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研究成果の概要（和文）：神経特異的に YFP 蛍光タンパクを発現するマウスを用いて、座骨神

経切断後再生モデルを作製し、蛍光実体顕微鏡下マウス後肢足背部における神経再生の過程を

経時的かつ非侵襲的に評価する方法を確立した。この方法を用いて新規の神経再生に関与する

因子の探索を行ったところ、ナトリウムチャネルの一つである Nax がエンドセリン及び乳酸経

路を介して神経再生に関与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We created a peripheral nerve regeneration model by using a
thy1-YFP transgenic mice, which express a fluorescent protein (YFP) in their
sensory/motor neurons. By monitoring sequentially and noninvasively the foot dorsal
cutaneous innervation by in vivo fluorescence imaging, we could evaluate the effect of
various factors in nerve regeneration. In these factors, we found that Nax, a sodium
channel, is functionally coupled to endothelin for lactate release and involves peripheral
nerve regeneration.
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１．研究開始当初の背景
神経因性疼痛とは、侵害刺激を起こす組織損
傷がなくても末梢神経や中枢神経の器質的
あるいは機能異常の結果として生じる難治
性疼痛であり、臨床的には帯状疱疹後神経痛、
三叉神経痛、幻肢痛などがよく知られている。
末梢神経が切断されると、細胞体より切り離
された軸索は速やかに分解され、神経再生の
ための環境を整えている。次に神経傷害近位
端からの発芽（sprouting）、伸長した新しい

神経線維と末梢側にある元の神経回路との
再 結 合 お よ び 不 要 な 再 生 神 経 の 除 去
（pruning）が起こり、ミエリン鞘の形成、
運動神経末端の筋受容体との接合によって
支配下にある筋肉の機能回復が起こる。これ
らは軸索、シュワン細胞、そしてそれらを取
り巻く細胞外マトリクスによって行われ、そ
の組織環境を維持する神経内膜や、神経周膜、
またそれと同時に末梢標的組織の機能維持
が重要である。神経損傷から再生が始まるま
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での期間が長くなる程これらの組織環境の
維持が困難になり、神経因性疼痛の発症につ
ながる傾向にあると考えられている。これま
で動物モデルを用いた疼痛の発症および維
持は主に生体動物の行動試験を用いて評価
されており、神経再生の評価については運動
機能回復試験と再生神経の組織学的な解析
が用いられてきたが、各試験での結果が一致
しないこともしばしば報告されており、これ
は組織サンプリングの時期が適当でないこ
とや、個体差が原因とされていた。同一個体
から神経再生の経時的な変化を評価する方
法の確立は、神経再生のより正確なモニタリ
ングを可能にし、神経再生機構の解明につな
がると考えられた。

２．研究の目的
（１）神経特異的に蛍光タンパクを発現する
マウスを用いて人工チューブによる再生モ
デルを作製し、神経再生の過程を in vivo イ
メージング法を用いて観察する方法を確立
する。同時に運動機能の回復および神経因性
疼痛の状態も経時的に観察し、総合的に神経
再生の状態を評価する。
（２）前項で確立したモデルに、神経損傷時
に産生放出される痛みの発生と調節に関与
する物質の阻害剤を投与し、その効果を明ら
かにする。また、遺伝子改変マウスを用いて
も同様の解析を行う。
（３）神経再生に関与することが新たに示唆
された、Nax ナトリウムチャンネルの神経再
生における役割の解明を行う。

３．研究の方法
（１）in vivo 蛍光イメージングによる神経
再生評価法の確立
① 軸索特異的に YFP 蛍光タンパクを発現す
る Thy1-YFP トランスジェニックマウスを用
いて、麻酔下座骨神経を切断し、神経両端を
シリコンチューブに縫合し、チューブ内に浸
透圧ポンプを用いて持続的に試薬を投与で
きる神経切断再生モデルを作製した（図１A 、
B）。麻酔下マウスの後肢を足背部を上にして
固定し、蛍光実体顕微鏡にて神経由来の蛍光
を観察した。術後毎週測定を行った。
② 後肢の知覚および運動機能の回復評価と
して、後肢足底を von Frey フィラメントで
刺激し、足を引き上げる回避行動を測定して
評価した。術後毎週測定を行った。
③ 術後 8週目にシリコンチューブ内に再生
された神経を回収し、電子顕微鏡による軸索
数およびミエリン鞘の厚さの測定を行った。
また、免疫組織学的な手法を用いて軸索、ミ
エリン鞘および血管の形態の観察を行った。

