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研究成果の概要（和文）：軸索機能回復過程をマウス下肢坐骨神経を用いて,①キャットウォークによる歩行機
能評価②神経刺激装置による筋電図・伝導速度の機能評価③神経標本による形態学的評価の3評価を行った。切
断2週間後・4週間後に神経変化の評価を行った。神経融合法は1. 縫合、PEG、センダイウイルス、リポフェクタ
ミン、電気刺激すべてによる融合 2. 縫合のみ(control) .3 縫合＋PEG＋電気刺激の三グループで行った。理論
的には第二週で回復を得られると考えたが、コントロール群と融合実験群で明らかな有意差を認めず、組織学的
検討においては、融合法を用いた群で回復軸索数が少なく、神経損傷が強い傾向にあった。

研究成果の概要（英文）：The process of axonal function recovery was evaluated using the sciatic 
nerve of the mouse lower limb in three ways: 1) gait function evaluation using catwalks, 2) 
functional evaluation of electromyography and conduction velocity using a nerve stimulator, and 3) 
morphological evaluation using nerve specimens. Nerve changes after amputation were evaluated at 2 
and 4 weeks. The nerve fusion method was performed using three groups: 1) fusion by suture, PEG, 
Sendai virus, lipofectamine, and electrical stimulation all 2) suture only (control) 3) suture + PEG
 + electrical stimulation. Theoretically, recovery was expected to be achieved in the second week, 
but there was no clear significant difference between the control and experimental fusion groups, 
and histological examination showed that the number of recovered axons was lower and nerve damage 
tended to be more severe in the group using the fusion method.

研究分野：形成外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回我々は、軸索融合の可能性について検討した。残念ながら我々の方法では、現時点では軸索融合は、コント
ロール群（縫合のみ）と比較して優位性を認めなかった。しかしmtGFPマウスを用いた軸索内輸送のモデルや、
PEG、センダイウイルス、リポフェクタミン、電気融合等のさまざまな細胞融合法を用いる実験手法を確立でき
たことで、今後さらに微細技術や知見が進み、神経再生における軸索融合法がより繊細に行える環境になった場
合に再チャレンジできる環境を整えることができたと考える。

※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 
腫瘍切除後や外傷による神経損傷を認めた
場合、マイクロサージェリー技術を用いて
神経吻合・神経移植・神経筋移植などを行
っている。しかし神経再生そのものは人間
の回復能力に依存している。このため、Ⅰ)
神経再生までに数カ月かかり、筋繊維は再
生神経到達前に萎縮し本来の機能回復を得
られない。Ⅱ)神経軸索再生時に神経瘢痕が
生じ再生軸索数が制限されるなどの問題点
がある。様々な神経再生誘導因子が報告さ
れているが、臨床的に回復期間の短縮や神
経の完全な回復には至っていない。そこで
“神経を中枢側から再生する”という発想を転換
する必要があると考えた。軸索変性が不可逆的に
なる前に、“軸索の末梢側を中枢側の神経細胞と再接合し（図１）、軸索輸送を再疎通させること
により即時神経機能回復が行えないか？”と本研究を着想した。 
この問いに答えるためには、①実際に末梢側と中枢側が再接合する事例があるか？および②
Waller 変性する前に切断された神経軸索同士を接合するような技術は存在するか？検討する
必要があった。①については、Neumann らによって C.elegans neuron で切断後、自然に再接
合がされることが解明されてきた。（Dev Dyn (2011). 240(6)1365-1372, Nature (2015) 517, 
219–222）また②についてはその突破口は“軸索融合法”にあると考えた。1986 年 Bittner ら
により crayfish の軸索を切断後、ポリエチレングリコールを用いて in vitro で神経融合を行っ
た報告がある。(Brain Research,1986: 5 351-55 ) さらに 2010 年にWesley C. Chang らが in 
vitro にて Axon microelectrofusion 法で、2 本の軸索を交叉融合した報告があった。(Wiley 
Interdiscip Rev Nanomed Nanobiotechnol. 2010;2(2):151-61)  
 
