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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、実験動物慢性絞扼モデルにフルオレセイン蛍光造影法を用いて、末
梢神経栄養血管の血行動態の評価を行い、電気生理学的評価、組織学的評価との関連を調べることである。研究
の結果、絞扼週数（重症度）に応じて蛍光輝度の有意な低下を認め、機能評価ならびに組織学的評価もこれを支
持するものであった。実験動物において蛍光造影剤投与直後に生体内でリアルタイムに造影輝度評価を行った研
究はこれまでになく、今回の研究結果により、マウス坐骨神経慢性絞扼モデルに対するフルオレセイン蛍光血管
造影法は、末梢神経慢性絞扼性障害における微小血管血流を生体内で簡便にリアルタイムに評価する有用な評価
法であると考える。

研究成果の概要（英文）：There are few reports on the use of fluorescein angiography for peripheral 
neuropathy. This study aimed to assess the validity of fluorescein angiography (FAG) and to 
correlate this with electrophysiological and histological assessments for peripheral nerve 
entrapment neuropathy. We observed a significant decline of luminance in the chronic nerve 
compression (CNC) neuropathy groups and histological assessment was consistent with this result. The
 results of this study suggest that FAG in a mouse CNC model is a useful in vivo, simple, and 
real-time evaluation method of microvascular blood flow in peripheral nerve.

研究分野：末梢神経外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、末梢神経の絞扼週数（疾患重症度）に応じて血管蛍光造影輝度の有意な低下を認め、機能評価なら
びに組織学的評価もこれを支持するものであった。末梢神経領域において、実験動物において蛍光造影剤投与直
後に生体内でリアルタイムに造影輝度評価を行った研究はない。今回の研究結果により、マウス坐骨神経慢性絞
扼モデルに対するフルオレセイン蛍光血管造影法は、末梢神経慢性絞扼性障害における微小血管血流を生体内で
簡便にリアルタイムに評価する有用な評価法であることを確認できたため、今後の末梢神経絞扼性疾患の治療に
おける臨床応用への大きな礎となる。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
申請者らは過去に、臨床分野において手根管症候群・肘部管症候群といった代表的な末梢神経絞
扼性障害に対して、手術中にインドシアニングリーンを投与し、末梢神経の血管を蛍光造影する
ことにより、病変部の詳細な血流動態を把握することで術中重症度評価を行ってきた（基盤研究
C「23592171」「C26462247」）。また、インドシアニングリーン蛍光造影では評価が困難な、さら
に微小な血管の動態を把握すべく、フルオレセインを投与し、さらなる微小血管の術中造影を試
みている。しかし実臨床の場では、ヒトの末梢神経を切除・採取できないため、フルオレセイン
蛍光造影法による末梢神経血流の評価と、評価部位の組織学的評価との関連は不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、実験動物慢性絞扼モデルに対して、フルオレセイン蛍光造影法を用いて、末梢
神経栄養血管の血行動態の評価を行い、電気生理学的評価、組織学的評価との関連を調べること
である。 
 
３．研究の方法 
動物モデル 
マウスの左坐骨神経に、内径 0.51mm・長さ 3mm のシリコンチューブを巻いて絞扼し、各重症度
（絞扼なし、2,4,6 週間絞扼）の末梢神経慢性絞扼モデルを作成した。具体的には、6 週齢のオ
スの C57BL/6 マウスに対して、大腿四頭筋と大腿二頭筋の筋間アプローチを用いて、坐骨神経を
露出させ、長さ 3mm・内径 0.51mm の生物学的に不活性なシリコンチューブを坐骨切痕下の坐骨
神経周囲に巻いた。絞扼無し群(control 群)、2週絞扼群、4週絞扼群、6週絞扼群の 4群(各群
n=13)とした。（下図） 

