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研究成果の概要（和文）：本研究では、遺伝子改変マウスを用いて歩行の際の運動パターンの形

成に重要な役割を担っている脊髄抑制性ニューロンの電気生理学的性質解析を行った。この結

果、運動ニューロンと反回抑制回路を構成する抑制性ニューロン Renshaw 細胞が、運動出力の

際に運動ニューロンへの興奮性入力の強さに比例した抑制性入力を受けていることを明らかに

した。これにより運動出力の大きさに合わせて運動ニューロンへの反回抑制の強さがダイナミ

ックに調節されていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In the mammalian spinal cord, Renshaw cells (RCs) are excited by 
axon collaterals of motoneurons, and in turn provide recurrent inhibition of MNs. However, 
a large part of the synaptic modulation of RCs during motor behaviors such as locomotion 
remains unclear. In this study, synaptic inputs to RCs in the lumbar segment during motor 
activity were examined. These results indicate that RCs are strongly inhibited by the 
spinal network during movements and the strength of the inhibition is related to the 
magnitude of the motor activity.  
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１．研究開始当初の背景 
 歩行運動は足のそれぞれの筋肉が各関節
をリズミックかつスムーズに曲げ伸ばしす
ることで生み出されているが、これはそれぞ
れの筋群を支配する脊髄運動ニューロンが
それぞれ決まったタイミングでリズミック
に発火することによって実現されている。こ

のときの運動ニューロンの基本的な発火パ
ターンを形成しているのは脊髄に局在する
歩行運動神経回路網である。しかし、哺乳類
においてこの回路はその複雑さや実験手技
の難しさなどからその作動メカニズムの解
明は遅れていた。近年この脊髄神経機構の研
究に広く用いられるようになったのはラッ
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トやマウスの新生児の脊髄摘出標本である。
この脊髄と後肢の筋群を摘出した標本にお
いて、実際に動物が歩くときと非常によく似
た筋活動パターンが観察される（歩行運動様
リズム活動）。この標本は in vivo の動物と比
較して、単一ニューロンの安定した電気活動
の記録が容易で薬理学的なアプローチがし
やすいという利点がある。その一方でこれま
で主に用いられていたラットでは、活動を記
録する脊髄介在ニューロンをあらかじめ同
定することは難しく、哺乳類においてマウス
を中心に発達してきた遺伝子改変技術を使
った細胞の可視化技術やノックアウト動物
を用いることができず、神経回路を構成する
ニューロンの種類の同定は難しかった。申請
者らはマウスでも同様の標本を用いて
NMDA とセロトニンなどの灌流投与で歩行
運動様活動を誘発できることを初めて示し
た（Nishimaru and Kudo 2000）。さらに
GABA 作動性の抑制性ニューロンに蛍光タ
ンパク質 GFP を細胞特異的に発現させた
GAD67-EGFP ノックインマウスを用いて、
抑制性ニューロンを顕微鏡下に同定し、ホー
ルセル・パッチクランプ記録をすることで、
神経回路網をほぼ正常に保ったままで極め
て効率的に抑制性ニューロンのシナプス活
動 を 記 録 で き る こ と を 見 い だ し た
（Nishimaru et al. 2005, 2006）。このような
背景から、同標本において歩行運動に関連し
た腰髄の抑制性ニューロンを同定し、その詳
細な電気生理学的性質を明らかにすること
を計画するに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、（１）歩行運動に関連した脊
髄の抑制性ニューロンとして運動ニューロ
ンと反回抑制回路を形成している抑制性ニ
ューロンである Renshaw 細胞に注目し、運
動出力の際の、細胞膜の興奮性を調節するシ
ナプス入力の電気生理学的性質を明らかに
する。（２）Renshaw 細胞以外の抑制性ニュ
ーロンに関しても、その歩行運動の際の膜電
位活動やシナプス入力、さらにはその形態を
解析することで、これらのニューロンの歩行
運動を生み出す神経回路におけるその役割
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)遺伝子改変マウス 
本研究には GAD67-GFP マウスを用いた。この
マウスは抑制性神経伝達物質 GABA の合成酵
素であるグルタミン酸脱炭酸酵素（GAD）の
アイソフォーム GAD67を発現する細胞に蛍光
タンパク質 GFPを発現させたノックインマウ
スである。 
(2)脊髄摘出標本 
生後 0-4 日のマウス新生児および胎生 17-18

日のマウス胎児より脊髄を摘出し、酸素で飽
和した人工脳脊髄液で灌流し、灌流槽におい
た。運動出力は腰髄の前根にガラス吸引電極
を装着して記録した。この条件下で通常 6-8
時間神経回路の活動を記録することが可能
であった。 
 
