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研究成果の概要（和文）：申請者らは、手術により脊髄を再開裂し、二分脊椎ヒヨコモデルを世界で初めて作成
し、小型神経減少、運動神経発生遅延、感覚神経走行異常を報告した。本モデルでの神経障害をまとめ、出産後
に運動機能が急激に悪化することを発見し、論文発表した。さらに、二光子顕微鏡の専門家とニワトリ脊髄の感
覚神経線維の観察にも成功した。現在、二光子顕微鏡を用いて、二分脊椎の異常な神経回路を立体的に解析し、
本疾患の神経病態に関する論文を作成し投稿中である。本方法の成功により立体観察が容易になったので、二分
脊椎のプロサポシン合成ペプチドによる治療効果に関しても二光子顕微鏡を用いて観察し、データを蓄積しつつ
ある。

研究成果の概要（英文）：Applicants reopened the spinal cord by surgery, created the spina bifida 
chick model, and reported about small nerve depletion, delayed motor nerve development, and abnormal
 sensory nerve running. We summarized the neuropathy in this model, discovered that motor function 
deteriorated sharply after childbirth, and published a paper. In addition, we have succeeded in 
observing the sensory nerve fibers of the chicken spinal cord with a two-photon microscope expert. 
Currently, using a two-photon microscope, the abnormal neural circuit of spina bifida is analyzed 
three-dimensionally, and a paper about the neurological pathology of this disease is submitted. 
Since the success of this method has facilitated stereoscopic observation, the therapeutic effect of
 spina bifida with a synthetic peptide of prosaposin is also being observed using a two-photon 
microscope and data is being accumulated.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
二分脊椎症は運動、排尿障害、下肢の変形等が起こる整形外科、脳神経外科、小児科等の領域で重要な疾患であ
る。申請者らは、手術により脊髄を再開裂し、二分脊椎ヒヨコモデルを世界で初めて作成することに成功した
(Mominoki ら2006)。二分脊椎における脊髄内神経回路障害に関しては、解析が充分では無い。特に、ヒトにお
いて、出産時にある程度残った運動機能が、出産後に急激に悪化することが臨床上重要である。申請者は本モデ
ルでも出産後に運動機能が急激に悪化することを発見し、論文発表した。本研究結果から、脊髄内神経回路障害
に関して解析が進み、二分脊椎の治療を行うことが可能となれば、社会的意義は極めて大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
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、脳神経外科、小児科等

の領域で重要な疾患である。しかし、これまで適切な歩行障害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。申請者らは、図１のように、手術により

脊髄を再開裂し、二分脊椎ヒヨコモデルを世界で始めて作成することに成功し、小型神経

減少、運動神経発生遅延、感覚神経走行異常を報告した。 

二分脊椎における脊髄内神経回路障害に関しては、解析が充分では無い。特に、ヒトにお

いて、出産時にある程度残った運動機能が、出産後に急激に悪化することが臨床上重要であ

り、妊娠後期（出産の直前）に開裂部位を外科的に閉鎖する手術が多く試みられた（Meuli
ら 1995,96）。しかし、病態はあまり改善しないことが明らかになってきており、出産時に

はすでに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た（Hirose ら

2001, Sival ら 2004）。 
 申請者らは本モデルでの神経障害をまとめ（Matsuda ら 2013）、さらに出産後に運動機

能が急激に悪化することを発見し、論文作成中である。本申請では、本モデルを用いて孵化

後の神経障害のメカニズムを抑制神経系に焦点を置き研究し、さらに治療戦略も検討した。 
 
２．研究の目的 

二分脊椎における神経障害は十分に解明されていない。申請者らは独自のモデルと二光

子顕微鏡を用いて障害の解明を行いたい。さらに、二分脊椎の治療法は確立しておらず革新

的な治療法を検討する必要がある。外科的手術は良好な結果は得られていない。申請者らは

鶏胚を用いて手術的に二分脊椎を作成し、神経成長因子等の投与により治療を行う事を考

えた。申請者らは二光子顕微鏡を駆使し、強力な成長因子プロサポシンに由来する18-merペ

プチド(PS18)が、再開裂された神経管の卵内再生を可能にすることを明らかにしたい。本研

究結果から、胎盤を経由して胎児の二分脊椎部分に達する合成ペプチドを二分脊椎胎児の

母体に内科的に投与することにより、二分脊椎の治療を行うことが可能となり、社会的意義

は極めて大きい。 

 
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

（図２）。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正しい結果

は得ることが難しい。 

 
図１．二分脊椎では孵化後 1 日では立てるが 4 日後には下肢が進展 10 日後には後方に湾曲。 



 

 

 
 

 

 

 

