脊髄後角切片からのカ

プサイシン誘発遊離量を抑制した。 10μMの濃度において誘発遊離量は 21.38:t 4.39 

pmol/mg pro胞in(n = 7)であり、コントロールに対して 50%にまで抑制された(図2・
7)。クロニジンのカプサイシン誘発グルタミン酸遊離の抑制に対するEC.soは、 0.92μM

だ、った。それに対して、選択的 αIアゴニストであるフェニレフリンは、 1および10

μMの濃度において、カプサイシン誘発グルタミン酸遊離に対して、有意な影響を及

ぼさなかった(図2・7)。またこれらの薬物のグルタミン酸の基礎遊離量に対する有意

な効果は認められなかった。

αアドレノセプターアゴニストの抑制効果

( 1 ) αアドレノセプターアコ'ニストの効果

図2・6(A)に示すように、コントロールでは3μMカプサイシンを脊髄後角切片に

2分間適用すると、基礎遊離量に対して最大で約17%のグルタミン酸遊離の持続的な

増大がみられた。 一方、図2・6(B)に示すように、選択的 α2アゴニストである 10μM

クロニジンをカプサイシン刺激の開始6分前から瀧流液中に適用すると、 3μMカプサ

イシンによって誘発されるグルタミン酸遊離が明らかに減少した。しかし、この濃度

グルタミン酸の基礎遊離量には有意な影響を及ぼさなかった。
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ラット脊髄後角切片からの3μMカプサイシン誘発グルタミン酸遊離に対

するクロニジンおよびフェニレフリンの効果。

クロニジンは濃度依存的に誘発遊離を抑制したのに対し、フェニレフリン

は、有意な影響を示さなかった。

a; P < 0.05 vs. control (post hoc Dunnet's test) 
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図2・710μMク口ニジン非存在下(A)あるいは非存在下(8)におけるラ ット脊髄

後角切片からのグルタミン酸遊離の典型例。

カプサイシン (3凶.1，solid bar)は2分間湛流液中に適用し、また、クロニ

ジン (10μM，hatched bar)は、カプサイシン刺激の開始6分前から海流実

験終了まで脊髄後角切片に処置した。
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クロニジンがα2レセプターを介してカプサイシン誘発グルタミン酸遊離を抑制する

ことを確認するため、選択的α2アンタゴニストであるヨヒンピンの効果について検討

した。 10凶fクロニジンと 1凶4ヨヒンピンの同時適用によって、クロニジンの抑制効

果は有意に抑制された(図2・8)。α2レセプターの活性化によってラット脊髄後角切

片からのカプサイシン誘発グルタミン酸遊離が抑制されることが明らかとなったので、

次に、この抑制作用が、オピオイド系を介したものかどうか調べるため、ナロキソン

との同時適用について検討した。しかし、 10凶4のナロキソンは、 10μMクロニジン

によるカプサイシン誘発グルタミン酸遊離の抑制作用に対して、全く影響を及ぼさな

かった(図2・8)。
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ク口ニジンの3μMカプサイシン誘発グルタミン酸遊離抑制作用に対する

ヨヒンビンおよびナロキソンの効果。

クロニジンの効果はヨヒンピンによって措抗されたが、ナロキソンに対し

ては全く影響を受けなかった。

a;Pく0.05vs. control， b; P < 0.05 vs. 10μM clonidine (post hoc Dunnet's胞は)
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(2 ) α2レセプターサプタイプに関する検討

α2レセプターには、 α2A、α28およびα2Cレセプターの三種類のサプタイプの存

在が知られている [10]。鎮痛検定実験において、アンタゴニストとの開時投与により

α2  Bおよびα2Cレセプターにより親和性が高いと報告されている ST・91[73]は、 1・

10μMの範囲で濃度依存的に脊髄後角切片からの3μMカプサイシン誘発グルタミン

酸遊離を抑制し、 10μMの濃度では、クロニジンとほぼ同程度であるコントロールの

約50%にまで抑制した。それに対して、 α2Aレセプターに高親和性を示すが部分アゴ

ニストとして作用するオキシメタゾリンは誘発遊離を抑制する傾向を示したが、統計

上有意な変化ではなかった(図2・9)。
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ラット脊髄後角切片からの3μMカプサイシン誘発グルタミン酸遊離に対

する ST-91およびオキシメタゾリンの効果。

ST・91は、グルタ ミン酸の誘発遊離に対して有意な抑制効果を示したが、

オキシメタゾリンは誘発遊離に対し有意な抑制効果を示さなかった。

a; P < 0.05 vs. control (post hoc Dunnet's test) 
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考察

