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研究成果の概要（和文）：本研究では、培養シュワン細胞を用いてEGFR阻害薬（EGFRI）の働きを解析し、ラット腓骨
神経切断モデルで腓骨神経切断端を脛骨神経に端側吻合する(ETS)縫合を用い、EGFRIの末梢神経再生における有用性を
検討した。EGFRIの使用により、培養シュワン細胞の増殖活性と栄養因子の発現増加が観察された。さらにETS神経縫合
後のEGFRI局所投与によって再生ミエリン数の増加と神経機能の早期改善が得られた。本研究結果によって末梢神経再
生において神経縫合部へのEGFR阻害薬の局所投与が早期機能回復に有用であることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tested whether the inhibition of epidermal growth factor recepto
r (EGFR) regulates neurite extension in DRG neurons or Schwann cell (SC) proliferation in vitro and nerve 
regeneration in injured proneal nerves after end-to-side neurorrhaphy (ETS). The in vitro results showed t
hat regeneration of neurites from explanted DRG neurons was not significantly accelerated by administratio
n of EGFR inhibitor (EGFI). In contrast, the number of SCs was increased with EGFI treatment as shown by a
 viability assay. Rat peroneal nerve was cut and then ETS was performed 3 weeks later. EGFI was infused by
 osmotic pump at the injury site for 7 days. After the surgery, motor score was increased significantly at
 2 weeks and the amount of myelin in the peroneal nerve was increased significantly at 4 weeks in the EGFI
 infusion group. These findings suggest that local administration of EGFI has the potential to increase fu
nctional recovery after peripheral nerve injury.
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１．研究開始当初の背景 
整形外科領域において末梢神経再建は、脊

髄再生と並ぶ大きな目標である。過去にさま
ざまな工夫がなされ微小手術外科手技の発
展によって神経束縫合が行われ比較的良好
な成績が得られるようになった。しかし、高
エネルギー損傷や創挫滅の強い症例では神
経欠損部位が広く、神経断端が短縮してしま
うために一次縫合できない症例がある。断端
を架橋するためにさまざまな方法が開発さ
れている。我々の研究グループでは、キトサ
ンチューブを生体材料として開発し応用し
ている。しかし、人工神経単独では、神経再
生に時間がかかるため軸索再生阻害因子と
しての Rho GTPase の制御を目的に組換えア
デノウイルス投与の併用を用いて神経再生
実験を行った。その結果、rac と rho の
dominant negative タイプの遺伝子を組み合
わせて神経断端に感染させることによって
人工チューブのみと比較して約2倍ものミエ
リン軸索を持つ再生神経を得ることができ
た (Enhancement of sciatic nerve 
regeneration by adenovirus-mediated 
expression of dominant negative RhoA and 
Rac1 Kusano K, Enomoto M, Wakabayashi Y, 
et al., Neurosci Lett 2011）。しかし、本
治療方法を用いても機能回復は、不十分でラ
ット足趾の拘縮や筋委縮が残存するケース
が多く認められ、架橋部位でのミエリン化し
た再生軸索は、運動神経線維よりも知覚線維
優位であることが推測された。このように齧
歯類での末梢神経損傷であっても十分な運
動機能の再獲得は難しい。よって運動神経の
再生メカニズムをより明らかにするには再
生能の高い環境が必要である。 
臨床例では、端々吻合可能な場合は、正確

な神経縫合を行い、大きな欠損を伴う場合は、
通常、縫合部の緊張を防ぐためにも遊離神経
自家移植片を用いた神経再建が行われる。一
方、神経断端を正常神経に吻合する端側吻合
に関しては、顔面神経麻痺の治療に機能回復
が得られたことが報告されている。しかし、
同手法による神経発芽および再生のメカニ
ズムはいまだ不明な部分が多い。よって端側
吻合を用いた神経再生モデルで基礎研究を
行うことは、新規に神経再生のメカニズムを
明らかにして基礎研究での成果を臨床に発
展・応用できる可能性がある。 
２．研究の目的 
末梢神経は、中枢神経損傷と異なりシュワ

ン細胞の増殖および再生軸索支持によって
再生能を有しているが、損傷範囲が広範であ
れば再生に時間がかかり不可逆的な機能障
害が残存する。よって神経軸索伸長およびシ
ュワン細胞の活性を促し再生時間を短縮す
る必要がある。本研究では、ラットの末梢神
経切断モデルを作製し、末梢神経断端に発現
する上皮成長因子（EGF）と受容体（EGFR）
に注目し、神経発芽のメカニズムを解析する。
さらに切断神経端を正常神経に吻合するこ

とで側枝発芽を促し、末梢神経再生を促す積
極的な方法を開発することが目的である。 
３．研究の方法 
3-1 末梢神経損傷・再建モデルの作製 
ラット坐骨神経遠位部を展開し腓骨神経を
露出させ分岐部で切断する。切断から3週後、
変性した腓骨神経を脛骨神経に縫合し再建
する。切断によって起こるワーラー変性後の
シュワン細胞の影響を観察するために切断
後 3週で再建した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

3-2.運動機能テスト 
経時的に後肢足底のビデオ撮影とフットプ
リントテストを行い、機能回復を定量化した。
定量化には、足底の荷重面、足趾の開きを計
測してsciatic nerve function index (SFI)
と peroneal nerve functionindex (PFI)を算
出した。 
3-3.知覚テスト 
神経縫合のホストである脛骨神経に対す

る知覚異常の有無を確認するために経時的
に脛骨神経知覚領域にアセトンテスト（冷
感）・熱刺激テスト（熱感）・von Frey テス
ト（アロディニア）を施行した。 
3-4.切断腓骨神経断端での EGF と EGFR の発
現 
シュワン細胞は、様々な神経栄養因子を分

