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研究成果の概要（和文）：本研究では皮質脊髄路と脊髄内の神経回路の形成異常および歩行異常を示す遺伝子改変マウ
スを用いて、発達期の歩行運動出力を担う脊髄神経回路が大脳皮質運動野をはじめとする上位中枢によってどのように
制御されているのかを調べた。この結果、発達中のマウスの歩行運動発現においては、大脳皮質からの入力が脊髄の歩
行神経回路の制御の発達にはあまり大きな役割を担っておらず、脊髄内のEphA4陽性興奮性ニューロンが重要な役割を
担っていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study we used genetically-modified mice that show abnormal gait to investi
gate the function and maturation of the locomotor network in the spinal cord especially how it is controll
ed by the supraspinal structures. Our findings suggest that the corticospinal tract plays little role in t
he development of the spinal locomotor network and that a population of EphA4-positive spinal excitatory n
eurons play a significant role in the normal development of the mammalian locomotor circuit. 

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
(1) 哺乳類の歩行、特に四足動物においては、
大脳皮質運動野が主に外乱や環境への適応
を、脳幹は歩容の選択や平衡の維持を、そし
て脊髄は推進力（協調したリズミックな筋活
動パターン）の生成を担っていると考えられ
ている。これらの知見は主にネコやサルなど
の個体の in vivo標本（in vivo個体モデル）
を用いて、それぞれの部位の破壊実験や、単
一ニューロンの細胞内記録によるアプロー
チによって明らかにされてきた。しかしこれ
らの回路内のニューロンが運動出力中にど
のように制御されているのかという重要な
部分に関しては不明な点が多い。この理由と
して、個体レベルの実験モデルで脊髄前角に
局在する神経回路に関連したニューロンの
シナプス活動を効率良く安定して記録する
ことが困難であることが挙げられる。本研究
課題では運動を制御する脊髄神経回路とし
て主に歩行の中枢パターン形成回路（central 
pattern generator; CPG）に着目した。我々
は近年、遺伝子改変マウス新生児の脊髄を摘
出し、酸素で飽和したリンゲル液で灌流する
標本（in vitro 神経組織モデル）を用いて脊
髄神経回路を正常に近い状態に保ったまま
で、歩行中枢をはじめとする運動中枢を構成
するニューロンを同定し、その活動をシナプ
ス・イオンチャンネルレベルで解析している
(Nishimaru et al. Journal of 
Neurophysiology 2010他)。特に遺伝子改変
マウスを用いた研究などから、歩行 CPG を
構成するニューロンの同定やその電気生理
学的性質が徐々に明らかにされつつある
(Nishimaru and Kakizaki, Acta 
Physiologica 2009)。本研究では、上記の機
能的な神経回路同士の結合様式を明らかに
する糸口として、その機能発達に着目した。 
ヒトでは、運動中枢を構成する神経回路間の
相互作用は生後の環境で生きていくのに適
した形で発達すると考えられている。自立歩
行は生後 1年ほどで発現し、皮質脊髄路によ
る運動制御は小児期に 10 年以上かけて成熟
することが知られている  (Martin et al. 
Encyclopedia of Neuroscience 2009)。マウ
スではこの発達が約 1カ月以内に起こるため、
上位中枢と脊髄神経回路の相互作用の発達
様式を効率的に解析するのに適している。マ
ウス脊髄の歩行 CPG の基本的な回路はすで
に 生 直 後 に 形 成 さ れ て い る も の の
(Nishimaru and Kakizaki, 2009)、まだ上位
中枢からの入力が未完成で筋骨格系も発達
途上のため自分で体重を支えて歩くことが
できない。その後、生後 2-3週に離乳するこ
ろまでに目が開き、自らの体重を支え採餌す
るようになる。こうした行動様式の変化のタ

