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研究成果の概要（和文）：排尿を指令する脊髄の中枢神経機構に着目し、正常排尿時の神経活動の実体や排尿脊
髄回路の神経機構の詳細を、独自に開発した生理学的手法を用いた研究により明らかにした。マウスの膀胱機能
と脊髄神経活動の同時記録を可能とする研究手法を開発し、脊髄における排尿機能を抑制する神経機構として
GABAニューロンを介した抑制能やシナプス伝達機構の詳細を明らかにした。さらに、脊髄損傷後の排尿機能の異
常解析やGABAニューロンを人為的に活動操作する動物を作出し、脊髄中枢神経機能とその機能回復への影響を明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated spinal neuronal mechanisms for voiding reflex
 by using newly developed in vivo electrophysiological recording methods, and further examined how 
spinal neuronal activities related to micturition were altered following spinal cord injury. Our 
electrophysiological analyses showed that preganglionic parasympathetic neurons were pre- and 
postsynaptically inhibited by GABAergic neurons located in laminae II-III. Spinal cord injury 
induced a functional loss of micturition reflex, but the neuronal activity of preganglionic 
parasympathetic neurons was still intact. An inhibition of spinal GABAergic neurons using Gi-DREADDs
 system resulted in a functional recovery of micturition reflex. The present spinal neuronal 
mechanism for voiding reflex may be useful for future studies of basic and clinical medical 
sciences.

研究分野： 神経生理・可塑性

キーワード： 可塑性　排尿　機能亢進　脊髄　神経回路
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研究成果の学術的意義や社会的意義
排尿の中枢機構の詳細は、最近、橋の排尿中枢の神経機構が明らかにされているが、最終的な司令塔である脊髄
副交感節前ニューロンの脊髄神経機構や、脊髄損傷後の神経機構の可塑的変化は未だ不明であった。本研究にお
いて脊髄機構の詳細を明らかにしたことは、神経生理学や神経科学の基礎医学の発展に寄与できる。また、臨床
においても脊髄損傷後の神経因性膀胱では下部尿路機能の改善のみならず、脊髄をターゲットにした基礎医学的
成果に基づいた新規治療法の開発に貢献できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

排尿障害は脳血管障害やパーキンソン病などの認知障害、脊髄損傷や神経変性疾患など中枢か
ら末梢に至る神経因性の障害から下部尿路障害に至る様々なレベルで障害される為、その障害
像を明らかにし、適切な治療を行うことが極めて重要である。しかしながら、脊損による神経因
性膀胱など障害後の神経機能自体の回復は困難な場合が多い。排尿は日常生活動作で必須であ
り、排尿の神経機能そのものの回復を目指した治療法や管理法の開発が必要である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、排尿を指令する脊髄の中枢神経機構
（図 1）に着目し、正常排尿時の神経活動の実体
や排尿脊髄回路の作動原理の詳細を、独自に開発
した生理学的手法を用いた研究により明らかに
することを目的とした。次いで、特定の脊髄神経
回路を人為的に活動操作して排尿を促すモデル
動物の作出を行い、脊髄損傷後の神経機能異常の
解析や人為的操作によって脊髄中枢神経機能の
解明を進め、また、如何に回復し得るか検討した。 

 

３．研究の方法 

（1）膀胱内圧と脊髄神経活動の in vivo 同時記録 

マウスを全身深麻酔下に、膀胱頂部よりカテーテルを挿入して生理的食塩水を定常的に注入し
た。圧センサーに接続して膀胱内圧を増幅機により増幅し、コンピュータに記録した。次いで、
椎弓を切除して腰仙部脊髄を露出し、動物を定位固定装置にセットした。記録電極を脊髄後角や
脊髄側核に刺入し、神経活動をホールセルパッチクランプ法や細胞外記録法により記録した。膀
胱内へ生理的食塩水の注入により排尿を惹起し、脊髄神経活動を記録した。薬物は脊髄表面より
投与した。 

 

（2）スライス標本からの神経活動記録 

全身深麻酔下に椎弓切除して脊髄を露出し、仙部脊髄を取り出し、クレブス液中でマイクロスラ
イサーを用いて脊髄横断スライス標本を作製した。スライス標本の脊髄側核に記録電極を刺入
し、ホールセルクランプ法により神経活動、電流固定下に膜電位や活動電位を、電位固定下に緩
徐な外向き電流やシナプス応答を記録し、シナプス応答の頻度や振幅を解析した。 