（２）神経損傷時に産生放出される痛みの発
生と調節に関与する物質の神経再生への効
果の検討
座骨神経切断後再生モデルマウスに、ATP 受
容体の広範囲な阻害剤である Suramin、
Protein kinase C の阻害剤である RO318220、
エンドセリン受容体の阻害剤（BQ123、BQ788）、
プロスタグランジンの産生を阻害する
Indomethacin、NO 合成酵素の阻害剤である
L-NAME（L-NG-Nitroarginine methyl ester）
を投与して、神経再生への効果を検討した。
また、膜結合型プロスタグランジン E合成酵
素 (mPGES-1)のノックアウトマウスおよび
Na濃度依存性のチャンネルであるNaxのノッ
クアウトマウスを用いて同様の検討を行っ
た。

（３）神経再生過程における Nax ナトリウム
チャネルの役割の解明
① Nax ナトリウムチャネルと乳酸シグナル
の関連性の解明：wild および Nax ノックアウ
トマウスを用いて神経再生モデルマウスを
作製し、乳酸および乳酸トランスポーターの
阻害剤の投与による神経再生への影響を試
験にて測定した。また、その調節メカニズム
を詳細に検討するために、座骨神経よりシュ
ワン細胞を単離培養し、in vitro での Nax
ナトリウムチャネルを介した乳酸放出の変
化を測定した。
② Nax チャネルとエンドセリン（ET-1）シグ
ナルの神経再生における関連性の解明：神経
が損傷すると ET-1 およびその受容体が増加
し、そのシグナルが増強されることから、培
養シュワン細胞における ET-1 のナトリウム
イオンの取り込みへの影響を検討し、Nax ナ
トリウムチャネルおよび乳酸シグナルを経
由しておこる神経再生機構の構築を行った。

４．研究成果
（１）in vivo 蛍光イメージングによる神経
再生評価法の確立
① 軸索特異的に YFP 蛍光タンパクを発現す
る Thy1-YFP トランスジェニックマウスを用
いて座骨神経切断再生モデルを作製した（図
１A,B）。術後 2 週および 4 週（図１D,E）に
シリコンチューブを露出させて再生神経を
撮影すると、2 週でチューブの２／３程度（矢
印）、4 週では末梢断端まで伸長しているのが
確認できる。術後 8 週には指先まで到達する
様子が確認できた。（図 1G,H）、この蛍光は足
背の皮膚を透過して確認できた（図 1I）。図
2 に測定に用いた神経像を示した。未処置側
（A）と比較して 2週後には外側（３－５指）
の神経が消失していたが（B）、6 週後には指
まで伸長している神経（矢印）が確認できた
（C）。神経栄養因子である NGF および GDNF



を投与したときの効果を術後２－８週で経
時的に測定したところ、NGF および GDNF にて
再生を促進する傾向が認められた。

図１：座骨神経切断再生モデルと神経由来蛍
光の検出

図２：足背部における再生神経伸長の測定

② 後肢足底を von Frey フィラメントで刺激
したところ、術後 3 週まではいずれのマウス
も回避行動を示さなかったが、4 週には NGF
および GDNF 投与群で約３０％のマウスに回
避行動がみられた。術後 7週には全てのマウ
スで正常な反応が測定された。
③ 術後 8 週に回収した神経を解析したとこ
ろ、再生神経でも未処理神経同様に（図３

A-C）軸索（YFP；図３D）、ミエリン鞘（MBP；
図３E）および血管（CD31；図３F）を確認で
き、NGF、GDNF、コントロール群間での違い
は見られなかった。電子顕微鏡で観察したと
ころ、3群に大きな違いは見られなかったが、
軸索数およびミエリン鞘の厚さを測定した
ところ、NGF 投与群において非ミエリン化軸
索の数が増加しミエリン鞘が薄くなってい
た。

図３：再生神経の組織学的検討

これらの結果より、Thy1-YFP トランスジェ
ニックマウスの足背皮膚での蛍光を in vivo
イメージング法で測定すると、再生神経の組
織学的検討より感度良く、且つ経時的に座骨
神経再生を評価できることが明らかとなっ
た。また、von Frey フィラメント刺激に対す
る回避行動でも in vivo イメージング法同様
に感度良く再生を評価できることがわかっ
た。この方法を用いることによって他の因子
の神経再生効果の評価にも有用であると思
われた。

（２）神経損傷時に産生放出される痛みの発
生と調節に関与する物質の神経再生への効
果の検討

痛みの発生と調節に関与する物質の神経
再生への効果を感覚、運動機能の回復試験を
用いて評価した（図４）。ATP 受容体の阻害剤
である Suraminを座骨神経切断再生モデルに
投与すると、術後 4 週から 7 週にかけて神経
再生の遅れが認められた。NO 合成酵素の阻害
剤である L-NAME では術後３週から５週にか
けての遅れが認められた。Protein kinase C
の阻害剤である RO318220 およびエンドセリ
ン受容体の阻害剤（ETRA：BQ123、ETRB：BQ788）
では 4週から 5週にかけての軽度の遅れが認
められた。一方、プロスタグランジン合成阻
害剤の Indomethacin は再生阻害効果が認め
られなかった。また mPGES-1 ノックアウトマ
ウスでは再生阻害効果が認められなかった。
Nax のノックアウトマウスでは術後 4 週より
再生の阻害が認められ、12 週後でも完全には
回復していなかった。



