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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、マクロファージの亜型による軸索再生効果の違いを明らかにし、末
梢神経の軸索再生に有効な複合細胞治療方法の基礎を確立することである。ラット坐骨神経の圧挫モデルを使用
して、軸索再生とマクロファージの時空間的な変化を検討したところ、M2細胞は軸索再生部位と比較的一致して
いた。M2マクロファージ移植は軸索再生効果を認めたが、M１マクロファージでは認めなかった。その効果は、
同系移植でのみ認め、同種移植では認めなかった。また、M2マクロファージ移植は、運動機能、神経生理機能の
回復を部分的に促進することも確認した。

研究成果の概要（英文）：The objectives of the current study are to investigate spatiotemporal 
distribution of macrophage subtypes after peripheral nerve injury and to clarify their 
axon-promoting effects. Immunolabeling study in rat sciatic nerve crush injury demonstrated that the
 distribution pattern of M2 but not M1 macrophage was similar to that of regenerating axons in 
injured peripheral nerve. The graft of M2 but not M1 macrophage promoted axon regeneration. Further,
 the graft of M2 macrophage had partial effect on motor and sensory recovery after peripheral nerve 
injury. Elucidation of the molecular and cellular mechanisms of the effect of M2 macrophage on axon 
regeneration might lead to the new therapeutic strategy for peripheral nerve injury.

研究分野：整形外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
末梢神経を損傷後、残存する麻痺に悩む患者は多く、より効果的な末梢神経再生方法が求められている。神経再
生の機序に炎症反応が関わっていることは知られているが、その鍵となる特異的免疫反応は未だ同定されていな
い。本研究により、M2マクロファージは末梢神経軸索再生効果を持つことが明らかになり、新しい細胞治療法の
開発に寄与する可能性がある。また、M2マクロファージが有する再生効果の分子機構の詳細を明らかにすること
で、新しい分子治療方法の開発につながると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
末梢神経を損傷後、残存する麻痺に悩む患者は多く、より効果的な末梢神経再生方法が求めら
れている。神経再生の機序に炎症反応が関わっていることは知られているが、その鍵となる特異
的免疫反応は未だ同定されていない。近年、免疫細胞の一種であるマクロファージは大きく M1
と M2 に二分されることが知られており、組織再生における役割が、M1 は抑制、M2 は促進と全く
異なることがわかってきた 1, 2, 3 。末梢神経においては、Scaffold に IL-4 を添付することで M2
が増加し、軸索再生が促進したという報告はあるが 4、末梢神経の軸索再生におけるＭ2 の役割
の詳細は未だに不明である。 
 
２．研究の目的 
上述の点から、本研究の目的は、マクロファージの亜型による軸索再生効果の違いを明らかに
し、末梢神経の軸索再生に有効な複合細胞治療方法の基礎を確立することである。 
 
３．研究の方法 
実験 1: 再生軸索と M2 マクロファージの時空間的関係 
成熟ラットの坐骨神経を用いた。坐骨神経近位部で圧挫損傷を作成し、術後 1日、3日、1週、
2週、4週で灌流固定し、坐骨神経を採取した。採取した神経は 4%PFA に 1日保存後、30%スクロ
ース溶液に 2日以上浸透させた。クライオスタットを用いて 14mm 厚で矢状面切片を作成し、免
疫蛍光染色(Beta 3 tubulin, SCG10, CD68, CD163)を行った。All-In-One 蛍光顕微鏡(Keyence 
BZ-80)で撮像した。評価点は圧挫近位部から 0mm, 5mm, 10mm, 15mm, 20mm, 25mm とした。 
 
実験 2: M1, M2 マクロファージ移植実験 
まず、同系成熟ラットの腹腔内にチオグリコレート培地を注射し無菌性腹膜炎を作成。注射後
7日目に腹腔内に PBS を注入し、マクロファージを採取した。M1マクロファージは採取したマク
ロファージに IFN-γと LPS を付加、M2 マクロファージは IL-4 を付加することで、それぞれ分
化させた。次に成熟ラット坐骨神経を近位部と遠位部で圧挫し、その間に液体窒素で凍結・融解
を繰り返して無細胞野を作成する、当科で報告したラット坐骨神経無細胞モデルを作成した 5。
作成した細胞(M1 マクロファージか M2 マクロファージ)を 50 万個ずつ移植した。M２マクロファ
ージ移植群、M1マクロファージ移植群、移植なし群の 3群(n=6/group)に分けて評価した。術後
2週で灌流固定し、坐骨神経を作成した。実験 1と同様に神経を保存し、切片を作成。免疫蛍光
染色で軸索再生(pan-NF)、総マクロファージ(CD68)、M2 マクロファージ(CD163)を評価した。評
価点は近位部から 7.5mm, 15mm, 22.5mm とした。 
 
実験 3: 同種 M2 マクロファージ移植実験 
実験 2と同様に成熟ラットの坐骨神経を用いてラット坐骨神経無細胞モデルを作成し、同種 M2
マクロファージを 50 万個移植した。同種 M2 マクロファージは GFP ラットから実験 2 と同様に
マクロファージを採取して IL-4 で分化誘導させることで作成した。同種 M2 マクロファージ移
植群、移植なし群の 2群(n=5/group)に分けて評価した。免疫蛍光染色にて軸索再生(pan-NF)、
総マクロファージ(CD68)、M2 マクロファージ(CD163)、リンパ球(CD3)を評価した。 
 
４．研究成果 
実験 1 
Beta 3 tubulin による再生軸索評価では、受傷早期では Waller 変性している軸索も染色され
ており、再生軸索の評価は困難であった。そのため SCG10 を再生軸索の評価に用いた。SCG10 は
再生軸索の評価が可能であり、時系列に沿って遠位に軸索円錐部が多く存在していた。総マクロ
ファージは、受傷後 3日で出現し、受傷後 2週をピークに、空間的に均一に存在していた。それ
に対して M2 マクロファージは受傷 3日に近位部から出現し、時系列とともに徐々に遠位に多く
存在していた。 
 
実験 2 
Pan-NF による軸索再生評価では、M2マクロファージ群が近位から、7.5mm, 15mm の部位で有意
に軸索再生効果を認めていた。それに対して M1 マクロファージ群は明らかな軸索再生効果を認
めなかった（図）。総マクロファージ密度は各群で有意差はなかったが、Ｍ２マクロファージ密
度は M2マクロファージ移植群で有意に多い結果であった。 
 
実験 3 
Pan-NF による軸索再生評価では、同種Ｍ2マクロファージ移植群では移植なし群と比べて、近
位から 7.5mm の部位でのみ有意に軸索再生を認めていた。総マクロファージ密度、M2 マクロフ
ァージ密度は各群で有意差を認めなかった。リンパ球（Ｔ細胞）の浸潤は同種移植群で有意に認
めており、移植細胞に対する拒絶反応を示唆していた。 
 



図：同系Ｍ2および M1マクロファージの軸索再生効果 
A： 蛍光免疫染色像(pan-NF)、B： 各群の軸索再生率 M2 移植群では近位部から 7.5mm, 15mm
の部位で有意に軸索再生が促進していた。M1 群では軸索再生の促進を認めなかった。 
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