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皮質脊髄路 ( C S T) の 発生 と変性 ･ 再生 を考える上 で C S T シ ナ プ ス の 形成過

程 を知 る こ とは 必須で あ るが ､ それ らに つ い て の 研 究 は少 な い o 我 々 の 研 究室

で は新生 ラ ッ トの 感覚運動皮質と脊髄 の ス ライ ス を共培養 して ､ C S T をi n vit r o

で 再構築す る こ とに成功 して い る ｡ こ の 系で は皮質錐体細胞軸索を電気刺激 し

て
､
C S T シ ナプ ス の 活動を 丘el d E P S P s (f E P S P s) と して観察す る こ とで シ ナ プ

ス 形成を定量的 に評価 で き る(T a k u m a , S a k u r ai , K a n a z a w a , N e u r o s ci e n c e

1 0 9 , 2 0 0 2) ｡ また そ の 評価法を用 い て どの ように シ ナプ ス の 形成やその分布が

時間的 ･ 空 間的な変化を遂げ る かが研究されて い る(O h n o , M a e d a , S a k u r ai , J

N e u r o s ci .
,
I N e u r o s ci 1 3 2

,
2 0 0 4) o そ の 研究で は 7 d a y s i n vi t r o ( D I V) で シナ プ

ス が脊髄 ス ライ ス の灰 白質に 爾慢性に存在す る が､ 9 D I V で 腹側 より消退が 始ま

り 1 2 D I V で 背側 に 限局す る こ とが見出され て い る｡ 更 に こ の シナ プス の 消退が

N M I) A 受容体の競合的阻害薬やテ トロ ドトキ シ ン に よ っ て 阻害され る こ と､ そ

れ らが N M D A 受容体を介した活動依存的で ある こ と ､ そ して これ に臨界期が存

在す る こ とが示されて い る o

l n vit r o で観察され る可塑性 はメ カ ニ ズ ム の 解明に は優れた 面が あるが ､ こ

の 可塑性が実際の 生体 で どの ように観察され る か は不明 で あり ､ こ れ らの 可塑

性やそ の結果と して の脊髄内の シ ナ プ ス の 再編が個体 レ ベ ル で どの ような意味

を持 つ か を明らか にする にはi n v i v o の 実験系で 調 べ なければならな い ｡ そ こ で

本研究で は先ずin vi v o で幼君期か ら成熟期まで の 各段階にお い て r at の脊髄 か

ら C S T シナ プ ス の fE P S P s を記録す る系 を確立 し､ そ の脊髄内 の 空間的分布を

観察 した｡ また順行性標識で C S T 神経終末 の分布の変化 の観察も行 っ た ｡ C S T

シナ プ ス の 再編がi n vit r o と同様に 生 じて い る こ とが 明か とな っ た｡ すなわ ち生
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後 7 日目まで に C S T シナ プス が脊髄全体に 広がり ､ 8 日目で腹側か らシ ナプ ス