泌する。非損傷時、腓骨神経切断後 3週で切
断端の上皮成長因子（EGF）および受容体
（EGFR）の発現を real-time PCR を用いて解
析した。 
3-5.ETS 後の EGFR 阻害薬治療の効果 
成ラットの腓骨神経切断3週後に断端を脛

骨神経（TN）に端側（end-to-side：ETS）縫
合した。EGFR 阻害薬（EGFRI 群; AG1478 濃度
10ｎM）もしくは溶媒（対照群; DMSO）を浸
透圧性のミニポンプを用いて1週間局所した。
縫合後 8 週まで経時的に腓骨神経運動評価
（PFI）と知覚評価（Acetone test・von Frey 
test・Heat response）を行った。 
3-6. 組織学的評価 
ETS 縫合後、経時的に腓骨神経のミエリン数
評価（toluidine blue 染色）を行い、各群で
比較した。 
3-7 シュワン細胞と培養後根神経節（DRG）
を用いた EGFR 添加による効果 
3-7-1 成ラット坐骨神経から単離したシュ
ワン細胞（10000 個/well）を培養し、培養液
中に EGFR 阻害薬（EGFRI 群; AG1478 濃度 10
ｎM）と溶媒（対照群; DMSO）を添加した。
培養 3日目に Cell Counting Kit-8 を用いて
細胞数を測定した。また、Real time-PCR 法
で培養シュワン細胞での BDNF・GDNF・VEGF



の発現を比較した。 
3-7-2成ラットから単離した腰部DRGを半割
し、NGF 含む培養液中に EGFR 阻害薬（EGFRI
群; AG1478濃度 10ｎM）と溶媒（対照群; DMSO）
を添加しコラーゲン担体上で培養した。培養
10 日目にβ-tubulin 抗体により免疫染色し
伸長した軸索長を計測した。 
４．研究成果 
4-1.ETS 後の後肢運動と知覚機能の回復 

 

ETS 後 10 週間で腓骨神経機能は回復した（上
図）。SFIは、6週で機能低下が観察されたが、
腓骨神経再生を観察しているので今後は PFI
を用いて運動機能評価とした。知覚機能は、
ETS 後 4 週は、機械、冷感刺激に過敏となっ
ていた。 
4-2  EGF および EGFR mRNA の腓骨神経切断
断端での発現 
EGF および EGFR mRNA は正常腓骨神経組織で
の発現はわずかで切断後3週経過した組織で
は正常組織と比較してそれぞれ約 3 倍、1.3
倍の発現増加を認めた。神経切断に伴い変性
が進行し EGF および EGFR が過剰に発現して
いた。 
4-3  ETS 後の EGFR 阻害薬治療の効果 
 

 
 

 
 
 

 
 

EGFR 阻害薬を局所投与したほうが運動機能
の回復が良好であった（上図）。 
 

知覚テストでは冷
感に対する過敏性
がEGFR阻害薬を投
与したほうが減少
傾向にあった（左
図）。 
 
 

4-4 縫合腓骨神経のミエリン数の変化 
 

 
左図説明： 
EGFRI 群の
ほうが再生
ミエリンの
数が多かっ
た。 
 

縫合した腓骨神経中央部の 250×250μ㎡の
エリアに含まれるミエリン数を計測した結
果、EGFR 阻害薬投与群では、縫合後 4週で再
生ミエリン数の有意な増加が観察された。 
4-2  EGFR 阻害薬による培養シュワン細胞
の反応 
増殖活性と栄養
因 子 の 発 現 ：
EGFR 阻害薬添加
群では、シュワ
ン細胞数が有意
に増加し（右図）、
BDNF,GDNF,VEGF
の mRNA の発現増強が認

められた。対照群を 1とした場合、BDNF は 4
倍、GDNF は 13 倍、VEGF は 70 倍の発現であ
った。 
4-3  EGFR 阻害薬による培養後根神経節の
反応 
EGFR 阻害薬添加群では、再生軸索がより伸長
する傾向があったが有意差は得られなかっ
た。 
4-4 まとめ 
末梢神経損傷環境では、EGF と EGFR の発現が
増強していた。切断腓骨神経を 3週経過した
時点で脛骨に縫合（端側吻合：ETS）すると
10 週間で機能回復が得られた。ETS 後に EGFR
の発現を抑制するために EGFR 阻害薬を局所
投与すると縫合 2 週後から EGFR 阻害薬投与
群で有意に運動機能改善を認め、知覚機能も
改善傾向であった。しかし、縫合後 6週以上
観察すると対照群と EGFR 阻害薬投与群で運
動、知覚機能に有意差が認められなくなった。
このことは変性した腓骨神経切断端を脛骨
神経に縫合しているにもかかわらず、縫合後
一定期間を経ると神経再生が急速に起こる
ためと推測された。筋収縮には少数の運動神
経線維の再生で比較的十分であり、ETS 縫合
後 6週は機能回復に十分な期間であったと考
えられた。今後は、神経再生が困難な環境下
で EGFR 阻害薬投与実験を継続していく予定
である。また、in vitro の結果から EGFR 阻
害薬は、培養シュワン細胞の増殖活性を増強
し、神経栄養因子である BDNF、GDNF および
血管内皮増殖因子 VEGF の発現を増強させる
ことが明らかとなった。本研究計画から ETS
後に投与した EGFR 阻害薬は、主にシュワン
細胞に作用して増加活性を示し、神経栄養因
子の分泌や血管誘導によって末梢神経再生
に必要なミエリン形成を促進し、軸索再生に
寄与しているものと推測された。 
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