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研究成果の概要（和文）： 

顔面神経核から末梢のターゲットまでの軸索損傷モデルを作製し、顔面神経 motoneuron の逆
行性変性現象のメカニズムとその阻止効果を検討した。損傷後 1 か月において末梢損傷ではわ
ずかな motoneuron が緩徐に脱落するのみに対し、脳幹内軸索損傷は急速に重篤な逆行性変性を
急速に来たし、3%弱のみの生存となる。各種移植操作、薬剤投与による阻止を試みたところ、
自家末梢神経移植操作で 8 倍、造血因子であるエリスロポイエチン投与で 3 倍の生存率を得た
が、他の移植操作や薬剤では有効な効果は得られなかった。細胞死の機構としてアポトーシス
の関与が推測されているが、我々の脳幹内損傷モデルでは NO の関与は示唆されるが、アポトー
シスの関与を支持する所見はえられなかった。さらに多剤での神経細胞脱落阻止作用を検討す
ることが中枢神経変性阻止、再生につながるものと思われる。 
 
研究成果の概要（英文）：Axonal injury models throughout the facial nerve from brainstem 
to the target was utilized to analyze the mechanism of retrograde motoneuron 
degeneration and seek the preventing factors against the neuronal loss.  Peripheral 
injury induced little motoneuron degeneration, but brainstem injury showed massive 
and rapid degeneration resulting in only 3% neuronal survival on day 28.  Peripheral 
nerve autograft induced 8-times axonal survival and erythropoietin 3-times, but no 
other neuroprotective factors found so far.  Nitric oxide was supposed to be related 
to the mechanism of neuronal loss but apoptosis was not.  The neuroprotective 
mechanism for retrograde degeneration might give us the cue for CNS regeneration. 
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1. 研究開始当初の背景 

末梢神経では軸索損傷後，軸索の再生機構が
ただちに働き、機能回復が期待される。すな
わち損傷部位より末梢軸索のワーラー変性
に引き続き末梢性グリアであるシュワン細
胞の活動が活発になり再生機構にはいる。こ
れにはシュワン細胞遊走促進作用をもつガ
レクチン-1（Fukaya K, Hasegawa M et al, J 
Neuropathol Exp Neurol 2003）等、さまざ
まな因子が関与する。一方で中枢神経の損傷
では Waller 変性によりまず傍絞輪部の中枢
性グリア（乏突起膠細胞）細胞突起の変化に
始まり（Hasegawa M et al, Brain Res 1988）、
遠位側軸索が変性する。加えて損傷部から中
枢側の神経細胞体に向って逆行性変性が引
き起こされると急激に神経細胞が脱落する
ことによりこの経路は消失してしまうので、
その後の再生は期待できない．軸索損傷によ
り引き起こされる逆行性変性の程度は、個体
の成熟度や軸索の切断部位によって大きく
異なる特徴があることがわかった．すなわち、
幼弱ラットでは末梢性軸索損傷により逆行
性変性で多くの神経細胞は死に至るものの，
成熟ラットではほとんどの神経細胞は死を
免れ軸索を再伸長する(Snider WD et al J 
Neurobiol 1992, Mattsson P et al Brain Res 
Bull 1999)．一方、成熟ラットの中枢側軸索
損傷においては，神経細胞の変性は末梢側軸
索損傷に比して重篤である(Dai CF et al Am 
J Otol 2000, Mattsson P et al Brain Res 
Bull 1999)．すなわち中枢側軸索損傷後 1 ヶ
月で約 7 割の神経細胞が細胞死に至るが、こ
のモデルは、脳槽内で顔面軸索を切断するも
ので手技が困難で再現性に乏しい。我々は定
位脳的にラット脳幹内の顔面神経軸索を背
側から切断することにより，成熟動物で顔面
神経核の逆行性変性をきたすモデルを確立
した．この定位脳的脳幹内顔面神経軸索切断
モデルでは、術 1 か月後でわずか数％の顔面
神経細胞生存率しか示さず、神経移植、筋移
植、造血因子投与等の操作が神経保護作用が
あるとする予備実験の結果を得た。これらに
より、逆行性神経変性のメカニズムの詳細と
これにかかわる中枢グリア、末梢グリアの反
応、ならびに各種移植操作に対する反応等を
詳細に検討することは、中枢神経再生への有
用な知見が得られると考えられた。 