 

（3）脊髄損傷モデルおよび人為的活動操作モデルの作製 

全身深麻酔下に椎弓切除を行い、インパクターを用いて定圧で胸部脊髄に損傷を加えた。脊髄損
傷モデルにおいても同様に、膀胱内圧の測定や神経活動を記録し、排尿機能の神経応答の解析を
行った。麻酔下に脊髄へウイルスベクターを注入し、1ヶ月後に固定標本を作製し、Fusion で発
現する蛍光タンパク質を指標に神経への導入を確認した。次いで、ハロロドプシンや Gi－DREADD
ｓ（Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs）を発現するウイルスベク
ターを作製し、同様に脊髄に注入して人為的活動操作するマウスを作出した。脊髄スライス標本
を用いた解析も行い、ハロロドプシンが光依存性に、Gi－DREADDｓが人工リガンドで機能し得る
か、細胞レベルで確認した。 

 

４．研究成果 

（1）In vivo マウス脊髄神経活動と膀胱内圧の同時測定法の開発 

マウス脊髄からの安定した in vivo パッチクランプ法や細胞外記録法の確立に着手し、脊髄で
細胞密度の高い後角から in vivo パッチクランプ法記録を行った。研究代表者が従来から用い

図 1 脊髄における排尿の中枢神経機構。 



てきた手法（文献①,②）を改良し、長時間の記録を得ることができた。マウスでは in vivo 標
本の状態を安定させ、呼吸や体温を適切に維持するなど工夫が必要であった。脊髄よりパッチク
ランプ記録を行うと、静止膜電位、感覚刺激に伴う活動電位の発生を長時間記録・解析すること
が可能となった。また、電位固定下に興奮性シナプス応答を記録し、興奮性シナプス後電流や抑
制性シナプス後電流の発生頻度を定量解析した。さらに、細胞外記録法（文献③）としてタング
ステン電極を用いて記録を行うと、振幅や形状の異なる波形が得られ、ソーティングによりマル
チユニットの活動が得られた（文献④）。 

次いで、麻酔下にマウス膀胱頂部よりカテーテルを挿入し、膀胱内圧を記録した。生理食塩水
の持続注入により排尿を惹起し、膀胱内圧の変化を記録した。膀胱内圧は緩やかに上昇し、排尿
反射による一過性の上昇、尿道括約筋の律動的収縮による圧変動も観察された。当初は安定した
膀胱内圧の記録と脊髄の同時記録が困難であったが、椎弓切除した標本においても排尿を惹起
でき、マウスにおいても排尿機能と脊髄神経活動を同時記録することが可能となった。この手法
は今後の基礎医学研究の進展や種々の新規治療薬の神経機能への薬効を明確にする上で重要な
機能解析法と思われる。 

 

（2）排尿を抑制する神経機構の解析 

排尿を抑制する機構の詳細を明らかにするために、脊
髄スライス標本を用いたホールセルパッチクランプ法
による解析を行った。GABA 受容体作動薬がシナプス前
性にグルタミン酸の放出量を低下させ、 また、シナプ
ス後性に作用して過分極性の外向き電流を発生し、副
交感神経核の神経活動を抑制することを明らかにした
（図 2 参照）。次いで、GABA 受容体作動薬の in vivo で
の効果を解析した。麻酔下に膀胱頂部からカテーテル
を挿入・留置し、生理的食塩水を持続注入して排尿を一
定の間隔で誘導し、さらに、腰仙部脊髄を露出して、脊
髄側核、副交感神経核から in vivo で神経活動を記録
した。排尿時に膀胱内圧が上昇する際に、副交感神経
核の神経活動は一過性に上昇した。脊髄表面より GABA
受容体作動薬を投与すると、膀胱内圧の上昇する頻度
が増加し、それに応じた
副交感神経核の神経発
火もむしろ持続するこ
とが明らかになった（図
3 参照）。GABA による抑
制作用の vitro の系と
vivo の系での作用の違
いが明確となった。 