が除去され始め ､ 1 0 日目に は背側 に限局 した の で あ る｡ 生後 これ らの 現象は in

vi t r o の 結果と合致 してお り ､ i n vi v o で も N M D A 受容体を介 した活動依存的な

現象 で ある こ とが推察された ｡

実験 系の 確立

生後 7 - l l ( P 7 - l l) 目 の ラ ッ トを用 い たが ､ こ れ らは成体ラ ッ トより更

に
一

層小型 で脆く ､ こ の ようなin vi v o の幼君 ラ ッ トの 脊髄 で電気生理学的測定

を行 っ た報告は なく ､ そ の 実験系 の確 立 の た め に は幾多の新たな実験手技上 の

工 夫を要 した｡ ペ ン トバ ル ビ タ
ー

ル 4 0 m g 他g の 腹腔 内注射で 呼吸器を使用 せず

に試みたが ､ 呼吸運動が記録の a rtif a ct と なるた め8 0 m g/k g を腹腔内に注射 し､

弱く な っ た 呼吸 を人 工 呼吸器 で補助 して実験を行うこ とで呼吸運動 の 記録 に対

す
~
る影響を抑制で き た ｡ 頭蓋 の 固定 に つ い て P 7 ラ ッ トは外 耳孔の 形成が不完全

で あり ､ か つ 頭蓋骨が柔らか い た め強い 圧迫 は避けなければならず､ 従来の 脳

脊髄定位固定装置 で の 固定 は莫臣しか っ たが ､ 外 耳孔 を固定す るイ ヤ ー バ ー の 先

端 を細くす る こ とで 固定 が可能 と な っ た ｡ ま た幼君ラ ッ トの 脊椎林突起は柔ら

かく こ れも従来 の 脊椎の 固定法で は難 しか っ た が ､ 尾 の 付 け根 を脊髄固定用 の

二器具で挟ん で尾側方向 に適度な張力を加 える こ とで ､ 脊髄か ら細胞外記録を行

うに 足 る安定性を得る こ とに成功 した ｡ 体温 は保 温 パ ッ ドを使用 して 直腸 温 を

32 - 3 5 ℃程度と した｡ 通常の 温度 より低め で あ るが ､ こ れ は心拍数を少 し低下

させ (約 3 0 0 回/ 分) ､ 記録 に心 電図が混入 を最小限 にするた め の 工 夫で ある ｡

後頭骨を穿頭 して背側 か ら刺激電極を刺入 し
一 度延髄腹側を突き抜 けて後頭

骨に電極を当て そ こ か ら数百 〃 m 背側 に戻 して延髄錐体に到達させ た ｡ こ の た

め電極先端 を強固 にす る 必要 があり ､ テ フ ロ ン コ
ー トした 白金線を 2 7 G ス テ ン

レ ス 針 の 中に 通 して 同心 白金電極を作成 し､ 白金線先端がス テ ン レ ス 針先端よ

り 出ない よう に したo 刺激強度は 5 0 0 p A で 固定 したが ､ こ の 強度 で どの 日令で

も最大 上 の 反応を得る こ とができ る｡

記録は椎弓切除術を C 3 か ら T h l まで 行い ､ 硬膜を切 開 して脊髄を露出させ ､

3 M N a C l を満た した ガラ ス 管微小電極で下部頚髄 (C 7) の横断面 上 で お よそ

2 0 0 p m の 格子状に行 っ た o 非 N M D A 型 グル タ ミ ン 酸受容体阻害薬の薬物の 局

所注入 に はガラ ス 管多連電極を作成 し､ 記 録 を行 い なが ら同部位に圧 注入 に よ

っ て 投与 したo 実際の 記録で は刺激を 2
- 3 H z で 行 っ て 1 0 0 回 の 加算平均を行 い

一

つ の結果と した ｡ 反応は数十 〃Ⅴ と微小なた め心電図が重ならな い ように刺

激 ･ 記録 の タイ ミ ン グを 2
-

3 回 の 心拍 に 1 回 に なる ように Q R S c o m p l e x に 同期

させ ､ 更に刺激が T 波と P 波の 間の 平坦 な部分で行 われ る ように調整 した ｡ し

か し T 波の 後も背景に心電図に よ る小さ い ゆ っ く り した変化が加わ るた め刺激

な しの コ
~
ン トロ

ー

ル の 波形を刺激 ･ 記録 した波形か ら差 し引く こ とで ベ
ー

ス ラ

イ ン は ほ ぼ o に な っ た｡ 延 髄錐体に刺入した刺激電極 の位置を確認す るた め に

直流通電(2 0 0 LL A I O 秒) を行 っ て 焼杓 し､ 脳 幹を取 り 出 して ホ ル マ リ ン で 固定

後 ､ 切片を作成 して ニ ッ ス ル 染色 を行い ､ 焼杓された部位が延髄錐体内 で ある

1 - 2



【別紙 1]