 

２．研究の目的 

脳幹内運動神経（例えば顔面神経、舌下
神経）の軸索損傷は、患者にとって永続
的な機能障害をもたらす。すなわち、末
梢神経組織内における顔面神経損傷は臨
床的にも神経吻合が可能でこの手技によ

り軸索再生をもたらし、顔面神経の機能
回復が充分期待できる一方、第四脳室底
あるいは脳幹内では顔面神経経路の軽微
な損傷により顔面神経機能の不可逆的な
機能障害を引き起こし患者に多大な不幸
をもたらす。実験的には中枢神経の再生
をめざして、 neurotrophins 、 neural 
cytokine、接着因子などのいわゆる神経
成長栄養因子が、また一方で多彩な潜在
能力を持つさまざまな幹細胞の治療への
応用の可能性が報告されているが、損傷
motoneuron の機能回復に関しては、いま
だ治療へのbreakthroughが得られていな
い。本研究では、以下の項目に特に重点
を置き、中枢神経細胞の変性を予防し、
再生を促すメカニズムを究明することを
目的とした。 
(1)脳幹内顔面神経軸索損傷により引き
起こされる逆行性神経細胞変性の重症度
とそのメカニズムの検討 
成熟ラット顔面神経核の逆行性変性モデ
ルを確立し，軸索損傷部位の違いによる
神経細胞の変性，脱落とグリア細胞の反
応を経時的に比較検討することで逆行性
変性の機構の詳細をさぐる．顔面神経軸
索を茎乳突孔出口部で切断した末梢損傷
モデル，同部位で引き抜き末梢モデルよ
り神経核側の錐体骨内で損傷を加えた引
き抜き損傷モデル，定位脳的に脳幹内顔
面神経膝部を切断した脳幹内損傷モデル
を作製し，神経細胞の変化と生存率，周
辺のグリア細胞の反応を検討する．顔面
神経軸索損傷後，神経細胞体の周辺では
グリアの反応が惹起され瘢痕形成と
trophic factor の産生、oligodendrocyte
による軸索伸長抑制、マイクログリアの
反応、マクロファージの貪食、末梢神経
組織からの Schwann 細胞の侵入と軸索伸
長作用等、それぞれの細胞に付随する細
胞外マトリックスの作用や trophic 
factor の複雑なネットワークの関与が予
想される。 
逆行性神経細胞変性のメカニズムの評価 
幼弱動物の軸索損傷後の逆行性神経細胞
変性のメカニズムの一つとしてアポトー
シスが知られている。脳幹から 0.5 ㎜の
末梢軸索損傷で顔面神経核にアポトーシ
ス が 見 ら れ る こ と が 報 告 さ れ た
（Mattsson, J Neurosurgery 2006)が、
より損傷が重度であることが想定される
脳幹内損傷では全く手がかりがない。 
(2)自家末梢神経移植による神経保護作
用 
軸索損傷が神経細胞体から遠いほど神経
細胞死が起こりにくいことにより，切断
部位よりも遠位の神経組織が放出するニ



