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研究成果の概要（和文）：  平成27年度はモデル動物手術修練に集中した。平成 28年度は抑制ニューロンの変
化の指標としてGABAとカスパーゼの免疫染色により二分脊椎ヒヨコの脊髄に生直前から神経障害が起こり始めて
いることを確認した。同時に運動障害の程度をデジタルカメラで記録した。
  平成29年度には本モデルを用い、特に興奮性のグルタミン酸、アセチルコリンと、抑制性のGABA の増減に注
目して解析し、孵化後に運動機能が急激に悪化すること、それが孵化後の抑制神経系障害が原因であることを明
らかにし、Disease Models & Mechanisms 10, 1421-1432, 2017(IF=4.7)に発表した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the neuropathological mechanisms of progression of SBA-like 
motor dysfunctions in a neural tube surgery-induced chicken model of SBA at different pathogenesis 
points ranging from embryonic to posthatch ages. We found that chicks with SBA-like features lose 
voluntary leg movements and subsequently exhibit lower-limb paralysis within the first 2 weeks after
 hatching, coinciding with the synaptic change-induced disruption of spinal motor networks at the 
site of the SBA lesion in the lumbosacral region. Such synaptic changes reduced the ratio of 
inhibitory-to-excitatory inputs to motor neurons and were associated with a drastic loss of γ
-aminobutyric acid (GABA)ergic inputs and upregulation of the cholinergic activities of motor 
neurons. Furthermore, most of the neurons in ventral horns, which appeared to be suffering from 
excitotoxicity during the early postnatal days, underwent apoptosis. (Disease Models & Mechanisms 
10, 1421-1432, 2017)

研究分野： neuroscience
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１． 研究開始当初の背景 
二分脊椎症は出産 1,000 に対し約１例の

頻度で発生し、嚢胞性二分脊椎症では脊髄
内にも傷害がおよび、運動、排尿障害、下
肢の変形等が起こる整形外科、脳外科、小
児科等の領域で重要な疾患である。しかし、
これまで適切なモデル動物が開発されてい
なかった為に充分な病態解明がなされてい
ない。二分脊椎症は人間では自然発症し、
葉酸の投与で発症が抑制されることが判明
しているが、原因は不明である。現象とし
ては脊髄背部の再開裂を第一段階の異常と
し、開裂部の羊水暴露障害による神経回路
の形成不全等を第二段階の異常とする説が
有力である（Stiefel らの two hit theory, 
J Neurosurg, 2007）。 
申請者の研究室では、手術により脊髄を

再開裂し、確実に二分脊椎モデル動物を作
成することに成功し(Mominoki et al., Exp. 
Neurol 197, 2006)その病態を報告した。さ
らに、本新規モデル動物では開裂部位の長
さを調節することにより歩行障害の重篤度
を変えることが可能である。申請者の講座
では、本モデルを用い二分脊椎の歩行障害
が、運動ニューロン数に異常が有るのでは
なく、インターニューロン数の減少
(Mominoki et al., Exp. Neurol 197, 2006)、
運動ニューロンの発生遅延による運動神経
回路の異常（Wang et al., J Vet Med Sci, 
73, 2011）、および感覚神経回路の異常
（Tsujimura et al., Neurosci Res 71, 2011）
にあることを初めて明らかにした。 
 
２． 研究の目的 
二分脊椎における脊髄内神経回路に関し

ては、ほとんど解析がされていない。近年、
妊娠後期（出産の直前）に開裂部位を外科
的に閉鎖しても病態が改善しないことが明
らかになってきており、脊髄内の神経回路
に不可逆的な変化が起きていることが示唆
されている。我々は、主として抑制神経系
であるインターニューロンを、そのマーカ
ー で あ る GABA, GAD, parvalbumin, 
carbindin, calretinin 等に対する抗体に
より免疫染色し、その変化を明らかにしよ
うと着想した。   
本計画では、運動ニューロンと筋との関

係に異常が認められないことから、現在異
常が有ることが報告されているインターニ
ューロンに焦点を当て、インターニューロ
ンの多くが GABA 作動性抑制神経であるこ
とを利用して、そのマーカである GABA, GAD, 
parvalbumin, carbindin, calretinin 等に
対する抗体により免疫染色し、その変化を
明らかにしようと考えた。 
 