こ とを確認 した｡

延髄錐体刺激で C S T シ ナプ ス の 細胞 外電位を記録

延髄錐体の C S T 刺激 で 下部頚髄 C 7 よ り主 と して陰性波が記録された｡ 典型

的な反応は最初 の 小さ な陽性波に続 い て木きな陰性波が現れ ､ 次に緩徐 な陽性
波が続く 三相波で ある｡ 典型的な反応が 記録 でき る部位で C N Q X

･ A P V 混合液

の 局所注入 を行 う と大き な陰性波は減弱 した ｡ コ バ ル ト溶液 の 局所注入 で は 可

逆的な減弱を観察 した o 本研究で は は っ き り したfi b e r v oll ey が認 め難か っ たが ､

幼君ラ ッ トで は成熟ラ ッ トに比 べ C S T 線維が小径 で髄鞘化が未熟 で ある か ら活

動の 同期が不十分で検出 しづ らい ためと考えられ る ｡ 従 っ て C S T の 伝導速度を

推定す るた めに最初の陽性波の ピ ー ク の 潜時 を用 い ､ 0 .
8 5 - 1

.
2 1 孤/ s とな っ た｡

もともと C S T の伝導速度は 9 - 2 0 孤 / s と他 の 伝導路 に 比 して 遅く ､ さ らに幼君

期髄鞘化が未熟で ある こ と か ら ､ 推定値は合理的な値と考える ｡ また 2
-

3 H z の

刺激 を加 えたとき ､ 1 つ 1 つ の 刺 激 に対 して の 反応 の潜時と振幅と波形が安定

して 出現 して お り ､ 多シ ナプ ス 性 の 反応と は考え にく い ｡ 以 上 の 結果か ら陰性

波は C S T シ ナプ ス の 活動に よ る グ ル タ ミ ン酸作動性 の単 シ ナ プ ス 性 の f E P S P s

と考えられ る ｡

C S T シナ プ ス の fE P S P s は生後 7 日目 で
一

時的に灰白質全体に爾慢性に認 め る が

隼後 ㈱ に限局され る

P 7 で記録部位に より振幅に差は あるも の の 脊髄灰白質全体 に陰性 の fE P S P s

が認 められ た｡ とこ ろが P 8 で は最腹側 の陰性 の電位 の極性が 陽性 に逆転 し､ こ

れ以降こ の 逆転がさらに背側 にお よ び ､ P I O で は fE P S P s は背 内側 に 限局 して ､

陽性 の電位が腹外側 を占める分布とな っ たo 背内側 の 陰性 の fE P S P s が腹外側

に向かうに つ れて 陽性 - と位相が逆転す る様子 や ､ こ の 陽性電位 の p e a k 潜時と

陰性 の fE P S P s と
一

致す る こ と か ら陰性電位が電流の ｢ 流れ込み｣ ( si n k) で ある

の に対 して こ の 陽性電位は電流の ｢ 湧き出 し｣ ( s o u r c e) で ある と考えられ る｡ 電

流の ｢ 流れ込 み｣ は シ ナプ ス 部位に相当す る こ と考えられ る こ と か らP 7 で は シ

ナプ ス が脊髄灰自質全体に 爾慢性に存在 して お り､ P 8 で最腹側 か らシ ナプ ス の

除去 が始まり ､ P I O で シナ プ ス は 背内側 に 限局す る分布 をなる こ とが示唆され

た｡
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B i o ti n D e x t r an をラ ッ トの感覚運動皮質に注入 して C S T の 神経終末を順行性

標識 し､ 終末の 脊髄内の分布の変化を発達早期 で観察 した｡ 幼君ラ ッ トの 上肢

に投射する領域､ 特に C 7 に投射する感覚運動皮質 の領域は不明で あ っ たた め ､

でき る限り多く の投射細胞を標識 して C 7 に投射する 細胞が含まれ る ように し

た . そ の た めに 通常 より濃 い濃度で 比較的多い 量 を複数個所 に 注^ した ｡ 評価

の 方法と して は シ ナ プ ス が除去され る こ とが予想され る腹外側 と通常の C S T の

投射領域で ある背内側 に線を想定 して そ こ を横切 る終末 の数を数えた｡ P 7 で は
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比較的脊髄全体に終末が分布 して い る が ､ P 8 か ら腹外側 の 線維 が減少 し始 め ､