ューロトロフィンやサイトカイン，各種
成長因子などの神経栄養因子がなんらか
の輸送機構により細胞体に運搬されるこ
とで保護作用を示すと考えられている。
シュワン細胞脳幹内移植による顔面神経
核の神経保護作用の解明は臨床的に脳幹
損傷の治療に大きな貢献が期待できるも
のである。 
(3)自家筋組織移植による神経保護作用 
ZompaらJ Neurotrauma, 1997、Banks ら 
Int. J. Dev. Biol., 2002、Arceら J 
Neuroscience, 1998,らの報告から、筋組
織には物理的支持組織としての働きのみ
ならず、筋組織培養の上清や筋組織からい
まだ同定されない神経成長維持因子の存
在が想定されている。 
(4)造血因子エリスロポイエチン投与に
よる神経保護作用の評価 
逆行性神経細胞変性を誘発する因子とし
て，GDNF, BDNF等の神経成長栄養因子と
その受容体の欠落，アポトーシス因子，
フリーラジカル等が推測され、フリーラ
ジカルに属する一酸化窒素（NO）は神経
細胞においても生成され，神経伝達物質
様作用，細胞内セカンドメッセンジャー
と し て の 役 割 等 を 有 し て い る ． 
erythropoietin, (EPO）は，造血作用の
ほか神経の発生と発達，脳の恒常性の維
持を担っていると考えられており．特に
顔面神経に関しては，産生されたNOが細
胞死を誘発する一方、神経保護作用的側
面も報告されている．遺伝子組み替えヒ
トエリスロポエチン（recombinant human 
EPO, rhEPO）の投与による脳脊髄虚血や
外傷後の神経細胞死抑制作効果が本モデ
ルで確認されれば臨床治療につながるも
のである。 
(5) CaブロッカーであるNimodipineが、
顔面神経核の生存を促進する（Mattsson
ら、J Neurosurgery 1999）。さらに強い
生存維持促進薬剤の同定、評価は急務で
ある。神経自己防御機構として働く細胞
内cAMPを増加させ、保護作用のみか再生
作用を併せ持つとされるHFGの産生を促
すとされるシロスタゾールの効果の有無
を検討した。 

 
３．研究の方法 
実験モデルの作成 
定位脳装置に固定したラットの頭頂部正中
に約4cmの皮膚切開を加え、右後頭骨に
7mm×20mmの骨窓を設けた(図1a)．ブレグマ
から尾側に10mm，腹側に8mm，正中から1mm外
側に存在する脳幹内の顔面神経膝部に向か
い，水平から45度下方の角度に固定したマイ
クロメスを，横静脈洞の損傷を避け，経小脳
的に切断した(図1b)．完全顔面神経軸索切断

図1a 
 
がえられたことは，麻酔覚醒後手術翌日まで
損傷側の頬髭に全く動きが見られないこと
で確認した．術後わずかでも損傷側の頬髭に
動きが見られた場合には，不完全損傷として
対象より除外した． 

 

図 1b 

 

生存細胞数のカウント 
各手技の2週、4週後に灌流固定ののちに、固
定包埋し、20μmの厚さに薄切し、ニッスル
染色で顔面神経核における顔面神経細胞の
生存率を計測した。ニッスル染色後、
Hottingerら30）の方法に基づいて、グリア系
細胞を除外し，核と核小体が明染される直径
20μm以上の細胞を生存神経細胞としてカウ
ントした． 
自己末梢神経組織、自己筋組織移植 

大腿から坐骨神経、後頸部より僧帽筋の一部
を5-10㎜長採取し、自己移植組織とした。い
づれも定位脳的脳幹内軸索損傷作成後に、同
部位から2㎜深部まで切断部に向かって3分
かけて緩徐に挿入した。 
エリスロポエチン投与 

rhEPOを，500単位/㎏，5000単位/㎏，10000
単位/㎏をそれぞれ手術の24時間前，手術直
後，以後24時間ごとに連日腹腔内投与した． 
シロスタゾール投与 
軸索損傷モデルラットに0.03%および0.1%濃
度のシロスタゾール混合飼料を2週間投与し
、ニッスル染色で顔面神経核における顔面神
経細胞の生存率を計測した。 
神経逆行性変性の評価 



神経細胞逆行性変性過程におけるNOの関連
をNADPH-diaphorase染色を用いて検討した．
アポトーシスはTUNEL法を用いて、検討した
。 
４．研究成果 
各実験群の顔面神経細胞生存率の概要 
脳幹内軸索の切断とその末梢のワーラー変
性を確認した(図 2)。術後 7 日目における顔
面神経細胞生存率は末梢損傷群で 100％，引
図２ 

き抜き損傷群で 95％であるのに対し脳幹内
損傷群では 31％で，脳幹内軸索損傷により有
意に低下した（p<0.01）．末梢神経脳幹内移
植群で術後 7 日で 44％、28 日で 20%の生存率
であり、移植操作により逆行性変性は有意に
抑制された（p<0.01）。術後 28 日目では，末
梢損傷群で 90％であるのに対し，引き抜き損
傷群で 50％，脳幹内損傷群で 2.3％と有意に
生存率が低下した（p<0.01）（図 3a-e）． 

