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研究成果の概要（和文）：神経損傷を原因とする神経・筋肉機能回復過程に対して現段階においては確立された
治療方法は見当たらない。炭酸ガス経皮吸収は、人工ボーア効果により、筋肉や骨、皮膚、血管などの組織修復
へ有効な効果が期待されている。ラットを使用し、坐骨神経圧挫損傷モデルを採用、炭酸ガス経皮投与は、週5
回、20分行った。損傷後2，4週の評価を行った。本実験において投与群は非投与群に比較して、行動学的、分子
生物学的に、良好な結果が得られた。末梢神経損傷での神経・筋肉機能回復過程における筋委縮を軽減させるた
めに炭酸ガスを投与することは、有効な治療法である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The acceleration of nerve regeneration remains a clinical challenge. We 
previously demonstrated that transcutaneous CO2 application using a novel hydrogel increases the 
oxygen concentration in local tissue via an “artificial Bohr effect” with the potential to prevent
 muscle atrophy. In this study, we investigated the effect of transcutaneous CO2 administration on 
limb function after peripheral nerve injury in a rat sciatic nerve injury model. Rats were divided 
into a sham group, a control group or a CO2 group. CO2 was administered percutaneously for 20 min 
five times per week. In this study, good results were obtained in the CO2 group compared with the 
control group from behavioral evaluation, nerve conduction study, analysis of messenger RNA (mRNA) 
expression, wet muscle weight and histological analysis.Transcutaneous CO2 application has the 
therapeutic potential to accelerate the recovery of muscle atrophy in peripheral nerve injury.

研究分野： 整形外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

末梢神経損傷の修復には知覚と運動機能

の回復が必要であるが、いまだに解決されて

いない課題が多い。特に神経原性の筋萎縮は

神経損傷修復後にも不可逆性となり大きな

機能障害を惹き起こす事がある。臨床的には

神経損傷後の運動機能評価は筋量と筋力に

よってなされ、筋肉の回復が末梢神経再生研

究の 1つのエンドポイントとなりえる。しか

しながら、神経損傷後の筋萎縮の予防という

観点から検討を行った報告は少ない。 

炭酸ガスは生体に経皮吸収させると、局所

組織でのボーア効果を促進し、局所血流の改

善という生理作用を有するとされている。 

 

