
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２４年 ５ 月 ２４ 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：ラットの視神経切断端への血管柄付き末梢神経移植法を確立すること

によって、視神経軸索の再生効率がさらに上昇するかを検討した。血管柄無しの遊離末梢神経

片移植の結果を対照として比較したところ、血管柄付き移植の方が視神経再生数と有髄線維数

を有意に増加させることが判明した。マイクロサージェリーを駆使した末梢神経移植による中

枢神経軸索再生法の有効性が確かめられた。 

 
 
研究成果の概要（英文）： The purpose of the present study is to elucidate whether peripheral 

nerve-grafting using microsurgical method to the optic nerve stump enhances axonal 

regeneration of retinal ganglion cells, or not. We sutured the peripheral nerve piece 

with their artery and vein to the optic nerve stump of the rat. We detected the number 

of retinal ganglion cells with regenerating axon by retrograde labeling of Granular Blue, 

1 month later from the grafting. The regenerating axons was evaluated morphologically 

with electron microscope. The effect of the operation was compared with the free 

peripheral nerve-grafting without any artery and vein. Vascularized peripheral 

nerve-grafting enhanced myelination of the regenerating axons. Vascularized peripheral 

nerve-grafting to the nerve stump is promising strategy to enhance axonal regeneration 

of central nervous system neurons. 
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１． 研究開始当初の背景 
 

中枢神経系に属する視神経が切断される
と、機能的、形態的にも再生することはない
とされている。さらには、視神経を軸索とす
る網膜神経節細胞も逆行性に変性する。 
 1985 年、この視神経切断端に末梢神経片
を移植すると、その移植片の中を視神経軸索
が再伸長することが、ラットを用いて実験的
に確かめられた(So & Aguayo, Brain Res 1985)。
その後、形態的に軸索が伸長するだけでなく、
機能的にも再生軸索が視覚情報伝達を担え
ることが確かめられ（Keirstead ら, Science 
1989）、さらには、視覚中枢と再シナプスし
た再生視神経を経由した視覚情報を手がか
りにして、逃避行動を学習できることも確か
められている(Sasaki ら, Vision Res 1993)。この
実験系は、中枢神経回路の機能再生を研究で
きる数少ない実験系であり、代表者を中心と
したグループも、数多くの業績を重ねてきた。
特に、哺乳類の網膜神経節細胞を特異的に染
色・同定できるモノクローン抗体 C38 の単離
（Wakabayashi ら,Vision Res 1996、Brain 
Res 1996 他）は、この研究分野の発展に大き
く寄与することができた。この抗体を用いて、
末梢神経移植を施したフェレット網膜を解
析し、視神経再生細胞は網膜中心部に多いこ
と、再生軸索を持たない生存網膜神経節細胞
は周辺部に多いこと、いずれの領域でも再生
軸索を持つ細胞は、細胞体直径の大きな細胞
であること等を明らかにすることが出来た
(Quan ら, IOVS 1999)。 
 しかしながら、この末梢神経移植による中
枢神経軸索の再生実験系の欠点も、幾つか判
明してきている。中でも最も重要な問題点は、
末梢神経移植を施しても、再生する視神経軸
索の数は高々5%であって 10％超えることは
ないという事実である。この問題がクリアで
きなければ、本実験系をヒトに応用して、末
梢神経移植による視神経再生や脊髄再生を
臨床医学の治療方法とすることは難しいと
考えられる。 
 その原因は、幾つか考えられる。その大き
なものとして、中枢神経軸索の再伸長を支持
する神経栄養因子や軸索伸長因子が、従来の
末梢神経片移植法では、不充分であることが
あげられる。すなわち、遊離の末梢神経片移
植では、手術当初は移植片の血流が途絶する
ため、神経栄養因子の供給元や、軸索再生の
足場として働くシュワン細胞の生存率が低
いことがあげられる。その考えに基づいて、
末梢神経片移植と同時に、眼球内に神経栄養
因子等を注入することにより、視神経軸索再
生の環境を整えてやる戦略が立てられてき

た（Sawai ら、J Neurosci 1996; Watanabe ら、
Neuroscience 2003）。しかし、これまで充分な
成果が得られたとは言い難い状況である。 
 
 
２． 研究の目的 
 
 そこで本研究では、形成外科学分野の
microsurgery 法を用いて、視神経切断端に血
管柄付き末梢神経移植術を試み、血流の途絶
のない末梢神経片の移植手術法の完成を目
指す。加えて、血管柄付き末梢神経移植術が、
従来の遊離の血管柄無し末梢神経移植に比
較して、中枢神経である視神経軸索の再生を、
どの程度促進するかを吟味した。 
 