P I O で 最低と な っ た ｡
一 方背内側 の 線維 は大 きく変化 しなか っ た o P 7 で腹外側

の線維 に シ ナ プ ス が存在 して い る こ とを確認する た めに ､ 神経終末と前 シ ナプ

ス の構造物で ある s y n a p tb op b y si n の 免疫 二重染色をお こな っ たと こ ろ腹外側

に ある線維 上 に シ ナプ ス が存在す る こ とが示 され た｡ 従 っ て 形 態学的に も腹外

側か ら C S T シナプ ス が除去され る こ とが示唆され ､ f E P S P s で得 られた結果を

支持するも の とな っ たo

本研究 で電気生 理学的に も形態学的にも i n vi v o にお い て
一

時的に C S T シナ プ

ス が形成され ､ それが腹側あ る い は腹外側 か ら除去され る こ と が示 された ｡ さ

らに i n vit r o で シ ナプ ス が潮漫性に形成されて か らシ ナプ ス が背側 に 限局 し腹

側 か ら除去され る時間経過も合敦 して い る o 従 っ て i n vi t r o と 同 じメ カ ニ ズ ム で

シ ナプ ス 除去が生 じて い ると仮定する こ とは不合理な こ とで は なく ､ i n vi v o で

も C S T の シ ナプ ス 除去が N M D A 受容体を介 した活動依存的現象で あり ､ 生後

1 - 2 週 の ある時期に臨界期の存在する こ とが推測され る ｡ こ れは 今後 の 課題

で ある｡

c s T の 脊髄内終末 の 分布 に つ い て はラ ッ トやネ コ で形態学的研究が 行われて

い る ｡ ラ ッ ト(C u rf s M H J M et al , B r ai n R e s D e v B r ai n R e s 7 8 , 1 9 9 4) で は P I O

ま で脊髄内に広 がり ､ そ の 後腹側や外側 か ら消退 して い き ､ P 1 4 に は背 内側 に

限局す る こ とが示 されて い るが ､ こ れ ら の C S T 終末 が実際に脊髄細胞と シ ナプ

ス を形成 して い る か どうかは 不明で あ っ た｡ C S T 終末の 分布 と本研究の結果 は

合致 して い るが ､ 生体に お い て機能的な C S T シナプ ス 分布 の 発達を研究 し､ 脊

髄灰 自質全体に広 がる
一 時的な シ ナプ ス 形成とそ の 後の除去を示 した の は本研

究が初め でで ある ｡

今後我々 は発達期ラ ッ トに N M D A 受容体阻害薬を慢性的に投与 して シ ナプ

ス 除去 が阻害され るか どうか壕観察 し､ 薬物 の 投与時期
･ 期間 を変化させ て 可

塑性 の 臨界期を定 め る こ とを予 定 して い る ｡ また 遺伝子改変 マ ウ ス も用 い なが

ら皮質脊髄路 シ ナプ ス の 変化が個体 レ ベ ル で どの よ うな意味を持 つ か を研究 ､

検討する o 本研究で随意運動系 で も視覚系など他の 系と同様 に シ ナプ ス の
一 時

的な形成とそ の後の除去が生 じて い る こ とが認 められた こ とは我々 の i n vit r o

の 実験結果と合わせ て ､ 皮質脊髄路の形成過程が活動依存的で ある こ とを想像

させ る｡ それ ら発達過程 の メ カ ニ ズ ム を更に研究す る こ とに より ､ 皮質脊髄路

を障害する あらゆる疾患の機能性予後を改善す る治療の 開発等
- の 寄与も期待

でき る｡
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