図４：各種因子および遺伝子改変マウスにお
ける神経再生に伴う運動機能回復の測定

これらの結果より、ATP 受容体は神経再生
にも関与することが明らかとなった。
Protein kinase C 阻害剤による部分的な再生
なく、他のシグナル経路の下流で神経再生に
関与していることが示唆される。エンドセリ
ン受容体は ETAR が神経軸索に、ETBR がシュ
ワン細胞に発現することが知られている。エ
ンドセリン受容体阻害剤による部分的な再
生の抑制は、これら両者の発現が再生に関与
することを示唆している。Indomethacin およ
び mPGES-1ノックアウトマウスでは再生阻害
効果が認められなかったことから、プロスタ
グランジンは神経再生には関与していない
ことが示唆された。NMDA 受容体は NR2B サブ
ユニットの Tyr1472 がリン酸化されると活性
化し、Ca の流入が起こり、NO 合成酵素が活
性化され、疼痛に関与していると報告されて
いる。L-NAME および NR2BY1472F マウスで認
められた再生阻害効果は NMDA 受容体の末梢
神経再生への関与を示唆するものである。電
位依存性 Na チャンネルは発痛に関与するこ
とが知られているが、Nax は Na 濃度依存性の
チャンネルであり、これまで脳内においては
体液の Na 濃度を監視するセンサーとして働
くことが知られているが、末梢神経系におい
ての生理的な役割については不明であった。
今回、Nax ノックアウトマウスで最も強い再
生阻害効果が見られたことから、Nax チャン
ネルを介した新規の神経再生機構の存在が
示唆された。

（３）神経再生過程における Nax ナトリウム
チャネルの役割の解明
① Nax が脳神経系ではグリア系細胞におけ
る乳酸放出に関与することが報告されてい
ることから、座骨神経再生における Nax と乳
酸の効果を検討した。wild および Nax ノック
アウトマウスを用いて座骨神経切断再生モ
デルマウスを作製し、乳酸および乳酸トラン
ス ポ ー タ ー の 阻 害 剤 （ α
-cyano-4-hydroxy-cinamic acid，CIN）を投
与して神経再生に与える影響を測定した（図
５）。wild マウスに CIN を投与すると、運動
機能の回復の遅れが認められた。また Nax ノ
ックアウトマウスに乳酸を投与すると、運動
機能の大幅な回復が認められ、この効果は
CIN を同時投与することで阻害された。次に、
末梢神経でのグリア系細胞であるシュワン
細胞における乳酸産生について検討した（図
６）。シュワン細胞培養系において培養液の
ナトリウム濃度を上げると乳酸の放出が増
加した。この効果は Nax ノックアウトマウス
由来の細胞ではみられなかった。
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図５：Nax チャンネルおよび乳酸の神経再生
に伴う運動機能回復への効果

図６：培養シュワン細胞からの乳酸放出

② 神経が損傷すると、ET-1 およびその受容
体の発現が増加することが知られている。
ET-1 受容体の阻害剤を座骨神経切断再生モ
デルマウスに投与すると、運動機能の回復が
部分的に抑制された（図４）。シュワン細胞
には Nax チャンネルおよび ETB 受容体が発現
しており、培養液中の Na 濃度を上げると、
細胞内 Na 濃度の増加が認められた。また、
ET-1 を投与しても細胞内 Na 濃度が増加し、
これらの効果は Nax ノックアウトマウス由来
の細胞では有意に低かった（図７）。ET-1 投
与によってシュワン細胞からの乳酸放出量
も増加し、Nax ノックアウトマウス由来の細
胞では有意に低かった（図６）。これは ETA
受容体の阻害剤（BQ123）によっては抑制さ
れず、ETB 受容体の阻害剤（BQ788）によって
抑制された。

図７：培養シュワン細胞における細胞内 Na
濃度の変化

これらの結果より、生体では Nax チャネル
を介してシュワン細胞内部の Na 濃度が増加
すると、乳酸の再生および放出が増加し、こ
れによって神経再生が促進していることが
明らかとなった。Nax チャンネルを介した Na
の流入は細胞外 Na 濃度の増加以外にも ET-1
によっても促進されることから、神経損傷に
よって増加した ET-1 のシグナルが、Nax チャ
ンネルを介して神経再生に関与しているこ
とが示唆された
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