2)歩行異常の確認：本モデルでは、孵化後の時期により図１のような進行性の運動障害と

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。

動画データとして投稿できるようデジタルビデオカメラで記録。筋は組織学的に検討。

3)GABA作動性抑制神経、軸索終末の増減の観察：GABAに対する通常の免疫染色を行っ

た。申請者らが報告したように、二分脊椎でインターニューロン数が減少。GABAに対す

る免疫染色でもGABA陽性神経終末が減少。鶏胚の時期には逆に二分脊椎でGABA陽性神

経終末は増加しており、孵化時期に大きく逆転する可能性が高い。GABA陽性ニューロン

のサブクラスマーカー(PV, CB, CR等)の免疫染色も行い、どの抑制ニューロンの減少が顕

著かを明らかにする。さらに、その原因についても検討する。特に、インターニューロン

障害の時期を経時的に検討する為に、カスパーゼ等の免疫染色で確認する。 

4)神経栄養因子プロサポシン由来合成ペプチド(PS18)の二分脊椎治療効果の検討。 

 PS18 の二分脊椎治療効果を検討する。申請者らが長年研究しているプロサポシンのサポ

シンＣの分子配列に神経栄養因子活性を持つ部位があり、その部位の 18 個の合成ペプチド

(PS18)も強い神経保護作用があることを申請者らは報告している。特に PS18 がアルツハイ

マーモデルやカイニン酸投与モデルの神経障害に効果があることを最近報告した。申請者

らは、18 個の合成ペプチド(PS18)が二分脊椎の運動異常に対しても治療効果があることを

準備実験で確認し、その作用機序を解明する。申請者らはこの PS18 がカイニン酸による神

経障害を軽減すること、さらにその軽減機序が GABA ニューロンを介することを報告した

（PLoS One 2014）。二分脊椎でも GABA ニューロン障害が関与していることが判明したの

で、PS18 が GABA ニューロンを介して二分脊椎の治療効果を発揮している可能性が高い

と考えた。二分脊椎作成手術を施した鶏胚を２群に分け、片方に PS18 を、他方には PS18
と同じ組成で無意味な配列の合成ペプチドを加える。これにより、PS18 投与群の症状が正

常に近くなることを確認。その２群のヒヨコの運動状態を記録し、固定した後にパラフィン

包埋し、ニッスル染色や GABA 等の免疫染色を行い、両者の神経系を比較検討する。 
 

４．研究成果 

申請者らは、手術により脊髄を再開裂し、二分脊椎ヒヨコモデルを世界で初めて作成し、小

型神経減少、運動神経発生遅延、感覚神経の走行異常を報告した。本モデルでの神経障害を

まとめ、出産後に運動機能が急激に悪化することを発見し、論文発表した。さらに、二光子

顕微鏡の専門家とニワトリ脊髄の感覚神経線維の観察にも成功した。現在、二光子顕微鏡を

用いて、二分脊椎の異常な神経回路を立体的に解析し、本疾患の神経病態に関する論文を投

稿中である。本方法の成功により立体観察が容易になったので、二分脊椎のプロサポシン合

 
図 2 手術術式卵内の鶏胚を手術しテープで閉じる。薬剤の投与が容易。 



 

 

成ペプチドによる治療効果も二光子顕微鏡を用いて観察し、データを蓄積しつつある。 

組織学的検討 
各群のラット胎児を固定後パラフィン包埋し、切片を作製し、HE 染色やニッスル染色、さ

らに GFAP や GABA 等の免疫染色を行い、組織学的に比較検討した。次の写真のように、ヒヨ

コでは PS18を二分脊椎発症早期から投与すると、孵化後に椎弓の部分に軟部組織が被覆し

（矢頭）、その上を皮膚（矢印）が被覆している。開裂部の軟部組織による被覆が治癒には

非常に重要であり、これにより開裂した脊髄が閉鎖していくと思われる（図３ｃ）。 

図３ 

 
二光子顕微鏡での観察 

図 4 
上の写真のように、二光子顕微鏡は切片を作成しないでも、胎児全体の免疫染色標本を

観察することが可能である。二分脊椎の開裂部を通常の免疫染色切片で観察するのは、

連続切片を用いなければ困難であるが、二光子顕微鏡は３次元的情報の中から、上図の

ように自由に断面画像を作成することが可能で、開裂部の薄い細胞層を画像化して観察

することが可能である。二光子顕微鏡による上記の結果は投稿中である。申請者らは、

この細胞層は初期段階では GFAP 陽性細胞（アストロサイト）の遊走であることを発見し、

論文を投稿した。この点は極めて興味深く、PS18 がアストロサイトの遊走を刺激するもの

と考え、注目している（図 4c,d、矢頭）。特に、図 4c に示すように、6時間後に脊髄中心管

背側部が欠損しているにもかかわらず、GFAP 陽性細胞層が覆っている。 

 

申請者らは、上図矢頭の部分が、初期段階で GFAP 陽性細胞の遊走であることを二光子顕

微鏡で観察し、この組織に平行面での画像を描出した。（下図 5中央、矢頭）。プロサポシン

の受容体である GPR37L1 がアストロサイトに強発現していることが報告されており（Jolly

ら Glia 2018, Liu ら Glia 2018）、抗 GPR37L1 抗体でも検討したい。 

図５ 
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