オピオイドμ、S、κレセプターアゴニストおよびノルアドレナリン αレセプターア

ゴニストは、脊髄内において鎮痛作用を発揮することが知られており、これら結令部

位が脊髄後角内に比較的多く存在することも知られている [6，23，71]0これらの知見

から、オピオイドおよび下行性ノルアドレナリン神経系は、内在性痛覚抑制系として

機能していると考えられている。今凶の実験において、オピオイドμ、δレセプター

およびアドレナリン α2レセプターの活性化によってカプサイシン誘発グルタミン俊

遊離が抑制されることが明らかとなった。これらのレセプターはすべて、アデニル酸

シクラーゼ抑制系に連関しており、細胞内cAMP産生を抑制することが知られている

[17，19，36，46，85]0また、これらのレセプターの活性化は、 Ca2φ コンダクタンスおよ

びrコンダクタンスをそれぞれ抑制、増強することが報告されている [38.84]。した

がって、グルタミン酸遊離抑制の作用機序のーっとして、これらのレセプターの活性

化が、直接Ca2+チャネルを抑制するか、あるいは、 K+チャネルの活性化を介した間接

的なCa2+チャネルの抑制による細胞内Ca2φ流入の抑制を引き起こすことによって、グ

ルタミン酸遊離を抑制する可能性が考えられる。

本研究において、オピオイドμアゴニストは、オピオイドの中では最も強く脊髄後

角切片からカプサイシン誘発グルタミン酸遊離を抑制した。 10μMDAMGOでは、誘

発遊離をコントロールの15%程度にまで抑制した。カプサイシン誘発グルタミン酸遊

離の約90%は、細胞外Ca2+依存性なので、 Ca2+依存性遊離の成分がほとんど完全に抑

制された可能性が考えられる。 Kangrga釦 dRandic [30]は、ラットの後根神経節ー脊

髄後角切片を用いて、 DAMGOが、後根のhighintensity刺激によって誘発されるグル

タミン酸遊離をほぼ完全に抑制することを示している。したがって、これらの知見は、

μオピオイドが、脊髄後角における侵害受容伝達をシナプス前性に抑制し、鎮痛作用

を発嫁するという仮説を支持している [2針。

選択的SアゴニストであるDPDPEもまた、濃度依存的にカプサイシン誘発グルタミ

ン酸遊離を抑制し、選択的Sアンタコ・ニストであるナルトリンドールによって有意に

詰抗された。これは、 μレセプターだけでなく、 δレセプターによっても、グルタミ

ン酸による侵害受容伝達がシナプス前性に抑制されていることを示している。しかし、

有意な差ではないが、 DPDPEの最大効果は、 DAMGOのそれよりも弱かった。この結

果は、オピオイドによるサプスタンスP遊離の抑制作用は、主にSレセプターを介し

30 

たものであるとの報告と異なっている [11，43，70]。しかし、この違いについては現在

のところ不明である。

選択的オピオイド κ アゴニストである U50，488Hや U69，~93 は、カプサイシン誘発グ
ルタミン酸遊離に対して有意な効果を不さなかった。この結果は、サプスタンスP遊

離に対して κアコ・ニストの効果がなかったという以前の報告と ・致している [1，24]0 

In situハイブリダイゼーション法により、 μおよびκ レセプターmRNAが、脊髄後角、

後根神経節細胞にイ{在し、後根神経節では、 κレセプタ-mRNAが発現している細胞

数は、 μレセプタ mRNAの発現細胞数よりも少ないことが示されている [39]0さら

に、政射性保識したリガンドを用いたオートフジオグラフィ一実験において、脊髄後

角表層部における結合部位が、 μ、s、κの順に多く存在すると報告されている [6]0
したがって脊髄後角内・次感覚神経終末におけるレセプターの量的な差が、本実験の

結果を反映してし叫る可能性が考えられる。

また、 α2アドレノセプターアゴニストであるクロニジンやST・91も、カプサイシン

誘発グルタミン酸避離を波度依存的に抑制した。また、 α2アンタゴニストのヨヒン

ピンで完全に箔抗されたことから、この作用は、 αzアドレノセプターを介したもの

であることをポしている。また、クロニジンの抑制作用は、高濃度のナロキソンによっ

てもほとんど影響されなかったので、オピオイド系は関与していないことが明らかと

なったo以Iの結果は、カプサイシン感受性日次感覚神経終末に存在する α2アドレ

ノセプターの活性化によって、グルタミン酸の遊離が抑制されることを強く示唆して

いる。これは、ノルアドレナリンが脊髄後角における侵害受容伝達をシナプス前性に

抑制しているという仮説を支持している [34]0

α2レセプターには、 α2A、α2Bおよびα2Cレセプターの三種類のサプタイプに

分類されている。 α2Aサプタイプは、オキシメタゾリンに高親和性を示しプラゾシン

に対して低親和性を示す。対照的に、 α2Bおよびα2Cレセプターは、プラゾシンに対

して高親和性を示しオキシメタゾリンに対して低親和性を示すことが知られている

(10]。本研究では、 ST・91は、カプサイシン誘発グルタミン酸遊離をクロニジンとほぼ

同程度抑制した。 Tak:anoet al. [73]は、 ST-91の鎮痛作用がα2Aアンタゴニストより

もプラゾシンなどの α28およびα2Cレセプターアンタゴニストで措抗されることを報

告していることから、 ST・91はnon-α2Aレセプターを介して抗侵害受容作用を発揮す

ることが示唆される。さらに、後根神経節細胞には α2CレセプターmRNAを強く発現

している細胞が非常に多く、 α2AレセプターmRNAはほとんど発現していないという
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in siωハイプリダイゼーション法による報告がある [52]。したがって、本研究におい

てオキシメタゾリンがカプサイシン誘発グルタミン酸遊離に対して有意な抑制作用を

発揮しなかったという結呆は矛盾しない。今後、より選択的なリガンドを用いた検討

が必要ではあるが、これらの知見と考えあわせると、 αzアゴニストは、 α2Cレセプ

ターを介してカプサイシン誘発グルタミン酸遊離を抑制する可能性が考えられる。

本研究の実験結果から、脊髄内でのオピオイドμ、8レセプターおよび、アドレナ

リン α2レセプターの活性化による抗侵害受容作用発現には、少なくとも一部、脊髄

後角内におけるカプサイシン感受性一次感覚神経からのグルタミン酸遊離の抑制が寄

与していることが示唆される。
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第三章

脊髄後角内プ口スタグランジン類のグルタミン酸

遊離促進作用および痛覚過敏発現への関与

痛覚情報伝達に対するプロスタグランジン類 (PGs)の作用として、末梢組織におい

てプラジキニンの発痛作用を増強することが広く知られており、非ステロイド性抗炎

症鎮痛薬(NSAIDs)は、シクロオキシゲナーゼ限害により炎症部位におけるPGs産生

を抑制することによって、鎮痛作用を発揮すると考えられている [18，22，37]0しかし、

実験的にラットあるいはマウスの脳室内あるいは脊髄くも膜下腔内にPGs投与すると

痛覚過敏あるいはallodyniaを起こすこと [47，54，77]から、 NSAIDsの鎮痛作用機序の

ーっとして、 脊髄後角を含む中枢神経系に対する直接的な作用も存在する可能性が示

唆されている。

本研究では、中枢神経系に対する NSAIDsの鎮痛作用機序の一部を明らかにするた

め、炎症性痛覚過敏発現における脊髄後角内PGsの関与について、後肢庄刺激法によ

る検討を行った。またその作用機序に関して、カプサイシン感受性一次求心性線維か

らのグルタミン酸遊離に対する効果について検討した。

実験方法

( 1 )使用動物

体重180g・250gのSprague-Dawley系雄性ラット (6-7週齢)を使用した。

( 2 )似害受容閥値の測定

侵??受容実験には、あらかじめ環境に馴化させておいたSprague-Dawley系雄性ラッ

ト(180・250g)を用いた。脊髄くも膜下腔内投与は、前日にあらかじめ背部皮下を切

開しておいたラットのL3， L 4聞の脊椎骨間隙に針を刺入し、ポリエチレンチュープ

を介してマイクロシリンジにより薬液 10μlを注入して行った。非競合的NMDAレセ

プターアンタゴニストである (+)-MK・801は生理的食塩水に溶解した。ジクロフェナッ

ク及びプロスタグランジン類は、 DMSOに溶解した後、それぞれ生理的食塩水あるい
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はPBSで希釈した。起炎性物質として 2%カラゲニン +2%カオリンを 100μlの容量