次いで、抑制性ニュー
ロンに対するシナプス
入力を抑制する機構を更
に検討した。抑制性ニューロンは脊髄後角では主にⅡ、Ⅲ層に多く分布すること、節前ニューロ
ンにも体性感覚と同様に C 線維など直接求心性線維の入力があることから、これら抑制性ニュ
ーロンが副交感節前ニューロンに知覚情報を介して多シナプス性に抑制することが示唆された。
そこでこれら知覚入力を介した GABA の抑制効果を減弱する機構の詳細を明らかにする目的で、
シナプス前性の電位依存性 Ca イオンチャネル、特に求心性線維の C 線維に発現するα2δサブ
ユニットに結合し、その作用を抑制する薬物を投与した。その結果、シナプス前性に興奮性シナ
プス応答が抑制され、グルタミン酸の放出量が減少した。次いで、このα2δサブユニットの分
布を解析すると、脊髄後角の介在ニューロンにも発現することが見出され、特定のサブユニット
が興奮性ニューロンに発現することが示された。α2δサブユニットを介した抑制性介在ニュー
ロンの賦活化には、特定のα2δサブユニットを介した抑制効果は少ないことが示された（文献
⑤）。スライス標本のみならず、in vivo 標本においても解析を行った。これらの研究により、
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図 2 副交感節前ニューロン抑制機構の詳細解析。 

図 3 In vivo 脊髄神経応答と膀胱内圧の同時記録。抑制機構の 1 例。 



GABA ニューロンに対するシナプス前性の機構が明らかとなり、抑制機構の詳細は、今後の基礎
医学や臨床応用研究の発展に寄与できる。 

 

（3）脊髄損傷モデルにおける排尿機能の可塑的変化と GABA ニューロンの人為的活動操作によ
る排尿機能への影響解析 

脊髄損傷モデルを用いた実験・解析を行い、正常から得られた成果と比較した。また、人為的活
動操作を行う動物を作出し、排尿や神経活動への影響を検討した。行動実験における排尿量の解
析から、脊髄損傷モデルでは排尿回数が増加し、排尿量は減少した。脊髄副交感神経核の神経活
動と膀胱内圧を同時に記録すると、自発性発火が正常と比して多く観察された。また、膀胱内圧
の一過性の上昇が頻繁に起こり、脊髄副交感神経核のニューロン活動も一過性に増加するなど、
脊髄神経の発火や興奮性は維持されていた。しかしながら、排尿回数は減少し、排尿量も減少す
ることが明らかになった。次いで、上記の抑制性ニューロンの神経機構を明らかにした上で、抑
制性ニューロンの人為的活動操作を行う動物を作出した。Cre 依存性に GABA ニューロンにハロ
ロドプシンを発現させた動物から、 in vivo 脊髄細胞外記録を行ったが、光刺激に応じた神経
活動の著明な抑制は観察されず、有効な活動操作は困難であり、白質など表面から光を有効に透
過させることは困難であることが原因と考えられた。そこで、Cre 依存性に Gi タンパク質を発
現させるウイルスベクターを作成し、DREADDs 法により人為的活動操作する動物を作出した。こ
の動物では人工リガンドの投与により排尿や神経活動への影響が観察され有用なモデルである
ことが示された。しかしながら、同時に自発性の疼痛が発現するなど、排尿機能以外にも影響が
現れた（文献⑥）。以上より、脊髄損傷時には、節前ニューロンの活動は意外にも維持されてお
り、膀胱への指令は十分であること、また、抑制系の人為的活動操作は膀胱機能の回復に有用で
あることが明らかとなった。本研究から得られた脊髄神経機構は、今後の排尿機能を回復する臨
床応用研究への展開や、新規治療法の開発に有用であり、更なる研究展開が期待される。 
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睡眠障害が疼痛行動や前帯状皮質神経活動に与える影響

I睡眠障害や疼痛に対する前帯状回皮質神経活動の可塑的変化.

第101回日本生理学会大会

第45回日本疼痛学会.コラッセふくしま
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痛みの基礎研究　最近の研究について-α2δサブユニットを標的とした鎮痛・神経機構-.

脳内ストレスにおける疼痛の情動神経機構

光遺伝学的脊髄GABAニューロンの脱抑制による異常痛覚応答とa20-lリガンドによる鎮痛効果.

痛覚の中枢性制御機構と神経障害性疼痛薬の作用機構.

第45回日本疼痛学会.
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大脳辺縁系における疼痛応答とその調節機構.
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