(3)この標本を正立顕微鏡下に置き、脊髄腹

側にある GFP 陽性細胞を微分干渉・蛍光顕微
鏡下で観察し、ホールセル・パッチクランプ
記録を行った（上図）。このうち、近傍の脊
髄前根を電気刺激して短い潜時の興奮性応
答を示すものを Renshaw 細胞として同定し、
その膜電位変化およびシナプス電流を記録
した。 またパッチクランプ用電極内液に記
録した細胞を標識するためのトレーサー色
素ニューロビオチンおよび蛍光色素をあら
かじめ入れておき、記録終了後に標本をホル
マリン固定した。その後、これらの細胞の形
態を顕微鏡下で観察した。 
 また運動ニューロン群における歩行運動様
リズム活動は NMDA およびセロトニンの灌流
投与によって誘発し、第二腰髄および第五腰
髄の前根で記録した。 
 
４．研究成果 
(1) Renshaw 細胞への抑制性シナプス入力の
解析：脊髄摘出標本において、ホールセルパ
ッチクランプ法で Renshaw 細胞の膜電位を
記録すると、運動ニューロン群が興奮してい
ない状態でも膜電位の変動（平均 5 mV 前後）
が観察された。次に膜電位固定法でシナプス
電流を記録すると、主に、自発性の抑制性シ
ナプス入力を受け、その頻度は同様に観察さ
れる自発性の興奮性のシナプス入力に比べ
て 20 倍程度高く、振幅も大きいことを見い
だした。このシナプス入力が Renshaw 細胞
の膜電位変動を引き起こしている主な原因
であり、Renshaw 細胞でも多くの抑制性の
入力を受けていることが示唆された。 
 Renshaw 細胞は運動ニューロンからの興
奮性入力を受けてバースト発火することが
知られている。そこで、この脊髄摘出標本で
運動ニューロン軸索の束である腰髄前根を
電気刺激してバースト発火を誘発させ、こう



した抑制性入力がどのように Renshaw 細胞
活動を調節しているのかを調べた。この結果、
Renshaw 細胞の膜電位が抑制性シナプス入
力を受けて過分極した際には一つのバース
ト中のスパイク（活動電位）の数が有意に少
なくなることが明らかになった。運動ニュー
ロンからの興奮入力を受けたときの膜電位
と、ひとつのバースト中の活動電位の数の間
には正の相関が認められた。これらの結果か
ら、この実験で観察された自発的な抑制性入
力は、Renshaw 細胞の興奮性を制御してい
ることが示唆された。 
(2)Renshaw 細胞同士の相互抑制の解析：こ
うした Renshaw 細胞への抑制性入力が、他
の Renshaw 細胞からの抑制性入力によるも
のかどうかを検討した。これには、他の
Renshaw 細胞への運動ニューロンからの入
力を、ニコチン性アセチルコリン受容体の阻
害薬によって遮断した効果を観察した。この
結果、自発性の抑制性シナプス入力の頻度や
振幅もほとんど変化せず、阻害薬の影響ほと
んど見られなかった。この結果、これらの抑
制性入力は他の Renshaw 細胞ではなく、他
の抑制性ニューロンによることが示唆され
た。 
(3)運動ニューロンの興奮と Renshaw 細胞の
抑制の関連性：この脊髄摘出標本では運動ニ
ューロン群にも自発発火が見られる。前根で
記録される運動ニューロン群のスパイクを
トリガーとして Renshaw細胞が受ける抑制性
シナプス入力の振幅を加算平均したところ、
運動ニューロンが発火するタイミングでシ
ナプス入力の振幅が大きくなっていること
が明らかになった。これは運動ニューロンが
興奮するときに Renshaw細胞が抑制性の入力
を受けていることを示唆している。以上の結
果は運動ニューロンが興奮すると同時に
Rensahw 細胞は抑制性入力を受け、その細胞
膜の電気的な興奮性を制御されていること
が明らかになった。 
(4)マウス新生児の Renshaw 細胞の形態学的
解析：こうした記録した Renshaw 細胞はニュ
ーロビオチンでの軸索の走行を光学顕微鏡
下に観察した。この結果、多くのニューロン
で軸索が 2〜3 髄節の範囲に渡って伸長して
おり、細胞体が位置する近傍の運動ニューロ
ン群だけではなく、広い範囲の脊髄前角のニ
ューロンを支配していることが示唆された。 
 以上の結果は、脊髄の運動中枢が運動ニュ
ーロンの反回抑制回路をダイナミックに制
御して運動出力を制御していることを示唆
していた。このことは Renshaw 細胞が運動ニ
ューロンからの出力の調節に重要な役割を
担っていることを示唆している。 
(5) Renshaw 細胞以外の GABA 作動性抑制ニュ
ーロンの歩行運動の際の発火パターンの解
析：脊髄腹側のニューロンのうち、脊髄前根

の電気刺激に応答しないものについて、歩行
運動様リズム活動の際の膜電位変化と発火
パターンを解析した。この結果、その大部分
でリズミックな発火パターンが観察された。
これらのニューロンはそれぞれ屈筋が活動
するタイミング、および伸筋が活動するタイ
ミングでスパイクが増加するものに分けら
れた。これらのニューロンの多くは Renshaw
細胞よりも外側に位置しており、そのほとん
どが軸索を脊髄の同側に投射していた。これ
らのことから、歩行運動神経回路のなかでも、
脊髄片側のパターン形成に関わっている可
能性が示唆された。 
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