図３a-d. a;コントロール、b;末梢遠位損傷、
c;末梢近位損傷、d;脳幹内軸索損傷 

図 3e 
 

周辺のグリア細胞には明らかな変化は見ら 
れなかった。以上より，顔面神経軸索損傷後
の神経細胞の生存には，神経核周辺のグリア
の関与は軽微で，損傷部位よりも末梢に存在
するシュワン細胞が脳幹内の損傷において
も神経細胞死の抑制に大きく関与している
ことが示唆された． 
末梢神経脳幹内移植群で術後 7 日で 44％、28
日で 20%の生存率であり、移植操作により逆
行性変性は有意に抑制され（p<0.01）、末梢
シュワン細胞が脳幹内でも大きな神経保護
作用を示した(図４)。 

 

図４ 
 
筋組織移植では 14 日で 42%、28 日で 6.8%の
生存率を示し、損傷早期においては、自家筋
移植操作が末梢神経移植群より変性抑制効
果が見られたものの、28 日ではコントロール
とに有意な差は見られなくなった。これは筋
組織からの neurotrophic factors が神経保
護並びに生存維持に働くものの筋組織その
ものの血流不足から早期に変性に陥ること
が一因と考えられた(図 5)。 
 

図５ 
 
エリスロポイエチン投与による神経保護効
果と NADPH-diaphorase 陽性細胞の発現変化 
正常組織では星状膠細胞膜がEPO陽性，顔面
神経細胞膜がEPO-R陽性，かつそれぞれの細
胞はNADPH-diaphorase陰性であった．EPO投
与による生存神経細胞は，第7病日で61％，
第14病日で43％，第28病日で8.2％と有意に
増加した（Figure）．顔面神経軸索損傷によ
り，顔面神経核周辺にEPO陽性星状膠細胞が
集積した．一方，生存顔面神経細胞に占める



NADPH-diaphorase陽性細胞の比率は，第4病
日で20%，第7病日で47％，第14病日で99％，
第28病日で91％であった．rhEPOを連日腹腔
内投与（5000U/kg）することにより， 
NADPH-diaphorase陽性顔面神経細胞の比率
は有意に低下し，第7病日で35％，第14病日
で75％，第28病日で81％であった。以上の結
果より，ラット顔面神経脳幹内損傷軸索に対
して外因性rhEPOが，顔面神経細胞の逆行性
変性，脱落を抑制することがわかった．これ
は，脳幹内損傷顔面神経細胞の逆行性変性・
脱落にNOによる酸化ストレスが関与し，外因
性rhEPOがこれを抑制することにより神経保
護作用を示すことが推察された（図6）。 

図６ 

 

シロスタゾール投与 
今回の検討した2週間投与では顔面神経細胞
の生存率はコントロール 27%、0.03%群 31%、
0.1％群で 26%であった(図 7)。 
臨床的には各群において髭の動きに程度の

図 7 
 
差は確認できなかった。生存細胞数に各群で
差は見られず、神経保護作用はないものと推
察された。しかしながら顔面神経麻痺による
摂餌量が悪く神経損傷モデルで本薬剤の摂
取量は不十分であった可能性があり、cAMP の
増加、HGF の産生を促すとされるシロスタゾ
ールの神経保護作用の方向があることから、
本モデルでのさらに厳密な評価には強制経
口摂取等の投与方法の検討が必要と思われ
た。 
 

細胞死のメカニズム 
脳 幹 内 顔 面 神 経 軸 索 損 傷 モ デ ル で は
apoptotic body や、TUNEL 陽性細胞は 1-4 週
を通じて確認できず、逆行性変性にアポトー
シスの関与は確認できなかった。脳幹から
0.5 ㎜の顔面神経損傷で、末梢神経部分の軸
索損傷に相当の検討（Mattsson ら , J 
Neurosurgery, 2006）ではアポトーシスの関
与が示唆されており、我々の結果と相違がみ
られた。脳幹内の損傷はより軸索損傷が重症
で、末梢からの neurotrophic factor が枯渇
することで細胞死が急速に進むために変化
を把握できない可能性は否定できないもの
の、アポトーシスとは全く異なった経路で細
胞死を迎える可能性を否定できない。 
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