 
３． 研究の方法 
 
視神経切断端への末梢神経移植術は、代表

者が確立した術式を基礎とする（Wakabayashi
ら, Brain Res 1996; Quan ら, IOVS 1999）。
Wistar 系ラット(250g)を抱水クロラールで麻
酔し、右正中神経を伴行する正中動静脈とと
もに剥離した。正中動静脈を遠位部で結刹し
栄養動脈とする有茎血管移植として挙上し
た。右視神経を眼球後部で網膜中心動脈の血
流を保ったまま切断し、眼球切断端に正中神
経を 11-0 で縫合した。4 週間後、蛍光色素
Granular Blue(GB)で移植片を標識した。2日
後、動物を４％パラフォルムアルデヒド溶液
で灌流固定し、網膜を単離後伸展標本として、
再生軸索を持つ GB 陽性の網膜神経節細胞を
蛍光顕微鏡下で観察した。同時に移植片をグ
ルタルアルデヒド溶液で固定し、エポン包埋
した。標本を電子顕微鏡（Hitachi-H7100S）
で観察し、有髄線維の割合を求めた。血管柄
無しの遊離の正中神経片移植の結果を対照
とした。 
 
 
４． 研究成果 
  
まず、視神経切断端に血管柄付き移植する

末梢神経の起源の違いについて重点的に検
討した。検討した末梢神経片は、①坐骨神経、
②大腿神経、③顔面神経、④正中神経の 4種
である。坐骨神経と大腿神経は、神経片を栄
養動静脈付きで単離し、視神経切断端に吻合
すると共に、外頚動静脈と微細吻合術を施行
した。顔面神経と、正中神経は、神経片の栄
養血管を残した上で切断し、視神経切断端へ
吻合移植した。遠位端は切断し、自由遊離片
とした。 



坐骨神経、大腿神経を利用した場合は、手
術時間が長時間となり、術者の労力が大きい
ばかりでなく、手術侵襲が極めて大きく手術
結果が安定しないことが判った。一方で、顔
面神経、正中神経を用いた場合は、手術時間
が約 4時間であり、安定した結果が得られた。
大腿神経、顔面神経は末梢神経の径が視神経
切断端に比べて小さく、視神経全周にわたっ
て包み込む形の吻合術が出来なかった。また、
顔面神経利用時には、特に涙腺の機能が侵さ
れることが多く、角膜表面に障害が起こり、
その影響が眼球内にも波及して、結果が安定
しない原因となった。 

以上の結果より、視神経切断端への栄養血
管柄付き末梢神経移植には、正中神経を利用
するのが一番得策であるとの結論に至った。
その他、これら末梢神経の選択の他に、視神
経との吻合術の検討、球後部の視神経へのア
プローチ法、正中神経の単離法等の細かい条
件検討を行い、その術式の確立に成功するに
至った。   

次に、血管柄付き正中神経片を用いた末梢
神経移植術の視神経再生に対する効果を詳
しく評価した。移植片に蛍光色素 GB を逆行
性標識し、再生軸索を持った網膜神経節細胞
数をカウントした。その結果、血管柄付き移
植の動物では、対照に比して約 1.5 倍の網膜
神経節細胞が蛍光色素で標識されており、血
管柄付き移植の方が視神経再生をより促進
することが判明した（P<0.05）。同時にエポ
ン包埋した標本の観察により、血管柄付き移
植では神経周膜の構造が良く保たれている
傾向があることが判明した。引き続いて、電
子顕微鏡観察により移植片の再生軸索の有
髄線維の割合を定量的に評価した。軸索直径
の 1/2以上の幅のミエリン鞘をもつ再生軸索
を成熟型（mature myelinated fiber）、1/2
以下の幅の再生軸索を未成熟型（immature 
myelinated fiber）の 2者を判定すると共に、
無髄線維(unmyelinated fibre)を識別して 3
者を区別してカウントを行った。2 個体のサ
ンプルについてそれぞれ合計 100本以上の軸
索をランダムにカウント・評価した。その結
果、血管柄無し移植では、無髄線維が 70％
-80％を占め、mature、immature な有髄線維
の割合は、少数であった。それに比べて血管
柄付き移植では、mature な有髄線維と
immature な有髄線維を合計して 50％を超え
過半数の線維が有髄化していることが明ら
かになった。 

本研究は、中枢神経軸索の再生を目指す外
科的治療法の開発につながるものとして、極
めて意義深い。代表者が長年取り組んできた
末梢神経移植を用いた視神経再生法は、さら
に視覚中枢と架橋移植を行って、視覚回路を
再構築させる実験系に発展させることが出
来る。血管柄付き末梢神経移植により、特に

再生軸索の有髄化が促進されたことは、神経
伝達速度のような再生軸索経由の視覚情放
伝達機能が生理的に正常に近い能力で回復
できる可能性を示唆しており、本実験系の臨
床応用に、大きな期待を抱かせるものである。
今後も、鋭意研究を推進していきたい。 
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