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研究成果の概要（和文）：神経再生の環境設定と複数栄養因子同時投与の可能性について研究を

進展させた。血糖コントロールと組織再生に関する解析は一定の成果が得られ、神経の正常な

再生に最適な組織液環境としては正常の血糖濃度域が最適で、多くても少なくても不適である

ことが証明された。DDS(drug delivery system)に関して、シート体の徐放形態を開発し、その

効果を判定した。現在、臨床への応用に向かって準備を進行中である。 
 
研究成果の概要（英文）：For the better recovery of damaged neurons, cellular environment 
seems to be crucial. In the present study, the authors assessed effects of neurotrophic 
factors in various settings. As the results, it was revealed that normo-glycemia is the 
best condition for the neuro-regeneration. Newly developed drug delivery system was 
identified as effective for gradual release of nerve activity controlling drugs. 
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１．研究開始当初の背景 

神経栄養因子を用いた再生医学的検討は
既に整形外科、脳神経外科、神経内科領域な
どで検討されているが、麻酔科学的見地から
の神経障害性癒痛発症予防などに関する研
究はこれまで極めて少なかった。最近、NT-3
投与による神経障害性痔痛時の熱過敏性回
復、GDNF による神経傷害性痙痛モデルでの機
能回復、BDNF による脊髄ノルアドレナリンニ

ューロン発芽誘導によるクロニジン鎮痛促
進などが相次いで報告されており、神経障害
後の不完全な神経回路網再生に伴う感覚障
害への効果を更に詳細に検討するべき段階
と考えられた。特に、NGF や BDNF などは、過
剰産生が異常な再生を誘導し、障害を悪化さ
せる要因とも疑われるので、単純に過剰投与
するのではなく、時間的空間的に発現量を調
節する手法が必要と考えられる。今回の研究
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では、京都大学で開発されたゼラチンハイド
ルゲルによる徐放化システムを応用し、栄養
因子の長時間徐放法の意義も検討した。また、
慢性痛発症に関与するとされる、NGF、BDNF
など、その他の栄養因子についても順次検討
を加えた。尚、FGF-2-siRNA 用いた基礎研究
は腫瘍発育や gliosisに関して開始されてお
り、慢性痛発生機序解明についても研究を開
始する適期と考えられた。 

麻酔薬の細胞増殖や神経発芽への影響に
ついてはこれまでにも焦点が当てられたこ
とがあったが、機能的な神経回路網構築に対
する麻酔薬の影響については、これまでほと
んど研究されていなかった。局所麻酔薬によ
る背側神経核での発芽抑制、原始的な神経組
織を用いた研究、GFP-actin を発現するトラ
ンスジェニックマウスの海馬ニューロンを
用いた研究、PKC の酵素活性を測定した我々
の研究程度に止まっていた。そこで今回、麻
酔薬の神経回路再生過程への影響に関する
研究を企画した。 
 
２．研究の目的 

虚血や低酸素、外傷などによって傷害され
た神経が完全に再生されないために生ずる、
運動機能障害や感覚傷害、慢性痛などは罹病
者の苦痛はもとより、社会に多大な経済的損
失を与えている.神経組織が機能を果たすた
めには、神経細胞が正しく回路網を形成し、
相互に情報伝達を行わなければならない。単
なる細胞の増殖や分化だけではこうした機
能的な組織は形成されず、発生及び再生の過
程において精緻な制御機構が働いていると
考えられる。今回の研究においては、これま
での技術・知識の集積を生かして、複数の神
経細胞による神経回路網構築の過程に対し
て 、 各 種 の 神 経 栄 養 因 子
(NGF,BDNF,GDNF,NT-3) や 細 胞 増 殖 因 子
(bFGF,VEGF,HGF,PDGF)はどのように影響を
与えるのか、時相・部位特異的に作用させる
ことに依って損傷後の組織修復に寄与する
のか(ある部位では作用を抑え、別の部位で
は作用を強化することで正常な回復を促進
するか)、麻酔や神経ブロックに使用される
薬は正常および異常な発生・再生過程をどの
ように修飾するのか、最新の細胞培養システ
ムを用いた基礎実験、行動実験、および臨床
データをもとに明らかにすることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
再生神経細胞突起の細胞骨格と情報伝達機
構に関する細胞生物学的研究 
細胞の成長過程、細胞突起問認識をリアルタ
イムで顕微鏡下に観察する研究 
 
