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研究成果の概要（和文）：二分脊椎は脊髄の複雑な先天奇形である。GABAニューロンは脊椎神経障害において重要な役
割を果たすと考えられる。1)胎生14日と18日において、正常に比較し二分脊椎に多くのGABAニューロンを観察したが、
孵化後４日で顕著な減少を観察した。GABAニューロンの減少は二分脊椎における神経学的な機能不全、下肢運動障害、
疼痛と符合した。2)アポトーシスのマーカーであるカスパーゼ3は二分脊椎の腰髄で増加した。総合的に考えると、神
経学的機能不全、GABAニューロンの減少、カスパーゼ3の活性増加はこれらが互いに関係が深いことを示唆した。3)さ
らに、二光子顕微鏡を用いて、障害後の後索内軸索の可視化に成功した。

研究成果の概要（英文）：Spina bifida aperta (SBA) is a complex congenital malformation of spinal cord. 
Since GABA neurons play vital roles in spinal injury-induced neurological disorders, their roles are 
postulated in the pathogenesis of SBA. 1) We found higher levels of GABA neurons in the lumber cord of 
SBA chicks than normal chicks at embryonic days 14 and 18, while drastic reduction of them especially 
around motor neurons were observed in SBA chicks at post-hatch day 4. Reduction of GABA neurons was 
coincided with severe neurological dysfunctions, leg movement disorders and painful states of SBA chicks. 
2) An increased activation of caspase 3, a marker of apoptosis, was also observed in lumber cord of SBA 
chicks. Taken together, it seems that increased neurological dysfunctions, loss of GABA neurons, and 
increased activity of caspase 3 strongly suggests a causal link among these processes. 3)Injured axons 
were evaluated using two-photon excited fluorescence microscopy after spinal cord contusion injury.

研究分野：神経科学
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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。申請者の研究室では、手術により脊

髄を再開裂し、世界で唯一の歩行異常を示

す二分脊椎モデル動物を効率良く作成する

ことに成功し(Mominoki et al., Exp. Neurol 

197, 2006)その病態を報告した。 
 
２． 研究の目的 
 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）。本モデルでは第一異常

を手術により再現し、第二異常はヒトの二

分脊椎疾患と同様の障害により起こること

を報告した(Tsujimura et al., Neurosci 

Res 71, 2011)。 

 申請者らは、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。 

これらの論文内容が評価され、二分脊椎に

関する単行本の一章の執筆依頼が有り、本

モデルにおける神経回路異常について、ま

とめて報告した。さらに上記異常の他に、

申請者がライフワークとしてきた脊髄のシ

ナプス発生について言及し、二分脊椎でシ

ナプス発生が遅延していることを報告した。 

従来、脊髄全体に分散する神経回路を可視

化することは、ほとんど不可能であった。

しかし、連携研究者今村健志教授が当医学

部に導入した多光子顕微鏡により、これら

の神経回路全体を可視化できることが判明

した。本研究により二分脊椎の神経回路異

常が明らかになれば、これまでの研究を格

段に発展させることが可能で、本疾患の病

態解明に有意義な貢献をすることが目的で

ある。 
 
３． 研究の方法 

１）モデル動物の作成   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。本手術は極めて繊細で、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。 

 具体的な工夫として、通常の孵化率は

90％以上であるが、手術後の卵を動かすこ

とが出来ないので孵化率が10％程度と極め

て低くなる。申請者らは、卵の開口部のテ

ープをマニキュアでシールドし、孵卵器の

転卵角度を小さくすることにより孵化率を

大幅に改善した。 

２）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が

できるようデジタルカメラで記録する。 

３）トレーサーによる感覚神経支配様式の

解析 逆行性変性法を用いて、正常と二分

脊椎の感覚神経線維の追跡を行い、二分脊

椎では同側後索のみを上行すべき感覚神経

が対側の側索や前索にまでも分散していた



(Tsujimura et al.2011)。このことを踏まえ

て、順行性トレーサーであるコムギ胚芽凝

集素HRP (WGA-HRP) を脊髄神経節に注

入。３日後に灌流固定し、脊髄を取り出し、

蛍光色素結合抗HRP抗体の溶液で２日イン

キュベート、脊髄を多光子顕微鏡で観察、

蛍光標識された感覚神経の三次元的な分散

様式を画像化する。今回は、脊髄後索内の

軸索の走行を二光子顕微鏡で捉えることを

目指した。 

４）二分脊椎の神経障害の解析 二分脊椎

における神経障害を免疫組織化学により検

討した。特に抑制ニューロンのマーカーで

あるGABA､興奮生運動ニューロンのマー

カーであるCHAT、細胞障害のマーカーで

あるカスパーゼに対する抗体で免疫組織化

学を行った。 

 
４． 研究成果 
免疫組織化学の結果、胎生 14日と 18
日において、正常に比較し二分脊椎
に多くの GABAニューロンを観察し
たが、孵化後４日で顕著な減少を観
察した。GABA ニューロンの減少は
二分脊椎における神経学的な機能不
全、下肢の運動障害、疼痛と符合し
た。２）アポトーシスのマーカーで
あるカスパーゼ３は二分脊椎の腰髄
で増加した。総合的に考えると、神
経学的機能不全、GABA ニューロン
の減少、カスパーゼ３の活性増加は
これらが互いに関係が深いことが示
唆された。３）さらに、二光子顕微
鏡を用いて、障害後の後索内軸索の
可視化に成功し、論文報告を行った。 
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