イミングに合わせて、皮質脊髄路の軸索の脊
髄への投射が完成することが主に形態学的
な研究によって明らかにされている。 
 
(2) マウスの発達期において、一側の皮質脊
髄路ニューロンの軸索はそのほとんどが、延
髄で反対側に交叉し脊髄後索を下行する。脊
髄内においてこの軸索は再び交叉すること
なく下行した側の脊髄灰白質に投射する。発
達期の皮質脊髄路のニューロンおよび一部
の脊髄介在ニューロンの軸索は受容体型チ
ロシンキナーゼの一つ EphA4 を発現してい
る。これらの軸索が脊髄の正中に達すると、
EphA4 が正中線上に発現しているそのリガ
ンド EphrinB3に結合する。この結果、軸索
は退縮し反対側には伸長しない(Kullander 
et al. Science 2003)。私たちは最近、軸索誘
導因子αキメリン遺伝子の全身性欠損マウ
ス (Chn-KO マ ウ ス ) で 、 こ の
EphA4-ephrinB3 のシグナリングの異常に
よって、皮質脊髄路ニューロンおよび一部の
脊髄介在ニューロンの軸索が脊髄内におい
て反対側に異常投射を起こすことを報告し
た（Iwasato et al. Cell 2007）。さらに、
Chn-KO マウスは野生型の左右交代性の歩
行パターンと異なるウサギ様の跳躍歩行を
示し、新生児の脊髄摘出標本を用いた in 
vitro実験により歩行CPGの神経回路の左右
結合の異常があることを明らかにした。一方
で、成熟動物において、異常歩行に皮質脊髄
路あるいは脊髄の興奮性ニューロンの軸索
投射異常がどのように関与しているのかは
不明であった。そこで、この Chn-KOマウス
と野生型のマウスの歩行様式を比較するこ
とで、脊髄神経回路および上位中枢とのの相
互作用を明らかにできると考えた。特に、歩
行 CPG のしくみ、と皮質脊髄路について、
生直後（1 週齢以下）から機能的に成熟した
動物（3 週齢以降）までの異なるステージに
おいて解析することで、上位中枢の脊髄運動
神経回路の制御機構を調べるという着想に
至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、皮質脊髄路や脊髄神経回
路を構成する興奮性ニューロンの軸索投射
異常を示す遺伝子改変マウスの歩行運動に
ついて、in vivoおよび in vitroの機能解析を
行うことによって以下のことを明らかにす
ることを目的とした。 
 
(1)野生型マウス、Chn-KOマウス、大脳皮質
特異的キメリン欠損マウス（CxChn-KOマウ
ス）、および小胞型グルタミン酸輸送体 2 型
（vesicular glutamate transporter type 2; 



VGLUT2）陽性興奮性ニューロン特異的キメ
リン欠損マウス（VGLUT2Chn-KOマウス）
のそれぞれの発達ステージで、歩行運動の際
の四肢の活動パターンおよび発達に伴う変
化を明らかにする。これによって、それぞれ
のニューロン群が歩行運動の発現にどのよ
うに寄与するのかを明らかにする。 
 
(2)上述の遺伝子改変マウスの脊髄に局在す
る歩行 CPGについても in vitro標本を用い
て詳細な電気生理学的・薬理学的解析によっ
て、その機能と発達を調べた。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用した遺伝子改変マウス：本研究には
野生型マウス（C57/B6 系統）の他に以下の
遺伝子改変マウスを用いた。 
a)全身性キメリンノックアウトマウス：軸索
誘導因子キメリンを全身性に欠損するマウ
ス(ChnKO, Iwasato et al. 2007)。 
b)大脳皮質特異的キメリンノックアウトマウ
ス（CxChn-KOマウス）：転写因子 Emx1は
発生期に後脳の興奮性ニューロンに特異的
に発現する。そこで Emx1 陽性細胞が Cre
リコンビナーゼを発現する Emx1cre マウス
（Iwasato et al. Journal of Neuroscience 
2008）とキメリン遺伝子を Cre の標的配列
loxPで挟んだ配列を持つ Chn-floxedマウス
を交配して CxChn-KOマウスを作出した。 
c)興奮性ニューロン特異的キメリンノックア
ウトマウス（VGLUT2Chn-KO マウス）：哺
乳類の中枢神経系において、VGLUT2 は興
奮性ニューロンの一部、特に脊髄においては
興奮性ニューロンの大部分に発現している。
VGLUT2 陽性細胞が Cre リコンビナーゼを
発現する Vglut2cre マウス(Borgius et al. 
Molecular Cellular Neuroscience 2010)と上
述のChn-floxedマウスを交配して作出した。 
 
(2) in vivoの歩行パターン解析：それぞれの
遺伝子改変マウスを縦 80cm×横 10cm×高
さ 15cmの透明なアクリル製の箱の中を自由
に歩かせてビデオカメラ（30 フレーム/秒）
で撮影した。歩行中の各足の着地のタイミン
グをフレームごとに解析し、各歩行周期の着
地相と遊脚相を同定した。これを元に、一側
の着地相が、対応する反対側の歩行周期にお
いてどの時点で開始しているのかを測定し、
それを元に左右肢の位相差を算出した。一つ
の歩行周期の長さを 1.0としたとき、左右の
位相差の値が 0.25-0.75 のとき二つの前根の
活動が交代した活動、その他の値のとき同期
性と定義した。それぞれの動物で、交代性パ
ターンと同期したパターンの数、それぞれの
パターンと歩行周期の長さとの関係を調べ
た。また、体重を支えることができない新生
児マウスは頭部および体幹を保持し、ピンセ