 
フルオレセイン蛍光造影による微小血管血流評価 
フルオレセイン蛍光造影を、顕微鏡と FAG フィルターを用いて坐骨神経の微小血流を可視化す
るために行った。FAGフィルターの 1穴は励起フィルターで覆われ、顕微鏡の光源に対応し、残
りの 2穴は barrier フィルターで覆われ、術野観察に対応する。FAGフィルターを通して青色光
以外の全波長の光を除外することで、顕微鏡からの光は青色光となる。青色光は術野のフルオレ
セインを励起させ、barrier フィルターで青色光をブロックすることで、励起されたフルオレセ
インからの蛍光を観察することができる（下図）。 

蛍光血管造影を行うため、マウスの左坐骨神経を露出させ、絞扼に用いたシリコンチューブを除
去した。次にフルオレセインをマウスに腹腔内投与し、フルオレセインにて蛍光造影される坐骨



 

 

神経を、フィルターを装着した顕微鏡で 10 分間観察し記録した。記録した動画データを、解析
ソフトウェアを用いて、各群の左坐骨神経の絞扼部位に関心領域（ROI）を置き、絞扼部位の蛍
光輝度の測定を行い、蛍光輝度を定量化し各群間で比較した。 
 
機能評価 
各絞扼週数において、運動機能・知覚機能を評価した。運動機能は walking track analysisで
評価した。知覚機能は、Hargreaves test では赤外線の熱源をマウスの患側の後肢足底の下に置
き、熱刺激からの foot withdrawal timeが自動的に計測される装置を用いて、foot withdrawal 
timeを 10回計測し、その平均値を評価した。 
 
電気生理学的検査 
麻酔下に、患側の坐骨神経の電気生理学的機能を筋電図計で評価した。腓腹筋の中央部に記録電
極を、踵部に基準電極を刺入し、坐骨神経の絞扼部位より近位に双極刺激電極を用いて刺激し、
腓腹筋の複合活動筋電位 amplitudeと latencyを記録した。 
 
組織学的評価  
フルオレセインの分布と線維化の評価：フルオレセインの分布を評価するために、抗フルオレセ
イン抗体で免疫染色し、線維化を評価するためにマッソントリクローム染色を行った。それぞれ
の神経の横断面の組織像をカメラ 200 倍で撮影し、抗フルオレセイン抗体陽性領域とマッソン
トリクローム染色での線維化領域を、画像解析ソフトを用いて算出し定量化した。  
 
髄鞘の評価：電子顕微鏡分析もそれぞれの群で行った。坐骨神経絞扼部の中央部をトルイジンブ
ルーで染色し、カメラ 100倍・1000倍で撮影し、さらに透過型電子顕微鏡で評価した。1匹当た
り 4視野を無作為に選択し、g-ratio(axonal diameter/axoglial diameter)を、画像解析ソフト
を用いて測定した。  
 
統計学的分析 
データを平均±95%信頼区間で表した。統計ソフトを用いて One-way ANOVA with post hoc 
Student t test を用いて分析した。また、フルオレセイン蛍光血管造影による蛍光輝度と抗フ
ルオレセイン抗体による免疫染色による抗フルオレセイン抗体陽性面積との相関があるか、フ
ルオレセイン蛍光血管造影による蛍光輝度とマッソントリクローム染色における線維化面積と
の相関があるかを Pearson の相関を用いて調べた。P 値＜0.05 を統計学的に有意とした。 
 
４．研究成果 
結果のまとめ 
絞扼部のフルオレセイン造影輝度は 2週・4週・6週絞扼群と絞扼期間が長くなるに従って有意
に低下していた。機能評価では 4週・6週絞扼群で絞扼なし群に比して知覚機能が低下し、電気
生理学的検査でも腓腹筋の遠位潜時が延長していた。組織学的評価では、絞扼期間が長くなるに
つれて有意に線維化面積が増加し、それに伴ってフルオレセインの分布面積は有意に低下して
いた。すなわち、絞扼性神経障害が重症化すればするほど、フルオレセインによる蛍光造影輝度
は低下する結果となった（下図）。以下に結果の詳細を記載する。 
 



 

 