で右側後肢に皮下投与した。

機械的侵害受容関値の測定には、 Randall-Sellitto後肢庄刺激法を用いた [56]0すなわ

ち、毎秒32gの一定速度で増加する機械的侵害刺激を後肢腹側部に適用し、後肢の

引っ込み反応が惹起された時点の値 (g)を侵害受容閥値とみなした。結果は、薬物投

与直前の侵害受容関値を l∞%として表した。

( 3 )脊髄後角切片の調整法

第一章と同様の方法で脊髄後角切片を調製した。炎症ラットを用いた実験では、両

側後肢に 2%カラゲニン +2%カオリンを皮下投与し、 l、2および4時間後に脊髄腰膨

大を取り出した。

( 4 )濯流実験

濯流実験の方法は、基本的に第一章と同じである。本章で使用した人工脳脊髄液の

組成を次に示す (mM)。塩化ナトリウム 124、塩化カリウム 5、リン酸二水素カリ

ウム 1.24、硫酸マグネシウム 1.3、炭酸水素ナトリウム 25、グルコース 10、塩

化カルシウム 2.4 (pH 7.4) 

図3・1 カラゲニン+カオリン誘発炎症ラ ットの後肢における機械的侵害安容闇値

に対するi.t.投与した MK・801の影響。

縦軸は、薬物投与直前の炎症側後肢の閥値を1∞%として表す。それぞれ、

生理的食塩水(・)、 MK-8011 nmol/rat (~)、 3 nmoVrat (企)、 10nmol/rat 

(・)の処置側、および10nmol/rat (口)の非処置側の閥値の経時的変化を

示す。

* P<0.05 vs.生理的食塩水 (・) (Bonferroni's post-hoc test) 
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実験結果

第 1節 痛覚過敏発現に対する脊髄後角内NMDAレセプターおよびシクロ

オキシゲナーゼの関与

( 1 ) 炎症性痛覚過敏発現に対する NMDAアンタコ・ニストの効果

右側後肢への2%カラゲニン +2%カオリン皮下投与 120分後の機械的侵害受容閥

値は、処置前の約55%にまで低下した。この直後、非競合的NMDAレセプターアンタ

ゴニストである MK-801を1・10nmoVratの用量で脊髄くも膜下腔内(i.t.)投与すると、

非処置側に影響することなく、処置側の機械的侵害受容閥値の低下を濃度依存的に回

復させた。 MK-801の抗侵害受容作用は、投与後30分で最大になり、 3nmoVratでは投

与前の 146.59土5.01%にまで有意に侵害受容閥値を上昇させた。(図3・1)。
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( 2 )炎症性痛覚過敏発現に対するシクロオキシゲナーゼ阻害薬の効果

2%カラゲニン+2%カオリン処置によって、処置側後肢の機械的侵害受容関値は処

置前の50.48土2.74(n = 8)にまで低下した。シクロオキシゲナーゼ組害薬であるジク

ロフェナック(1・30nmoVrat)をi.t.投与すると、処置側の佼告:受容樹値の低下を用量

依存的に回復させた。ジクロフェナックの抗侵害受容作用は、投与60分後で最大にな

り、投与120分後にはほぼ消失した。 ほぼ最大効果を示した 10nmoVratの用量では、

投与後60分において、投与前の150.17~ 6.46%にまで有意に伝害受容閥値を上昇させ

た(図3・2)。しかし、処置前の関値まで完全に回復することはなかった。また、今回

使用した用品において、ジクロフェナックは、非処置側のt込書受容閥値に対して有意

な影響を及ぼさなかった。

I.t.投与したジクロフェナックが、末m組織へ移行し抗侵害受容作用を発揮している
可能性が考えられる。実際に、 10mg/kgシクロフェナックを背部皮下 (s心)に投与す

ると処置側においてのみ有意な抗侵害受容作用を発輝した。しかし、i.t.投与で最大効

果を示した用量よりもさらに多い 1∞ nmol/rat(約0.15mg/kg)のジクロフェナックを

s.c.投与しても、カラゲニン+カオリン炎症による機械的侵害受容閥値の低下に対して

有意な影響はみられなかった(図3・3)。
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図3・2 カラゲニン+カオリン誘発炎症ラットの後肢における機械的侵害受容蘭値

に対するi.t.投与したジクロフェナックの影響。

縦軸は、 薬物投与直前の炎症側後肢の同偵をl∞%として表す。それぞれ、

3%DMSO (・)、ジクロフェナック 1nmoVrat (T)、3nmoVrat (企)、 lOnmoV

rat (・)、 30nmol/rat (0)の処置側および10nmol/rat (口)の非処置側の

閥値の経時的変化を示す。

*pく0.05vs. 3% DMSO (・)(Bonferroni's post-hoc test) 

図3・3 カラゲニン+カオリン誘発炎症ラットの後肢における機械的侵害受容闇値

に対する s.c.投与したジクロフェナックの膨響。

縦軸は、薬物投与直前の炎症側後肢の闘値を l∞%として表す。それぞれ、

生理食塩水(・)、ジクロフェナック 100nmol/rat (・)、 10mg/kg (T)の

処置側および10mg/kg (マ)の非処置側の閥値の経時的変化を示す。

*pく0.05vs.生理的食塩水(・)(Bonferroni's post-hoc test) 
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第2節 侵害受容闇値に対する脊髄くも膜下腔内投与したプロスタグラン

