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研究成果の概要（和文）：アストロサイトが歩行神経出力形成に関与しているとの仮説を提唱、検証した。新生
ラットから摘出脊髄標本を作製し、薬剤で誘発した歩行神経出力を腰髄L5前根から記録しつつ、共焦点顕微鏡を
用いたカルシウムイメージングにより腰髄前角の細胞活動を計測した。通常の計測の後、標本にTTXを投与する
と、ニューロン活動のみが抑えられ、さらに、灌流液のカリウム濃度を0.2 mMへ低下させるとアストロサイトの
みが興奮性を呈したことから、ニューロンとアストロサイトとを分別した。解析の結果、腰髄前角内に、歩行神
経出力と同期した活動を呈するアストロサイトが見出され、アストロサイトの歩行リズム形成への関与が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Locomotion is one of the most important motor functions to maintain activity
 of daily life. Neural locomotor output is generated in the lumbar spinal cord, yet the cellular 
mechanism underlying the locomotor output generation is not elucidated. We have proposed a 
hypothesis that astrocytes are actively involved in generation of locomotive rhythm in the lumbar 
spinal cord. To examine this hypothesis, we conducted calcium imaging in the isolated lumbar spinal 
cord preparation of the neonatal rat. Fictive locomotion was induced with NMDA and 5-HT. Cellular 
activities in the L5 ventral horn were captured under a confocal microscope simultaneously with 
neural locomotive output from L5 ventral roots. Recorded cells were classified into neurons and 
astrocytes on the basis of calcium responses to low potassium in the presence of TTX. We found 
astrocytes that were synchronous with neural locomotive output. We suggest that astrocytes are 
functionally involved in generation of locomotive rhythm.

研究分野：脊椎脊髄外科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 自立した日常生活を送るためには、下肢
による歩行運動（locomotion）機能の維持が
必要であり、基礎整形外科学としても
locomotion に関わる脊髄神経機構の解明は、
重要課題である。locomotion は、腰髄前角の
歩 行 運 動 神 経 回 路 （ central pattern 
generator; CPG）によりその神経出力が形成
される。すなわち、主に第二腰髄レベルの神
経回路により屈曲運動の、主に第五腰髄レベ
ルの神経回路により伸展運動の出力が形成
され、左右の下肢で交互にこの屈曲・伸展が
なされることによって locomotion が実現さ
れる。ただし、腰髄前角内において下肢の屈
曲と伸展を規定する神経細胞群の局在部位
は完全には分かれていない。 
 
(2) 最近、グリア細胞、特にアストロサイト
は、ニューロンと相互に密接に情報交換を行
い、中枢神経系の様々な機能の発現において
積極的な役割を果たしていることが明らか
になってきた（文献①）。 
 
(3) しかし、これまでのところ、locomotion
神経出力形成機構におけるアストロサイト
の役割は、全くと言ってよいほど、検討がな
されていなかった。 
 
(4) locomotion出力形成神経機構を細胞レベ
ルで理解するには、腰髄 locomotion CPG を
構成する細胞の活動を解析する必要がある。
しかし、ヒトではもちろん、動物実験であっ
ても、下肢運動中の脊髄から微小電極で個々
の細胞活動を計測することは困難で、単一細
胞での細胞内電位計測の報告はなされては
いるが、in vivo 環境では組織が動くなど技
術的制約のため多数の細胞活動を同時に計
測した報告はない。そのため、locomotion 出
力形成神経機構は、これまでのところ、十分
には解明されていない。 
 
(5) 一方、近年、摘出脊髄を用いた in vitro
標本の開発により、in vivo 動物では不可能
であった細胞活動の計測が可能となってき
た。すなわち、若齢ラット、マウスより、腰
髄を含む脊髄を摘出し、酸素化人工脳脊髄液
で灌流することにより in vitro 環境で組織
生存性を維持したうえで、標本にグルタミン
酸受容体刺激薬（NMDA）およびセロトニン受
容体刺激薬（5-hydroxytryptamine・セロト
ニン）を投与することにより、locomotion 神
経活動（fictive locomotion）を惹起するこ
とが可能となった（文献②）。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、腰髄前角の歩行運動 CPG におい
て、アストロサイトが関与しているか否かを
摘出脊髄標本を用いた検討により明らかに
することを目的とした。 

３．研究の方法 
(1)下肢歩行運動を規定する腰髄神経回路
（CPG）の動作機構におけるアストロサイト
の役割を明らかにするため、下肢歩行運動
（fictive locomotion）神経出力を惹起させ
た in vitro 脊髄標本において腰髄 L4/5 の前
根活動を記録しつつ、腰髄 CPG のアストロサ
イトとニューロンの活動をカルシウムイメ
ージング法により計測した。 
 
(2) 実験では、脊髄尾側端を L5 レベルで横
切断し、その断面から前角 CPG 領域にカルシ
ウム蛍光色素 Oregon Green を注入し、NMDA
およびセロトニンで誘発した L4/5 からの
fictive locomotion 神経出力を記録しつつ、
共焦点顕微鏡下で前角CPG領域の細胞活動を
計測した。通常の人工脳脊髄液による灌流下
でのコントロール計測の後、標本に TTX を投
与し、ニューロン活動のみを抑え、さらに、
灌流液のカリウム濃度を 0.2 mM へ低下させ
て、アストロサイトのみに興奮性を呈させる
ようにして、計測された細胞をニューロンと
アストロサイトとに分類した（文献③）。計
測された細胞とfictive locomotion神経出力
との相関から、計測された各細胞の活動にお
ける locomotion 様の要素の有無を解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1)腰髄前角内に、歩行神経出力と同期した
活動を呈するアストロサイトと、同期活動を
呈さないアストロサイトとが見出された。 
 
(2) これらアストロサイトは、TTX でニュー
ロン活動を抑えても自発的な活動性を呈し
た。 
 
(3) これらアストロサイトは、ニューロンに
依存しない自律的なリズム形成能を有して
おり、locomotion 神経出力の形成に積極的に
関与していると考えられた。 
 
(4) 本研究の成果にもとづき、健康人であっ
ても、より安定して歩行を行なうためにはグ
リア細胞機能を向上させることが重要であ
ると示唆された。 
 
(5) また、循環障害や機械的圧迫などにより
高齢者でしばしば認められる腰髄機能障害
に伴う歩行機能の低下は、各人の活動度およ
び生活の質を低下させるが、本研究の成果は、
この問題を解決するためにはグリア細胞を
対象とした病態生理学的解析が重要である
ことを示すとともに、低下した歩行機能を改
善するためのグリア細胞を標的とした薬剤
の開発が必要であることを示した。 
 
(6) さらに、現在、iPS 細胞を用いた再生医
学として、脊髄損傷患者の機能回復を目指し
た研究が世界中で進行中である。動物実験で



は、iPS 細胞からニューロンにのみ分化しう
る神経幹細胞集団を損傷部位へ移植しても
locomotion 機能は回復しないが、ニューロン
にもアストロサイトにも分化しうる未分化
な神経幹細胞集団を移植すると locomotion
機能が回復することが報告されている（文献
④）。本研究の成果は、locomotion 機能の回
復を目指した脊髄再生医学においてアスト
ロサイトに注目する必要があることを示す
とともに、脊髄機能回復におけるアストロサ
イトの役割の理解も含め再生医学の進歩に
貢献すると期待される。 
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