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研究の概要、新規性及び目標 

① 研究の概要  

脳から脊髄前角運動ニューロンへの指令が病的に遮断された個体において、末梢運動神経線維に

強制的・持続的に機能的電気刺激を与えることが、脊髄前角運動ニューロンと支配骨格筋細胞でお

きている正常生理的条件下での現象と如何なる変動を惹起するかについて、遺伝子工学・分子生物

学的手法を駆使して追求する。これらの所見から、障害脊髄例での運動神経機能的電気刺激による

機能回復の分子基盤を確立する基礎データを構築する。 

② 研究の独自性・新規性 

機能回復効果が明確になりつつある機能的電気刺激の作用機構、特に分子・遺伝子レベルでの機

構理解は大きく遅れており、近年発展の著しい分子生物学や遺伝子工学的研究手法によるその機構

の本格的な追求はほとんど無いと言えよう。この点に着目して、実験動物を使って機能回復の分子

基盤を模索することが正に独自性・新規性であると言える。 

③ 研究の目標 

フェーズ I：脊髄レベルでの外的損傷により、損傷部より下位と上位の脊髄前角細胞に如何なる

形態の変化および既知の機能分子（神経伝達物質・調節物質、それらの受容体、さらに受容体ア

ンカー因子など）のうちのどの分子が遺伝子発現変動が招来されるかを組織学、遺伝子工学的に

解析する。次いで発現変動を示す未知分子の探索を遂行する。 

  フェーズ II：脊髄損傷後の神経筋接合部の形態と機能分子発現局在の変化が招来するかを精査

する。さらに、外傷に伴うニューロン樹状突起の退縮に着目して、シナプス構成に重要な樹状突

起の形成維持の分子機構に焦点を絞り、small G タンパクのひとつである ARF6 

活性化因子のEFA6の樹状突起内遺伝子発現の機能的意義を追及する。併せて、フェーズＩIIと
もに、神経系シグナル伝達関連のリピドキナーゼやプロテインキナーゼおよびホスファターゼの

発現局在解析を脊髄損傷に関連させて遂行した。 

研究の進め方及び進捗状況 

成熟ラット（８週齢・雄）を全身麻酔下でその脊髄を上部胸部レベルで外科的に全横断切をおこな

い、以後経時的（１日、２日、１週、２週、４週）に下部腰髄を採取した。一方、脊髄露出のみの

手術後直ちに縫合・回復させたラットを同様の時間経過後にコントロールとして実験に供した。組

織学的には、前角神経細胞の数、サイズ、シナプスの形状などの変化を光顕・電顕的に解析した。

次いで、アセチルコリン合成酵素(ChAT) 、CGRP (calcitonin gene related peptide)、agrin、A
RIA、さらに種々のGABAとグルタメートの受容体を解析標的として、ノーザンブロット解析と遺
伝子組織化学的解析によりこれらの分子のmRNA の発現局在の変動の有無を精査した。さらに同
試料を用いた遺伝子サブトラクション法による既知、未知分子のうちでの発現変動を示すものを探

索した（フェーズＩ）。脊髄全横断切後２週の成熟ラットの後肢のEDL(長指伸筋) を試料として、
texas red-conjugated α−bungarotoxinおよび抗synaptophysin 抗体を用いた免疫組織化学的処
理を行った後、光学顕微鏡下での神経筋接合部の大きさと形状を正常例(control/ sham)と脊髄横
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断損傷例(SCI)、次いで、それぞれの片側(Lt)運動神経束電気刺激負荷例と無刺戟側（Rt）例とで
比較した（フェーズII）。企画された実験は全てほぼ順調に遂行された。 

主な成果 

  具体的な成果内容：脊髄組織上で解析された既知分子のうちで、CGRPのみの発現が術後経時的に
明確に減弱したが、電気刺激にとってその減弱を回復させることは出来なかった。Subtraction法
による既知・未知分子のなかから発現変動を示す分子の探索では、ニューロンに明瞭な発現増強を

確認出来た既知のものはcysteine proteinase inhibitor cystatin Cの１クローのみだったが、ノー
ザンブロット解析でのその発現増強の明瞭な確証は得られなかった。発現減少はn-chimaerinにノ
ーザンブロットで認められたが、切断部位の頭尾両側で減少していた。その他、AW532544と名付
けたものが発現増強分子として検出されたので、その全長（１０kbと予想）を把握すべく遺伝子
工学的解析を行ったが、期限内に完了できなかったので、今後引き続き解析を継続する。一方、樹

状突起伸展制御にsmall G proteinsに属するguanine nucleotide-exchange proteinのひとつのE
FA6が関与することは明確に示し得た。即ち、EFA6 mRNAは樹状突起内にも存在することを示
し、培養神経細胞へEFA6の不活性型を強制発現させるとその樹状突起の数が著しく増加した。つ
まりEFA6は樹状突起分枝を制御していることを示唆する。脊髄損傷に引き続くシナプス遮断に伴
うであろう前角ニューロン樹状突起の退縮や電気刺激によるそれからの回復にEFA6がなんらかの
関与をする可能性の基で今後の研究を遂行する。 

   

特許件数：        論文数：２６件        口頭発表件数：  

研究成果に関する評価 

１ 国内外における水準との対比 

本研究で認められた脊髄切断後のCGRPmRNA発現減弱は既に欧米から類似の報告が先行して
いた。EFA6の樹状突起内での遺伝子発現およびその不活性型強制発現による突起数増加は世界で
初めての新知見であり、近日中に欧米一流誌に投稿発表予定である。一方、脊髄・脳におけるシグ

ナル伝達関連のリピドキナーゼとプロテインキナーゼおよび同ホスファターゼの種々の分子の発

現局在解析は過去１０数年の実績を基に引き続き他の追随を許さず新知見を得て欧米一流誌に発

表続けている。 

２ 実用化に向けた波及効果 

 実用化案件は基礎的研究ゆえに残念ながら出来なかった。 

残された課題と対応方針について 

上述のsubtraction法による解析で把握したAW532544のcDNA全長が明らかになれば新分子の発見
につながる可能性があるし、EFA6の樹状突起伸展制御の実態解明をさらに進めれば、シナプス賦活
の治療薬の開発につながりえると考える。 

ＪＳＴ負担分（千円）   

H10 H11 H12 H13 H14 H15 小 計  

人件費 0 6,300 6,939 7,216 3,183 0 23,638

設備費 0 294 0 0 0 0 294

その他研究費（消耗品

費、材料費等） 
0 6,545 6,837 4,904 4,220 0 22,506

旅費 4,850 0 353 387 0 0 5,590

その他 0 363 0 0 0 0 363

      小  計 4,850 13,502 14,129 12,507 7,403 0 52,391

地域負担分（千円）   

H10 H11 H12 H13 H14 H15 小 計 合 計

人件費 0 0 0 0 0 0 0 23,638
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設備費 0 0 0 0 0 0 0 294

その他研究費（消耗品

費、材料費等） 
0 0 0 0 0 0 0 22,506

旅費 0 0 0 0 0 0 0 5,590

その他 0 0 0 0 0 0 0 363

      小  計 0 0 0 0 0 0 0 52,391

代表的な設備名と仕様［既存（事業開始前）の設備含む］ 

  ＪＳＴ負担による設備：バイオフリーザ 

  地域負担による設備： 

※ 複数の研究課題に共通した経費については按分する 
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