ジン類の効果

1 )機械的侵害受容関値に対するプロスタグランジン類の関与

プロスタグランジンE2 (PGE2)をラットに I.1.投与すると、 1-1000 pmol/ratの範

囲で用量依存的に機械的侵害受容閥値が一過性に低下した。関値低下のピークである

投与20分後では、すべての用量で有意な侵害受容関値の低下がみられ、最大効果を示

した 100pmoVrat PGE2では、投与前の79.14::t1.25% (n = 8)にまで有意に低下した。し

かし、 PG~ による侵害受容閥値低下作用は投与 60 分後において消失した。(図 3 ・ 4)

今回用いた用量の PG~ では、嫌悪反応が現れなかった。

図3・4
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ラット後肢の機械的侵害受容闇値に対するi.t.投与したPGE2の効果。

それぞれ、 1%DMSOIPBS (0)およびPG島 1pmoVrat (T)、10pmoVrat(・)、

1∞pmol/rat (A)、1∞opmoVrat (・)のi.t.投与による侵害受容閥値の経
時的変化を示す。

牢 Pく0.05vs. 1 % DMSO/pBS (Bonferroni's post-hoc test) 
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プロスタグランジン 12 (PGh)の安定誘導体であるPGhメチルエステルを I.t.投与

したときの機械的侵害受容閥値に対する影響を図3-5に示す。PGhメチルエステルは、

1・ω∞pmoVratの範囲で用量依存的に機械的侵害受容関値を低下させた。最大効果を
示した l∞pmol/ratのI.t.投与では、投与20分後において、投与前の 80.25::t2.17% (n 
= 8)にまで有意に侵害受容関値を低下させ、この作用は投与60分後において完全に消
失した。また、 PG~ と同様に、今回用いた用量のPGhメチルエステルの i.t.投与によっ

て嫌悪反応は誘発されなかった。

図3・5

n=7・8

，ー、

ポ100
、ー"
てコ。
~ 90 
ω 。~
五二.幽d

安 80
‘E. 。u
g 70 
Z 

60 
・20 o 20 40 60 

Time after administration (min) 

ラット後肢の様械的侵害受容闇値に対するi.t.投与したPGbメチルエステ
ルの効果。

それぞれ、 1%DMSOIPBS (0)およびPGhメチルエステル 1pmoVrat (T)、

10 pmol/rat (・)、 1∞pmol/rat(企)、 l∞opmol/rat (・)のi.t.投与による
侵害受容闘値の経時的変化を示す。

* P < 0.05 vs. 1 % DMSO/pBS (Bonferroni's post-hoc test) 
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2) i.t.投与したPGsによる侵害受容閥値低下に対する MK・801の影響

PGEzおよびPGhメチルエステルは、それぞれ1∞pmol/ratを最大効果用量としてほ
ぼ同程度侵害受容閥値を低下させた。そこでこれらの用量のPGEzおよびPGhメチル

エステルを同時投与したときの機械的侵害受容関値に対する影響を検討した。図3-6

に示すように、 1∞pmoVratずつ同時投与すると、それぞれの単独投与に比べ、より強
い閥値低下作用を示し、投与直前の関値に比べ、投与20分後では68.46:t1.84%、投与

60分後においても 87.78:t1.53% (n = 8)の有意な侵害受容閥値の低下がみられた。し
かし、 2種類のPGの同時投与自体で嫌悪反応を引き起こすことはなかった。

図3・6
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PGE2およびPGI2メチルエステルの同時投与によるラッ ト後肢の機械的侵

害受容闇値に対する影響。

それぞれ、1%DMSO/PBS(0)、PGE2100 pmol/rat (T)、PGhメチルエス

テル 1∞pmoVrat(A)、PG&1∞pmol/rat + PGhメチルエステル 1∞pmoV
rat (・)のi.t.投与による侵害受容閥値の経時的変化を示す。

牢Pく0.05vs. 1 % DMSO/pBS (Bonferroni's post-hoc test) 
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PGE2および、PGI2メチルエステルをそれぞれl∞pmol/ratの用量で同時にi.t.投与する
と、機械的侵害受容閥値が投与前の約70%にまで低下したので、この作用にNMDAレ

セプターの活性化が関与しているかどうかを検討した。カラゲニン誘発痛覚過敏に対

して最も抑制作用の強かった用量である 3nmol/ratのMK・801をPGEz+PGhメチルエ

ステルと同時投与すると、 PGE2+PGI2メチルエステルによる機械的侵害受容関値の

低下を有意に抑制した(図3・7)。

図3・7
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PGE2 + PGI2メチルエステルのi.t.投与により生じるラット後肢の繊械的

痛覚過敏に対する MK・801i.t.投与の影響。

それぞれ、1%DMSO/PBS (0)、PG&1∞pmol/rat + PGhメチルエステル
l∞pmol/rat (・)、PGE21∞pmol!rat+ PGhメチルエステル 1∞pmol!rat+ 
MK-801 3 nmol/rat (・)のi.t.投与による侵害受容閥値の経時的変化を示す。

# P < 0.05 vs. 1 % DMSO/PBS. * P < 0.05 vs. PGE2 + PGhメチルエステル
(Bonferroni's post-hoc test) 
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グルタミン酸遊離に対する PGhメチルエステルの効果

PGhメチルエステルは、 O.ト 3μMの範囲で濃度依存的にラット脊髄後角切片から

のlμMカプサイシン誘発グルタミン酸遊離を増大させた。この増強効果は、 lμMの

濃度においでほぼ最大効果を発樽し、この濃度のPGhメチルエステルは、コントロー

ルに対して、約 180%の有意な誘発遊離増大作用を示した(図3・9)0 しかし、今回使

用した渡度において、 PGhメチルエステルはグルタミン酸の基礎遊離量に対して有意

な影響を示さなかった。

( 2 ) プロスタグランジン類のグルタミン酸遊離促進作用

( 1 )グルタミン酸遊離に対する PGE2の効果

脊髄後角切片に 1μMカプサイシンを 2分間適用すると 26.6:t3.1 pmollmg pro肥in(n 

= 7)のグルタミン酸の誘発遊離がみられた。 PGE2は、 1μMカプサイシン誘発グルタ
ミン酸遊離を0.1・3μMの範囲で濃度依存的に増大させた。この増強作用は 1μM の

濃度において最大効果を示し、この濃度のPG~ は 、 コン ト ロールに対して約 2∞%の

有意な誘発遊離増大作用を示した(図3・8)。一方、グルタミン酸の基礎遊離量に対し

て PG~ は有意な影響を及ぼすことはなかった。

第3節
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ラット脊髄後角切片からの1μMカプサイシン誘発グルタミン酸遊離に対