(1)自動焦点補正タイムラップスビデオシス

テムを用いて成長円錐部の形態変化を観察
する。 
A.胎生 8日目 chickDRG を採取→BPE 添加 F12
培地で 20 時間培養→局所麻酔薬、揮発性麻
酔薬 or 溶媒のみ添加→アクチン繊維の動態
の継続的観察→濃度依存性、暴露時間依存性
等の解析 
B.胎生 10 日目 chick sympathetic chain と
DRG を採取→BPE 添加 F12 培地で 20時間共培
養→成長円錐部の反発現象観察→局所麻酔
薬、揮発性麻酔薬 or 溶媒のみ添加→反発頻
度、成長円錐崩壊頻度の計測→濃度依存性、
暴露時間依存性等の解析 
(2)細胞間認識機構での細胞内 Ca2+の役割と
麻酔薬の影響を解明する。 
胎生 10 日目 chick sympathetic chain と DRG
を採取→BPE添加F12培地で20時間共培養→
蛍光 Ca2+指示薬 Fura-2/AM 負荷→成長円錐
filopodia が相手ニューロンの突起と接触し
た際の Ca2+濃度測定→時間的空間的変化の
解析(Aquacosmos)→局所麻酔薬、栄養因子 or
溶媒のみ添加→filopodia退縮時の局所 Ca2+
濃度測定→濃度依存性等の解析 
 
徐放化栄養因子の神経再生に及ぼす影響に
関する研究 
神経傷害後の回復に及ぼす各種栄養因子の
影響を、高濃度の局所麻酔薬による神経傷害
をモデルとして検討する研究 
(1)培養細胞を細胞死(アポトーシスを含む)
を誘発する濃度の局所麻酔薬に暴露し、暴露
後の回復過程で栄養因子もしくは発現阻害
物質を存在させた場合に培養細胞の回復率
が高まるか、分化が進むか観察する。 
局 所 麻 酔 薬 暴 露 → washout →
BDNF,NT-3,GDNF(5-20ng/ml) ま た は
FGF-2,VEGF(1-10ng/ml)添加培地で 24-48 時 
A.初代培養細胞を血清加 MEM 培地で 4日間培
養→テトラカイン添加(1rnM く)10 時間→固
定→死細胞、アボトーシス細胞のカウント 
B.初代培養細胞を 4日間培養→テトラカイン
添加(1mM<)10 時間→テトラカイン間回復→
固定→死細胞、アポトーシス細胞のカウント
(FGF-2,VEGF をゼラチンハイドロゲル徐放化
法で培養液中に供給した場合の効果も同様
に検討。 
C.胎生8日目chick DRGを採取→BPE添加F12
培地で 20 時間培養→テトラカイン(1mM>)添
加 20 時間→growth cone co11apse assay→
テ ト ラ カ イ ン washout →
BDNF,NT-3,GDNF(5-20ng/ml) ま た は
FGF-2,VEGF(1-10ng/m1)添加培地で 24-48 時
間回復→growth cone collapse assay 
 
疼痛回避行動を指標とした行動学的研究 
疼痛回避行動を指標とした神経機能異常の
評価 



 

 

 

 

(1)慢性癒痛モデルラットにおいて徐放化し
た栄養因子が行動異常を予防または回復さ
せるか検討する。逆に、各因子 0)発現を抑制
することが発症を促進または予防するのか
も検討する。 
 Chung モデル・肋間神経結紮モデル→閉創時
に神経傷害部位に徐放製剤化したリドカイ
ンを埋没→経時的な慢性痛の評価(ホットプ
レートテスト、フォンフレイフィラメントテ
スト等) 
(2)正常な発生過程での麻酔薬への暴露が、
疹痛回避行動を変化させるか検討する。 
A.中枢神経系のシナプス形成が完了する前
のラット脳・脊髄スライス→揮発性麻酔薬暴
露(イソフルラン、セボフルラン 00.5-3MAC)、
あるいは静脈麻酔薬(プロポフォール)→電
気生理学的な検討 
B.経時的な行動学的発育の評価(startle 
ref1ex, righting reflex,ホットプレートテ
スト、フォンフレイフィラメントテスト、等) 
 