ットで軽く尾をつまんで刺激することで誘
発されるステップ様活動を観察・記録した。 
 
 (3) In vitro脊髄摘出標本の歩行運動様リズ
ム活動の解析：上述のマウスの新生児より脊
髄を摘出し、酸素で飽和した人工脳脊髄液で
持続的に灌流した記録槽に保定した。左右の
第二腰髄（L2）および第五腰髄（L5）の前根
にガラス吸引電極を装着して運動ニューロ
ン群からの出力を記録した。歩行運動様リズ
ム活動はセロトニンおよび NMDA 型グルタ
ミン酸受容体の作動薬である NMDA を灌流
することによって誘発させた。左右の L2 間
および同側の L2（屈筋の活動を反映）-L5（伸
筋を反映）の誘発リズム活動の位相差を(2)
と同様に算出した。さらに、左右の位相差と
リズムの頻度および誘発に用いた NMDA の
濃度との間の関係を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)In vivo歩行 
①成熟 ChnKOマウスでは、歩行は 2-10Hz
の周波数（歩行周期の逆数）のものが見ら
れた。前肢後肢ともに主に左右同期した活
動が見られたが、少数ながら交代性の活動
も観察された。周波数が 4Hz以上の速い歩
行と 4Hz未満の遅いものとに分け、歩行パ
ターンの違い（同期性と交代性の割合）を
調べたところ、後肢では有意な差は見られ
なかったが、前肢では遅い歩行において有
意に交代性のものが多かった。新生児マウ
スでも前肢と後肢に見られたステッピング
活動は成熟動物と同様に左右同期したパタ
ーンが多かった。 
②成熟 CxChnKOマウスでは、前肢後肢と
もに主に左右交代した活動が見られ、同期
した活動はほとんど見られなかった。新生
児マウスでも前肢と後肢に見られたステッ
ピング活動は成熟動物と同様に左右交代し
たパターンが多かった。 
③成熟 Vglut2ChnKOマウスでは、どのス
ピードの歩行でも前肢後肢ともに左右同期
したパターンが観察されたが、特に遅い歩
行の際に交代性の活動も多く観察された。
前肢・後肢ともに、遅い歩行の方が有意に
交代性のものが多かった。新生児マウスで
もステッピング活動は成熟動物と同様に左
右同期および交代したパターンの両方が観
察された。 
 野生型マウスにおいては、10Hz 以下の
歩行運動では左右同期した活動はほとんど
見られなかった。 
 
(2)In vitro誘発歩行 
①ChnKO マウスの脊髄摘出標本では、すで
に報告されているとおり、腰髄後根において
左右同期したパターンが大部分を占める歩



行運動様リズム活動が誘発された（Iwasato 
et al. 2007）。少数ながら左右交代性の活動も
観察された。これは成熟動物の in vivo 歩行
と同様の傾向であった。 
②CxChnKOマウスの脊髄摘出標本では、腰
髄の後根において、左右交代性のパターンを
示す歩行運動様リズム活動が誘発された。こ
れはこのマウスの成熟動物の in vivo 歩行と
同様の傾向であった。 
③Vglut2ChnKO マウスの脊髄摘出標本で
は、左右同期したパターンと交代性のパター
ンを示すリズム活動（周波数約 0.3-1.5Hz）
が観察されたが、特にリズムの周波数が高い
もの（1Hz以上）において同期したものが約
80%を占めた。対照群では同様の傾向は見ら
れなかった。 
 以上の結果から、発達中のマウスの歩行運
動発現においては、大脳皮質から脊髄に直接
下行する皮質脊髄路の軸索投射の異常は新
生児および成熟マウスの歩行パターンには
ほとんど影響を及ぼさず、大脳皮質からの入
力が歩行運動の制御にはあまり大きな役割
を担っていないことが示唆された。一方、
VGLUT2 陽性の興奮性ニューロンのキメリン
欠 損 に よ る こ れ ら の ニ ュ ー ロ ン の
EphA4/EphrinB3 シグナリング不全が起きた
結果、発達期をとおして異常歩行が見られた。
この表現型は脊髄CPGの異常に起因している
可能性が高く、EphA4 陽性の脊髄興奮性ニュ
ーロンが歩行運動の発現および正常の回路
形成に重要な役割を担っていることが明ら
かになった。 
 
(3) 本研究成果は、哺乳類の神経回路の機能
解析に最も広く用いられている実験モデル
の一つであるマウスにおいて、歩行運動の際
の大脳皮質運動野からの下行性の司令の役
割の一端を明らかにした。また脊髄神経回路
を構成する重要な因子として、EphA4 および
VGLUT2 陽性の興奮性ニューロンを同定した
画期的なものである。本研究のように、運動
の発現のための回路形成過程を生物学的な
観点から明らかにすることで、回路の理論モ
デル化や歩行ロボットなどへの応用、さらに
は運動障害の治療法の開発、脊髄損傷の神経
再生の研究ための生理学的基盤を提供する
ことができると考えている。また、中枢神経
系の神経回路がお互いにどのように結合し、
様々な運動出力パターンの形成に関与して
いるのか、それがどのように機能発達するの
かを知ることは、我々ヒトをはじめとする哺
乳動物の行動原理を明らかにしていく上で
も非常に有効なアプローチだと考えられる。 
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