する PGI2メチルエステルの効果。

事Pく0.05vs. contro] (Bonferroni's post-hoc test) 
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図3・9ラット脊髄後角切片からの1μMカプサイシン誘発グルタミン酸遊離に対

する PGE2の効果。

ホPく0.05vs. control (Bonferroni's post-hoc test) 
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考察( 3 ) 

末梢組織の炎症などによって生じる痛覚過敏発現には、脊髄後角内におけるグルタ

ミン酸神経伝達の充進が関与していることが、 tail-flicktestやhotplate testなど様々な

モデルを用いた行動薬理学実験から示されてる [42，50，56，61]0本研究においても、非

競合的NMDAレセプターアンタゴニストであるMK-801が、カラゲニン+カオリンに

よる機械的侵害受容閥値の低下に対して、有意な抗侵害受容作用をを示したことから、

機械的痛覚過敏の発現には、 NMDAレセプターの活性化を介したグルタミン酸神経伝

達の允進が関与していることが示唆された。中枢神経系において、 NMDAレセプター

の活性化とそれに続く細胞外Ca2+の流入は、神経伝達の可塑性に重要な役割を果たし

ていることが示されており [12]、脊髄においても一次求心性線維を高頻度刺激するこ

とによって生じる脊髄後角ニューロンのwindupの発現にNMDAレセプターの活性化

が寄与していることも報告されている [15]0細胞内Ca2+濃度の上昇はホスホリバーゼ

A2を含む様々なCa2+依存性の酵素を活性化させることが知られており、これらが痛覚

過敏発現に関与している可能性が考えられる。この点に関して、シクロオキシゲナー

ゼ限害薬の一つであるジクロフェナックをi.t.投与すると、非処置側に対して影響する

ことなく、カラゲニン+カオリン処置側においてのみ有意な抗侵害受容作用を示した。

このことは、末梢組織の炎症によって、脊髄内のシクロオキシゲナーゼが活性化し、そ

れによって生成されるPG類が機械的痛覚過敏の発現に重要な役割を果たす可能性を示

唆している。また、 NMDAやサプスタンスPをi.t投与して生じる温熱的痛覚過敏が同

経路からのシクロオキシゲナ)ゼ阻害薬によって抑制されることが報告されている

[41]。脊髄内におけるPG類の産生・遊離の機序に関する直接的な知見は示されてはい

ないが、これらの知見を考えあわせると、 一次感覚神経から遊離されたグルタミン酸

あるいはサプスタンスPがそれぞれのレセプターを介して、細胞内Ca2+濃度の上昇と

それに続くホスホリバーゼA2の活性化を引き起こしPG類の前駆体であるアラキドン

酸の産生を促進している可能性が考えられる。さらに、最近、 NMDAレセプターの活

性化により生成され痛覚過敏発現にも関与していることが報告されているNO[44]が

シクロオキシゲナーゼを活性化するということが報告されており [62，64]、脊髄内での

PG類の産生経路の一つの可能性として考えられる。今後、脊髄内での痛覚情報伝達に

果たすNOおよびPG類の役割の相互関係を解明することは重要であると思われる。

シクロオキシゲナーゼには、非誘導型 (constitutiveform)であるtype-lと誘導型

* 

カラゲニン+カオリン誘発炎症におけるグルタミン酸遊離の促進

2%カラゲニン +2%カオリンを両側後肢に皮下投与したラットの脊髄後角切片から

のグルタミン酸遊離について検討した。非処置ラットの脊髄後角切片からのグルタミ

ン酸の基礎遊離量およびlμM カプサイシン誘発遊離量はそれぞれ0.824:t0.015 pmoll 

sec/mg proteinおよび28.59土2.99pmollsec/mg proteinであった。しかし、カラゲニン+

カオリン処置によって、処置1時間から 4時間後において基礎遊離量およびカプサイ

シン誘発遊離量の有意な増加がみられた。 2時間後において、グルタミン酸の基礎遊

離量およびカプサイシン誘発遊離量はそれぞれ 1.189:t 0.046 pmollsec/mg proteinおよ

び55.35土6.10pmollmg proteinであり、非処置群に対して約 140%および190%の有意

な増加が認められた(図3・ 10)。
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Time after the treatment (hr) 

ラット脊髄後角切片からのグルタ ミン酸の基礎遊離量および1μMカプサ

イシン誘発遊離量に対するカラゲニン+カオリン誘発炎症の影響。

非処置ラッ ト(0hr， open column)をコントロールとした。

* p < 0.05 VS. 0 hr (Dunnet's post-hoc test) 
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Time after the treatment (hr) 
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(inducible form)である type-2の二種類のアイソザイムが存在し [14，53]、脳内では、海