図 1炭酸ガスを投与したときの酸素解離曲線

の右方シフト（ヒト） 

我々はその投与方法に着目し、経皮的に炭酸

ガスを吸収させるジェルと投与システムを

開発してその局所での作用効率を高め、その

効果について様々な報告を行ってきた。ラッ

トの骨格筋(前脛骨筋)に対して、炭酸ガス経

皮吸収を行うことで、PGC-1α、SIRT-1、VEGF

の発現上昇、ミトコンドリア量の増加が増え

ていることを報告した（引用文献①）。この

結果は、炭酸ガス経皮吸収が、萎縮した筋肉

を回復させるのに役立つのではないかとい

うことを示唆し、本研究の末梢神経損傷後の

筋萎縮に対して効果があるのではないかと

の発想に至った。 

２．研究の目的 

末梢神経再生研究においては、幹細胞、増

殖因子、scaffold を組み合わせた様々な試み

がなされているが、再生神経の標的臓器であ

る筋肉の萎縮の予防については報告が少な

い。炭酸ガス経皮吸収は、人工ボーア効果に

より赤血球の酸素解離を促し、すでに筋肉や

骨、皮膚、血管などの組織修復へ有効な効果

が期待されている。我々は炭酸ガス経皮吸収

装置が局所血流を増加させ、人体におけるボ

ーア効果、筋持久力の向上につながる事を証

明してきた。そこで、本研究では炭酸ガス経

皮吸収が末梢神経損傷での神経・筋肉機能回

復過程において及ぼす効果について調べた。

本研究の目的は炭酸ガス投与の筋萎縮予防効

果とそのメカニズムを解明し、有効な治療法

につながる可能性を追求する事であった。 

３．研究の方法 

(1)動物実験の方法 

ラットは、1群 12 匹使用し、計 36 匹使用、3

群（Sham 群と炭酸ガス非投与群と炭酸ガス投

与群）にわけるものとする。 

全身麻酔下にラット大腿背側に皮切を加

え、坐骨神経まで展開したのみのものを Sham

群とする。その他の群のラットには更に坐骨

神経に血管クリップを用いて圧挫損傷を加

える。炭酸ガス投与群に対しての高濃度炭酸

ガスの経皮投与手技は、具体的には、図 2に

示すように、患肢全体に吸収促進剤（以下、

ジェル）を塗り、下腹部以下を密封袋にて密

封しその中に 100％の炭酸ガスを充満させ、

20 分間、週に 5回投与した。炭酸ガス非投与

群には患肢全体にジェルを塗り室内空気を

充満させる事とした。術後 2，4 週に各々の

群に対し評価を行った。 

図 2 ラットへの炭酸ガスの投与方法 

 
(2)評価方法 

評価は、行動学的評価、組織学的・免疫学的



評価、生化学・分子生物学的評価の 3つに分

けて行った。 

行動学的評価：行動モニタリングシステム

（footprint）と筋電図を使用し運動機能を

評価した。 

組織・免疫学的評価：筋肉については前脛骨

筋・ヒラメ筋に対して H-E 染色を行い、萎縮

の程度を評価し更に定量評価した。 

生化学・分子生物学的評価：神経マーカーと

して、neurotrophin 関連遺伝子を評価する。

また筋の評価としては、Myogenin, MyoD を

はじめとする筋の増強に関連する因子、

PGC-1αをはじめとした筋持久力に関連した

遺伝子を Real-time PCR 法にて評価した。 
図 3 評価方法 
 
 
 
 
 

 
４．研究成果 
(1)行動学的評価 

SFI（Sciatic Functional Index）スコアは、

炭酸ガス非投与群と炭酸ガス投与群ともに全

ての期間で徐々に良くなっていった。 Sham

群は全ての期間で有意に他の群よりScoreが

良かった。炭酸ガス投与群は、炭酸ガス非投

与群に比較して、有意にScoreが良かった（術

後2週でP<0.01、術後4週でP<0.01）。 

(2)筋湿重量 
筋湿重量は両側の前脛骨筋とヒラメ筋をラッ

トより採取し、患側の重量/健側の重量の比率

で表した。前脛骨筋とヒラメ筋の比率は、炭

酸ガス非投与群、炭酸ガス投与群ともに時間

がたつにつれて上昇した。炭酸ガス投与群の

比率は、炭酸ガス非投与群に比較して有意に

大きく、更にSham群との有意差は見られなか

った（図4）。 

 

 

 

 

図4 筋湿重量 

 

(3)Nerve conduction study（NCS） 

坐骨神経を刺激し得られた複合筋活動電位と

遠位運動潜時について患側/健側の比率で表

した。複合筋活動電位は、術後のどの期間に

おいても、炭酸ガス投与群は炭酸ガス非投与

群に比較して有意に大きい比率が得られ、

Sham群とは有意差が見られなかった。遠位運

動潜時は、術後のどの期間において、炭酸ガ

ス投与群は炭酸ガス非投与群に比較して有意

に小さい比率が得られSham群とは有意差が見

られなかった（図5）。 

図5 Nerve Conduction Study 

 

(4)組織学的評価（H-E染色、ヒラメ筋）、定

量評価 

炭酸ガス非投与群のヒラメ筋線維は術後2週

の時点において、直径が減少していた。術後4

週では直径の減少は両群ともに見られなかっ

た。 

組織の定量的評価において、術後2週の断面積

は、炭酸ガス非投与群は有意に小さかった。

筋線維間の面積は、術後2週において炭酸ガス

非投与群は有意に大きかった（図6）。 

 

 

 

 



図6 組織学的評価、定量評価 

 
(5) Real-Time PCR 解析 

Real-Time PCR は、神経再生マーカーとして

GAP-43 とS-100 について調べた。炭酸ガス

投与群は、炭酸ガス非投与群に比較して、

S-100は、術後4週において有意に発現が多か

った。筋の血流、筋再生、および筋萎縮のマ

ーカーとして、VEGF、myogenin,、MyoD、

Atrogin-1、MuRF-1を解析した。 

VEGF、myogeninは、術後2週で炭酸ガス投与

群に有意に多く発現、MyoD は、全ての期間

で炭酸ガス投与群に有意に多く発現した。

MuRF-1は、術後2週で炭酸ガス投与群に少な

く発現した。 

 
 

(6)まとめ 

以上の結果より、経皮的炭酸ガス投与によっ

て神経原性の筋萎縮は、行動学的に良好であ

り、筋湿重量の減少が軽減された。神経伝導

検査としては、神経刺激による神経筋接合部

位の筋肉量の減少は見られず、速度の遅延も

抑制されていた。組織学的には、炭酸ガスを

投与された群では、筋線維の直径の減少が抑

えられ、結果生じる筋線維間の面積の増大が

抑えられた。定量的にも同様の結果であり、

特に術後2週で有意差が見られ筋萎縮が抑制

された。Real-Time PCR 解析で、炭酸ガス投与

群は、術後4週で神経の再生を示すマーカーの発

現が多く見られた。炭酸ガス投与群は、血流が

多く、筋再生を示す発現が多く見られた。更に、

筋萎縮マーカーが術後4週で少なく見られた。 

以上より、経皮的炭酸ガス投与は、神経損傷後

の筋萎縮・筋再生の治療に有効である可能性が

あるとの結論を得た。 
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