３． 研究の方法 
本研究は二分脊椎症における歩行異常と

運動・感覚神経系異常の関係を明らかにす
るために、手術により作製したヒヨコ二分

脊椎モデルの脊髄を各種の抗体を用いて免
疫組織学的に観察、検討するものである。 
その概要は１）モデル動物作製→２）運

動障害のビデオ撮影→３）脊髄の免疫組織
化学的解析である。 
受精卵を孵卵器にいれ、孵卵 3日目に卵

殻を切り取り羊水を一部取り除いて、鶏胚
の脊髄背側を微少メスにより切開する。開
いた卵殻はテープで閉じる。 
 
【運動障害の確認】 
本モデルでは、脊髄背側の切開の長さに

より程度の異なる運動障害と下肢の変形が
認められる。特に下肢の姿態や関連する筋
肉の萎縮等について詳細に記録する。動画
データとしての投稿できるようデジタルビ
デオカメラで記録した。 
 
【GABA, GAD に対する抗体による抑制神経
の免疫組織化学的解析】 
従来から二分脊椎では運動ニューロン障

害が注目されてきた。申請者らは、抑制ニ
ューロンに注目し、そのマーカーである
GABA や GAD に対する抗体を用いて、二分脊
椎では反応が強くなることをつきとめた。
以前の神経細胞の形態学的解析では小型の
神経細胞が減少していることから、抑制神
経の減少であろうと考えていたが、逆に
GABA 免疫反応は二分脊椎で増加していた
ことは意外である。GABA 作動性ニューロン
数と組織内 GABA 含有量は必ずしも一致す
るものではないので、両者について今後検
討したい。 
 
【抑制ニューロン分類マーカーによる

抑制神経の免疫組織化学的解析】 
抑制ニューロンは、分類マーカーである

parvalbumin,carbindin,calretinin 等に
対する抗体によりサブクラスに分類される。
抑制ニューロンに変化がある場合は、どの
サブクラスが変化しているのかを報告した
論文が多いので、これらのサブクラスによ
る変化について検討した。 
 
【運動神経細胞体に終わる抑制神経終

末の免疫組織化学的解析（二重免疫染色）】 
脊髄前角の運動ニューロンの細胞体と樹

状突起には多くの抑制ニューロン終末が終
わっている。運動ニューロンと抑制ニュー
ロン終末をChATやGABA 等に対する抗体で
二重染色して、運動ニューロンを制御する
抑制ニューロン終末の数を正常と二分脊椎
で比較した。 
 
 
４． 研究成果 
平成 27 年度はモデル動物の作成の為の

手術修練に集中した。受精卵を孵卵器に入
れ、孵卵 3 日目に卵殻を切り取り羊水を一
部取り除いて、鶏胚の脊髄背側を微少メス



により切開した。本手術は極めて繊細であ
るので、適当な指導者の下で訓練し習熟し
なければ安定した結果は得ることが難し
い。本手術を開発した研究者に手術手技の
指導を受け、すでに 60 例の二分脊椎ヒヨ
コの作製に成功している。 
平成 28 年度は抑制ニューロンの変化の

指標として GABA 免疫染色を行い、抑制
系の減少を確認した。さらにカスパーゼの
免疫染色により二分脊椎ヒヨコの脊髄に生
直前から神経障害が起こり始めていること
を確認した。同時に運動障害の程度を動画
データとして投稿ができるようデジタルカ
メラで記録した。 
平成 29 年度には本モデルを用い、特に

興奮性のグルタミン酸、アセチルコリンと、
抑制性の GABA の増減に注目して解析
し、孵化後に運動機能が急激に悪化するこ
と、それが孵化後の抑制神経系障害が原因
であることを明らかにし、動物モデル分野
では世界的に評価の高い Disease Models & 
Mechanisms 10, 1421-1432, 2017(IF=4.7)に
Khan の第一著者論文として発表した。一
方、トレーサーを用いた二光子顕微鏡によ
る解析を共同研究者との基礎実験を開始し
た。  
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