馬および梨状紫皮質などの神経細胞にtype-2シクロオキシゲナーゼが発現しているこ

とが知られてる [83]。また、末梢組織の炎症には、 type-2シクロオキシゲナーゼが関

与してることが報告されている [65]。本研究で使用したジクロフェナックはこれらの

アイソザイムに対して非選択的阻害薬であるので [48]、どのアイソザイムが脊髄後角

内で痛覚過敏発現に関与してるかは不明である。今後、選択的阻害薬の効果あるいは

脊髄内での両型のシクロオキシゲナーゼの発現の分布などの検討が必要であると思わ

れる。

PGEzあるいは、 PGrzメチルエステルを I.t.投与すると、それぞれ投与前の約80%程

度にまで機械的侵害受容閥値を低下させた。さらに、これらを同時投与した場合、よ

り強い侵害受容閥値の低下作用を示し、投与60分後においても有意な痛覚過敏状態を

示した。このことは、脊髄後角内において生成されたPGEzと PGhは相加的に作用し、

痛覚過敏発現に寄与する可能性を示唆している。今回の実験では、 PGEzあるいはPGh

メチルエステルをi.t.投与しても、興奮性アミノ酸アゴニストやサプスタンスP投与後

にみられるような嫌悪反応 [55]を惹起しなかった。問機に、 CGRPも嫌悪反応を起こ

すことなく機械的痛覚過敏を誘発し、その作用機序として一次感覚神経終末からのサ

プスタンス Pの遊離を増加させることが明らかとなっている [58]0 PGEzと PGhメチ

ルエステルの同時投与による痛覚過敏がNMDAレセプターアンタコ.ニストのMK・801

で措抗されたので、一次感覚神経終末からのグルタミン酸の遊離を促進するこ とが示

唆された。今回の実験において、 PGE2および、PGhメチルエステルは、ともにカプサイ

シン誘発グルタミン酸遊離を有意に促進させることを明らかにした。神経ペプチドの

遊離については、PG類が一次感覚神経終末からのサプスタンス PおよびCGRP遊離を

促進させることが報告されている [4，51]。これらの知見は、 PG類による侵害受容関値

低下の作用機序のーっとして、一次感覚神経からのグルタミン酸や神経ペプチドの侵

害受容伝達物質遊離の促進作用も寄与してることが示唆される。

本研究で、カラゲニン誘発炎症ラットの脊髄後角切片からのグルタミン酸の基礎遊

離量及びカ プサイシン誘発遊離量が増加していることが明らかとなった。以前の研究

においても、アジュパント関節炎あるいはカラゲニン誘発炎症ラット脊髄での、サプ

スタンス PあるいはCGRP遊離が増大していることが明らかとなっている [49，57]0こ

れらの現象に対して、内因性PG類が促進的に寄与しているのかどうかは直接的には証

明されていない。しかし、炎症性痛覚過敏時に脊髄内においてPGEzの遊離が増大して

46 

いるという実験結果 [69] もあり、以上の知見を考えあわせると、末梢組織の炎症に

よって、脊髄後角内 4 次感覚神経終ネからのグルタ ミン酸や神経ペプチドの遊離が促

進し、痛覚過敏発現に関与していることがボ唆される。また、この遊離促進は、少な

くとも部分的には脊髄内PG類によって媒介されている可能性が考えられる。
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総括および結論

著者は、本研究においてグルタミン酸のオンライン測定法を確立し、侵害情報の伝

達に重要と考えられる細径一次感覚神経に特異的に作用することが知られているカプ

サイシンによって誘発されるグルタミン酸遊離の調節に関する薬理学的研究を行った

結果、以下の成果を得た。

1.カプサイシンが濃度依存的にラット脊髄後角切片からグルタミン酸遊離を増加さ

せたることを初めて実証した。この誘発遊離は、テトロドトキシン非感受性、細胞外

Ca2+依存性であり、後根神経切断により消失した。

2.ラット脊髄後角からのカプサイシン誘発グルタミン酸遊離は、オピオイドμ、S

レセプターおよびα2アドレノセプターアゴニストの適用によって抑制された。

3. MK・801およびジクロフェナックのi.t.投与は炎症性痛覚過敏を軽減させ、また、

PGEzおよび、PGhメチルエステルのi.t.投与は痛覚過敏を発現させた。 一方、痛覚過敏

状態では脊髄後角からのグルタミン酸遊離が促進していること、また、 PGE2および

PGhメチルエステルはカプサイ シン誘発グルタミン酸遊離を促進した。

以上の結果より、脊髄後角内カプサイシン感受性一次感覚神経からグルタミン酸が

遊離されることを初めて示し、さらに、オビオイドμ、6レセプターおよびα2アドレ

ノセプターの活性化によって抑制的に調節されていることが明らかとなった。また、

炎症性痛党過敏状態では、脊髄後角内でのグルタミン酸性神経伝達の促進が生じ、内

因性PG類がこの促進に寄与している可能性を示した。本研究の成果は、脊髄後角内で

の興奮性アミノ酸による痛覚情報の伝達とその制御のメカニズムに関する新しい知見

を提供した。

48 

謝辞

本研究に際しまして、テーマの選定から本論文の作成に至るまで終始懇切な御指導

と御鞭鐘を賜りました、京都大学薬学部佐藤公道教授に謹んで感謝の意を表しま

す。また、直接ご指導を賜り、多くの有益なご助言をいただいた現富山医科薬科大学

和漢薬研究所倉石 泰教授に心から感謝の意を表します。さらに、終始有益なご

助言をいただきました京都大学薬学部赤池昭紀教授、金子周司助教授、南雅

文助手、並びに、前田武彦助手に深く感謝いたします。

本研究にご協力いただきました中本泰充修士、尾山達哉修士、加川雅朗修士、杉本

幹治学上、並びに、河村貸央学士に深く感謝いたします。

49 



発表論文目録 引用文献

本研究の内容の大部分は以下の論文に公表した。

1) Ueda， M.， Kuraishi， Y. and Satoh， M. 

Detection of caps出cin-evokedrelease of glutamate from spinal dorsa1 hom slices of rat with 

on-line monitoring sys回m

Neuroscience Lctters 155 (1993) 179・182

2) Ueda， M.， Kuraishi， Y.， Sugimoto， K. and Satoh， M. 

Evidence出atglutamate is released from capsむcin-sesitiveprimary afferent fibers in rats: 

study with on-line monitoring of glutamate 

Neuroscience Research 20 (1994) 231-237 

1. Aimone，しO.and Yaksh， T.L. 

Peptide 10， 1127・1131(1989) 

2. Akagi， H.， Otsuka， M. and Yanagisawa， M. 

Neurosci. Lett. 20， 259・263(1980) 

3. Amann. R. 

Naunyn-Schmiedeberg's Arch. Pharmacol. 342， 671・676(1990) 

4. Andreeva， L. and Rang， H.P. 

Br. J. Pharmacol. 108， 185・190(1993) 

5. Battaglia， G. and Rustioni， A. 

J. Comp. Neurol. 277， 302・312(1988)

6. Beぉe，D.， Lombard， M.C. and Besson， 1.M. 

Brain Res. 548， 287・291(1991) 

7. Bevan， S.， Ho血i，S.， Hughes， G.A.， James， I.F.， R釦 ge，H.P. Shah， K.， W叫pole，C.S.J. and 
3) Ueda， M.， Sugimoto， K.， Oyama， T.， Kuraishi， Y. and Satoh， M. 

Yeats，1.c. 
Opioidergic inhibition of capsむcin-evokedrelease of glutama胞 fromrat spin剖dorsalhorn 

slices 

Neuropharmacology (in press) 

4) Ueda， M.， Oyama， T.， Kuraishi， Y.， Akaike， A. and Satoh， M. 