２．研究の目的 
この軸索融合法が確立すれば、Waller 変性
後の神経再生を自然再生に依存する現状を
打破できる。将来的には顔面神経麻痺や四肢
麻痺の即時神経回復、具体的には神経が損傷
や切断された場合、現在は回復困難な前頭筋
や口角下制筋などを含めた表情筋全般の一
週間程度での完全回復や四肢の巧緻運動回
復も可能となる。さらには現在治療不可能な
中枢神経系の神経損傷や眼球移植などの革
新的な治療に応用できる可能性があり、移植
や神経再生技術と組み合わせることで新た
な神経の外科的治療法を生み出せると考え
た。（図１） 
 
３．研究の方法 
マウス下肢の神経を用いて細胞融合技術を
用いた軸索融合モデルの作成した。(図２) 
軸索輸送変化を蛍光イメージング法を用い
て直視下に形態学的変化を観察するもので
ある。具体的には mito-GFP マウス下肢神経
（大腿神経および坐骨神経）を用いて、レー
ザーおよび剪刀による切断後の神経変化に
ついて軸索内微小管上を走行するキネシン
（KIF1b）によって運ばれるミトコンドリアを二光子顕微鏡にて観察し、軸索内の細胞骨格の再
構築についてミトコンドリアの軸索輸送の継時的変化を含めて観察し、軸索融合時のコントロ
ールデータを取得。実験終了後、組織標本を作成し、光学顕微鏡・電子顕微鏡により神経近位・
遠位を観察し、軸索内変化を組織学的にも検討することとした。さらに上記検討後、様々な細胞
融合技術を用いた軸索融合実験を行った。利用する融合法は、PEG 法（化学的融合法）(J 
Neurocytol 2000 29(9):633-43）、HVJ -E 法（センダイウィルスエンベロープ法）(Eng Med Biol 
Soc.2004)を用いた。 
軸索機能回復過程を電気生理学的に観察検討した。また、実験前後の神経組織標本を作成し、光

図 2マウス坐骨神経切断 

図 1軸索融合 



学顕微鏡・電子顕微鏡により神経近位・遠位を観察し、軸索内変化を組織学的にも検討した。昨
年度から引き続いてマウス下肢神経（坐骨神経）を用いて、①キャットウォークを用いた sciatic 
score による歩行機能評価②神経刺激装置を用いて筋電図および伝導速度の計測による神経機
能評価③神経標本による形態学的評価の 3 評価を行った切断前に①および②を行い、切断後の
神経変化について2週間後および4週間後に①～③の評価を行った。神経融合法は1 縫合、PEG、
センダイウイルス、リポフェクタミン、電気刺激すべてによる融合 2 縫合のみ(control)3 縫合
＋PEG＋電気刺激(電気刺激の効果確認)の三グループを用いて行った。 
 
４．研究成果 
mito-GFP マウスによる軸索輸送は、二光子顕微鏡下に、安定的に観察でき、軸索を部分的に損
傷することも可能であった。 
この損傷やキシロカイン等の麻酔薬によってミトコンドリアの軸索輸送が停止する様子も観察
することが可能であった。 

ただ、神経融合法については、他の報告（Roh, Joseph PRS2022）では PEG のみでも効果があっ
たとされており、理論的には第 2週までで回復を得られると考え実験を行ったが、今回の我々の
検討では、電気生理学的に、筋電図および伝導速度の回復においてコントロール群と融合実験群
で明らかな有意差を認めず、組織学的検討においては、融合法を用いた群で回復軸索数が少なく、
神経損傷が強い傾向にあった。これは、我々の方法における PEG の種類・量・浸漬時間、センダ

イウイルスの量・タイミン
グ・浸漬時間、電気刺激の強
度と時間等についてさらに
細かく検討する必要があっ
た可能性、または他の PEG を
用いた報告でも軸索のワー
ラー変性が食い止められた
との報告ではなく、軸索融合
ではない別の機序が神経再
生に作用している可能性が
示唆された。今後しばらくこ
の分野の動向を注視しなが
ら、これら機序や方法の改善
が得られるかについてもう
少し進展があった場合に、そ
の知見を踏まえて次のステ
ップを検討する必要がある
と考える。 
 
 

図 3mito-GFPマウスによる二光子顕微鏡下軸索輸送観察 

図 4軸索融合実験後遠位側軸索断面 
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