臨床医学的研究の準備 
(1)徐放化した各種薬剤の慢性痛の発症予防、
もしくは発症後の治療に関する臨床試験の
予備試験 
対象:脊柱管狭窄症、帯状庖疹後神経痛、CRPS
などの慢性痛患者を想定して患者層をアセ
スメントした。 
評価：経時的な visual analogue scale、罹
患関節の可動域(ROM)、ADL 
副作用評価をシミュレーションした。 
(2)痛みとその他の背景因子の関係について、
甘みをモデルとして fMRI をもちいた臨床研
究を行った。 
 
４．研究成果 
神経再生の環境設定と複数栄養因子同時

投与の可能性について研究を進展させた。血
糖コントロールと組織再生に関する解析は
一定の成果が得られ、神経の正常な再生に最
適な組織液環境としては正常の血糖濃度域
が最適で、多くても少なくても不適であるこ
とが証明された。（図１） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図１）糖濃度と神経細胞の回復（本研究成
果 Br J Anaesth. 2010 Apr;104(4):482-6 よ
り引用） 

神経細胞の回路網構築の過程に対して、各
種の神経栄養因子や細胞増殖因子がどのよ
うに影響を与えるのか、時相・部位特異的に
作用させることに依って損傷後の組織修復
に寄与するのか（ある部位では作用を抑え、
別の部位では作用を強化することで正常な
回復を促進するか）、麻酔や神経ブロックに
使用される薬は正常および異常な発生・再生
過程をどのように修飾するのか、最新の細胞
培養システムを用いた基礎実験、行動実験、
および臨床データをもとに明らかにする計
画では、生体内であり得る複数因子の相互作
用に突いて検討した。初年度、２年時の研究
では前年からの継続研究である、線維芽細胞
増殖因子の局所筋肉内注入による血管新生
作用の臨床データを集積することにより、そ
の応用可能性を考察したが、今回は人間への
投与は行わなかった。また、神経に正確に薬
剤を到達させる技術を確立するために、CT ス
キャンガイドの神経ブロック法は臨床例に
おいて開発を進め、正確な針刺入へのリスク
ファクターを画像解剖学的に評価した。
DDS(drug delivery system)に関して、シー
ト体の徐放形態を開発し、その効果を判定し
た。現在、臨床への応用に向かって準備を進
行中である（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図２）リドカイン徐放シートの特性（本

研究成果 Anesthesiology. 2010 Jun;112(6): 
1473-81. より引用） 
 
具体的には、NGF、BDNF、NT-3、GDNF など

神経栄養因子の機能と局在、神経障害後の時
間的発現過程などは少しずつ明らかになり
つつあるが、これらの分子の発現を制御して



 

 

神経障害や慢性痛を治療する方法は十分に
検討されていない。神経系幹細胞を用いた再
生医学的検討は未だ端緒に付いたばかりで
ある。また、神経発生・再生と麻酔に関する
これまでの研究は非常に限定的なものであ
り、単一細胞の活動(細胞分裂など)に対する
麻酔薬の影響、ないしは個体発生全体と麻酔
薬の影響(催奇形性)に関するもののみであ
る。麻酔薬は神経系の情報伝達に影響を与え
ることが知られているにもかかわらず、発
生・再生過程の神経細胞間の相互作用に対す
る麻酔の影響は全くと言える程研究されて
いない。今回の研究の成果は今後増加するこ
とが予想される、神経再生治療に際して最善
の麻酔法、鎮痛法を確立させるためにも有用
な情報を提供するものと思われた。また、周
術期の神経機能低下は、高齢者や合併症を持
つ患者に対する麻酔、鎮痛処置が増加しつつ
ある現代医療の重要な問題である。高次の神
経回路網を温存する管理法、あるいは一度傷
害された回路網を素早く回復させる手段を
確立するためにも本研究の成果は有用と考
えられる。 
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