A1pha2-adrenoceptor-mediated inhibition of capsaicin-evoked release of glutamate from rat 

spinal dorsa1 horn slices 

Neuroscience Let胞rs(in press) 

Br. J. Pharmacol. 107， 544-552 (1990) 

8. Bleはrnan，0.， Brorson， J.R. and Miller， R.J. 

Br. 1. Pharmacol. 101， 423-431 (1990) 

9. Bradford， M.M. 

Ana1yt. Biochem. 72， 248・254(1976) 

10. Bylund， O.B.， Ray-P陀nger，C. and Murphy， T.1. 

J. Pharmacol. Exp. Ther. 245， 6∞・607(1988) 
11. Collin， E.， Mauborgne， A.， Bourgoin， S.， Mantelet、S.，Fe巾at，L.， H創non，M. and Cesselin， 

F. 

Neuroscience 51， 347・355(1992) 

12. Collingridge， G.L.釦dSinger， W. 

Trends Pharmacol. Sci. 11， 290・296(1990) 

13. De Biasi， S. and Rustioni， A. 

Proc. Natl. Acad. Sci. 85， 7820・7824(1988) 

50 51 



14. Oe Wiu， O.L. and Smi出，W.L. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85， 1412・1416(1988) 

15. Oickenson， A.H. and Su1livan， A.F. 

Neuroph創加acology26， 1235・1238(1987) 

16. Oonnerer， J. 

Brain Res. 555， 332-334 (1991) 

17. Evans， C.J.， KeithJr， O.E.， Mo汀ison，H.， Magendzo， K. and Edwards， R.H. 

Science 258， 1952・1955(1992) 

18. Ferreira， S.H.， Lorenz瓜ti，B.B. and Correa， F.M.A. 

Eur. J. Phannacol. 53， 39・48(1978) 

19. Flordellis， C.S.， Handy， O.E.， Bresnahan， M.R.， Z釦nis，V.I. and Gavras， H. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88， 1ω1・1023(1990) 

20. Gamse， R.， Lackner， 0.， Gamse， G. and Leeman， S.E. 

Naunyn-Schmiedeberg's Arch. Pharmacol. 316， 38・41(1981) 

2l. Gr油am，L.T. and Aprison， M.H. 

Anal. Biochem. 15， 487-497 (1966) 

22. Guzman， F.， Braun， C.， Lim， R.K.S.， Potter， G.O. and Rodgers， O.W. 

Arch. Int. Phannacodyn. Ther. 149， 571・588(1964) 

23. Herz， A. 

J. Neural. Transmis. Suppl. 18， 227-233 (1983) 

24. Hirota， N.， Kuraishi， Y.， Hino， Y.， Sato， Y.， Satoh， M. and Takagi， H. 

Neuroph釘macology24， 567・570.

25. Holzer， P. 

Pharmacol. Rev. 43， 143・201(1991) 

26. Hori， Y.， Endo， K. and Takahashi， T. 

J. Physiol. 450，673-685 (1992) 

27. Jessel1， T.M. and Iversen，しし

Nature 268， 549-551 (1977) 

28. Kamisaki， Y.， Hamada， T.， Maeda， K.， Ishimura， M. and Itoh， T. 

1. Neurochem. 60， 522・526(1993) 

29. Kangrga， 1.加dRandic， M. 

J. Neurosci. 10， 2026・2038(1990) 

52 

30. Kangrga， 1. and Randic， M. 

Bram Res. 553， 347・352(1991) 

31. Kuraishi， Y.， Harada， Y.釦 dTakagi， H. 

Brain Res. 174， 333-336 (1979) 

32. Kuraishi， Y.， Hirota， N.， Sugimoto M.， Satoh， M. and Takagi， H. 

Life Sci. 33， Suppl. 1， 693・696(1983) 

33. Kuraishi， Y.， Hirota， N.， Sato， Y.， Hino. Y.， Satoh， M. and Takagi， H. 

Brain Res. 325， 294・298(1985) 

34. Kuraishi， Y.， Hirota， N.， Sato， Y.， Kaneko， S.， Satoh. M. and Takagi， H. 

Brain Res. 359， 177・182(1985) 

35. Kuraishi， Y.. Minami， M. and Satoh， M. 

Neurosci. Res. 9， 238-245 (1991) 

36. Lanier， S.M.， Oowning， S.， Ouzic， E. and Homcy， C.1. 

J. Biol. Chem. 266， 10470・10478(1991) 

37. Lim， R.K.S.， Guzman， F.， Rodgers， O.W.， Ooto， K.， Braun， C.， Oickerson， G.O. and Engle， 

R.1. 

Arch. Int. Phannacodyn. Ther. 152， 25・58(1964) 

38. MacOonald， R.L. and Werz， M.A. 

1. Physiol. 377. 237・249(1986) 

39. Maekawa， K.， Minami， M.， Yabuuchi， K.， Toya， T.， Katao， Y.， Hosoi， Y.， Onogi， T. and 

Satoh. M. 

Neurosci. Lett. 168， 97・1∞(1994)

40. Maggi， c.A.， Santicioli， P.， Oeppetti. P.. Patacchini， R.， Oel Bianco， E. and Meli， A. 

Regul. Pept. 22， 117 (1988) 

41. Malmberg， A.B. and Yaksh， T.L. 

Science 257， 1276・1279(1992) 

42. Mao， J.， Price， 0.0.， Hayes， R.L.， Lu， 1. and Mayer， O.J. 

Brain Res. 598， 271・278(1992) 

43. Mauborgne， A.， Lutz， 0叶Legrand，J.c.， Hamon， M. and Cesselin， F. 

J. Neurochem. 48， 529・537(1987) 

44. Meller， S.T. and Gebhart， G.F. 

Pain 52， 127・136(1993) 

53 



45. Merighi， A.， Polak， J.M. and百leodosis，D.T. 

Neuroscience 40， 67-80 (1991) 

46. Minami， M.， Onogi T.， Toya， T.， Katao， Y.， Hosoi， Y.， Maekawa， K.， Katsumata， S.. 

Yabuuchi， K. and Satoh， M. 