蛍光血管造影輝度 
フルオレセイン蛍光血管造影の蛍光輝度は、control 群と比較して、2週絞扼群、4週絞扼群、6
週絞扼群で有意に輝度が低下し、平均値は絞扼週数が長くなるにつれて低下していた（下図）。 

A:肉眼所見 B:フルオレセイン蛍光血管造影 
 
機能評価 
walking track analysisでは control 群と絞扼群で有意な差は認めなかった。Hargreaves test
で control 群と比較して、4週絞扼群と 6週絞扼群で有意に foot withdrawal timeが延長して
いた（下図）。  
 
電気生理学的評価 
坐骨神経の複合筋活動電位では、遠位潜時は control 群と比較して、4週絞扼群と 6週絞扼群で
有意に延長していた（下図）。  

A:蛍光輝度 B: Hargreaves testの Foot withdrowal time C:電気生理学的検査におけるLatency 
 
組織学的評価 
投与したフルオレセインの分布 
control 群において、抗フルオレセイン抗体による免疫染色で神経外膜と神経外膜内の血管、神
経内膜毛細血管が染色されていた。2 週絞扼群、4 週絞扼群、6 週絞扼群でも神経外膜と神経外
膜内の血管、神経内膜毛細血管が染色されていたが、control 群と比較して、4週絞扼群と 6週
絞扼群で有意に抗体陽性面積が低下していた。  
 
坐骨神経の線維化の評価 
マッソントリクローム染色では、絞扼週数が長くなるに連れて、神経上膜は次第に肥厚していた。 
control 群と比較して、2週絞扼群、4週絞扼群、6週絞扼群では線維化面積は有意に増加してい
た（下図）。 

A:抗フルオレセイン抗体による免疫染色像 B:マッソントリクローム染色による組織像 



 

 

髄鞘の評価 
トルイジンブルー染色の光学顕微鏡所見と電子顕微鏡所見では、絞扼週数が伸びるにつれて神
経の外縁で髄鞘の菲薄化を認めた。電子顕微鏡での観察で g-ratio は control 群と比較して、４
週絞扼群と６週絞扼群で有意な上昇を認めた（下図）。  
 

A:抗フルオレセイン抗体染色面積 B:線維化した部位の面積 C:電子顕微鏡観察の G-ratio 
 
蛍光造影輝度と、フルオレセイン分布、線維化との関連 
フルオレセイン蛍光血管造影による絞扼部位の蛍光輝度と抗フルオレセイン抗体による免疫染
色での抗フルオレセイン抗体陽性面積に有意な相関を認めた。またフルオレセイン蛍光血管造
影による絞扼部位の蛍光輝度とマッソントリクローム染色に有意な負の相関を認めた（下図）。 

 
A:抗フルオレセイン抗体分布面積とフルオレセイン造影による蛍光輝度の相関関係 

B:線維化した部位の面積とフルオレセイン造影による蛍光輝度の相関関係 

 

結果総括 

本研究では、絞扼週数（重症度）に応じて蛍光輝度の有意な低下を認め、機能評価ならびに組織

学的評価もこれを支持するものであった。中枢神経においては、脳血管血流評価のためにインド

シアニングリーンを用いた蛍光血管造影がなされるようになり（Raabe A. Neurosurgery. 2003）、

また一部の施設においてフルオレセインを用いたより微小な蛍光血管造影による術中脳血管モ

ニタリングがなされている（鈴木. 脳卒中の外科. 2014）。末梢神経領域では国内では崎浜・田

渕らが、末梢神経の血管透過性を観察する目的で家兎やヒトにフルオレセインを用いて末梢神

経を評価している（Facial N Res Jpn. 1996）が、実験動物において蛍光造影剤投与直後に生体

内でリアルタイムに造影輝度評価を行った研究はない。今回の研究結果により、マウス坐骨神経

慢性絞扼モデルに対するフルオレセイン蛍光血管造影法は、末梢神経慢性絞扼性障害における

微小血管血流を生体内で簡便にリアルタイムに評価する有用な評価法であると考える。 

 

注）これら研究結果の詳細は、Neurological Research誌に 2022年 5月 15日に掲載された。 
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