Neurosci. Res. 18， 315-322 (1994) 

47. Minami， T.， Nishihara， I.， Uda， R.， Ilo. S.， Hyodo‘M. and Hayaishi. O. 

Br. J. Pharrnacol. 112， 735-740 (1994) 

48. Mitchell， J.A.， Akarase陀ent，P.， Thiemermann， C.， Flower， R.J. and Vane， J.R. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA， 90， 11693・11697(1993) 

49. Nanay創na，T.， Kuraishi， Y.， Ohno， H. and Satoh， M. 

Neurosci. Res. 6， 569・572(1989) 

50. Nasstrりm，1.， Karlsson， U. and Post， C. 

Eur. J. Pharmaco1. 212， 21・29(1992) 

51. Nicol， G.D.， Klingberg， D.K. and Vぉko，M.R.

J. Neurosci. 12， 1917・1927(1992) 

52. Nicholas， A.P.， Pieribone， V. and Hokfelt， T. 

J. Comp. Neurol. 328， 575・594(1993) 

53. O'Banion， M.K.， Winn， V.D. and Young， D.A. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89，4888・4892(1992) 

54. Oka， T.， Aou， S. and Hori， T. 

Brain Res. 663， 287-292 (1994) 

55. Okano， K.， Kuraishi， Y. and Satoh， M. 

Biol. Pharrn. Bull. 16，86ト865(1993) 

56. Okano， K.， Kuraishi， Y. and Satoh， M. 

Biol. Pharrn. Bull. 18， 42・44(1995) 

57. Oku， R.， Satoh， M. and Takagi， H. 

Neurosci. Lett.， 74， 315・319(1987) 

58. Oku， R.， Satoh， M.， F吋ii，N.， Otaka， A.， Yajima， H. and Takagi， H. 

Brain Res.， 403， 350・354(1987) 

59. Onogi， T.， Minami， M.， Kuraishi， Y. and Satoh， M. 

Neuropharrnacology 31， 1165-1169 (1992) 

54 

60. Reddy， S.V.R.， Maderdrul， J.L. and Y紘sh，T.L. 

J. Pharmacol. Exp. Ther. 213， 525・533(1980) 

61. Ren， K.， Williams， G.M.， Hylden， J L.K.， Ruda， M.A. and Dubner， R. 

Eur. J. Pharmaco1. 219， 235-243 (1992) 

62. Salvemini， D.， Misko， T.P.， Masferrer， 1.L.， Seibert， K.， Cu汀ie，M.G. and Necdleman， P. 

Proc， Natl. Acad. SCl. USA 90， 7240-7244 (1993) 

63. Santicioli， P.， Patacchini， R.. Maggi， C.A. and Meli， A. 

Neurosci. Lett. 80， 167・172(1987) 

64. Sautebin， L.， Ialcnti， A.， Ianaro， A. and Di Rosa， M. 

Br. 1. Pharrnacol. 114， 323328 (1995) 

65. Selbe円、 K.，Zhang， Y.， Le油y，K.， Hauser， S.， Masferrer， J.， Perkins， W.， Lee， L. and 

Isakson， P. 

Proc. Nau. Acad. USA， 91，12013-12017 (1994) 

66. Singer， E.A.， Sperk， G. and Schmid， R. 

J. Neurochem. 38， 1383・1386(1982) 

67. Skilling， S.R. and Larson， A.A. 

NeuroS(;l. Lelt. 150， 107・111(1993) 

68. Solomon， R.E.， Aimone， L.D.， Yaksh， T.L.釦dGebhart， G.F. 

Pain Suppl. 5， S 174 (1990) 

69. Sorkin， L.S. 

Soc. Neurosci. Abst.， 18・II，1023 (1992) 

70. Suarez-Roca. H.， Abdull油，L.. Zuniga， J.， Madison， S. and M出xner，W. 

Brain Res. 579， 187・194(1992) 

71. Sullivan， A.F.， Dashwood， M.R. and Dickenson， A.H. 

Eur. J. Pharmaco1. 138， 169・177(1987) 

72. Szolcsanyi，1. and Janco・Gabor，A. 

Arzneim. Forsch. 25， 1877・1881(1975) 

73. Takano， Y.， Takano， M. and Yaksh， T.し

Eur. J. Pharmaco1. 219， 465-468 (1992) 

74. Tang， A.H. and Schoenfeld， M.J. 

Eur. J. Phannacol. 52， 215-223 (1978) 

55 



75. Theriault， E.， Otsuka， M. and Jessell， T. 

Brain Res. 170， 209-213 (1979) 

76. Turner， T.J.， Adams， M.E. and Dunlap， K. 

Science 258， 310・313(1992) 

77. Uda， R.， Horiguchi， S.， Ito， S.， Hyodo， M. and Hayaishi， O. 

Brain Res. 510， 26-32 (1990) 

78. Urban， L. and Dray， A. 

Neurosci. Lett. 134， 9・11(1991) 

79. Yaksh， T.L. 

The spina1 actions of opioids. (in Opioids 11. Handbook of Experimenta1 Pharmacology; 

eds Herz， A.) Vol. 104江1，pp. 53-90. Springer-Verlag， Berlin (1993) 

80. Yaksh， T.L.， Jessell， T.M.， Gamse， R.， Mudge， A.W. and Leeman S.E. 

Nature 286， 155・156(1980) 

81. Yaksh， T.L. and Rudy， T.A. 

Science 192， 1357-1358 (1976) 

82. Y紘sh，T.L. and Wilson， P.R. 

1. Pharmacol. Exp. Ther. 208， 446-453 (1979) 

83. Yamagata， K.， Andreasson， K.I.， Kaufmann， W.E.， B訂nes，c.A. and Worley， P.F. 

Neuron， 11， 371・386(1993) 

84. Y oshimura， M. and North， R.A. 

Nature 305， 529・530(1983) 

85. Zeng， D.， Harrison， J.K.， O'Angelo， 0.0.， Barber， C.M.， Tucker， A.L.， Lu， Z. and Lynch， 

K.R. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87， 3102-3106 (1990) 

56 


	0004
	0005
	0006
	0007
	0008
	0009
	0010
	0011
	0012
	0013
	0014
	0015
	0016
	0017
	0018
	0019
	0020
	0021
	0022
	0023
	0024
	0025
	0026
	0027
	0028
	0029
	0030
	0031
	0032
	0033
	0034

