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研究成果の概要： 

ラット坐骨神経圧挫モデルを用いて、末梢神経における Waller 変性と引き続きおこる神経再生時にお

けるTNFα、IL-10の経時的・部位的変化の検討を行った。血液-神経関門(BNB)の検討とあわせて考

えると、免疫染色における TNFα陽性細胞数の変化と BNB の変化が同時期、同部位に起きており、

TNFαが BNB の変化に深く関わっていることが考えられた。また、IL10 の変化は TNFαの変化に先立

っておきており、IL-10 は TNFαの変化の鍵になっていることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 
中枢神経系に血液-脳関門が存在するのと同

様に、末梢神経にも、正常にその機能を果たす
ために、血中物質の神経組織内への物質移行
を制御し、神経内環境の恒常性を維持する血液
-神経関門(以下 BNB)が存在し、一旦、末梢神
経が損傷されるとそれとともに BNB が破綻するこ
とが知られている。従来の評価法では定量的な
評価は困難であるため、以前、我々は抗血液関
門抗体なとの免疫組織化学的手法に着目し、定

量的に BNB の破綻、再生を評価する方法を確
立し、詳細に検討を行った。 また、BNB の破綻
後に遊走、進入する炎症性細胞の変化を検討
した。 
その結果、軸索変性に伴い BNB は、損傷部よ

り中枢 5mm および末梢全ての部分で一斉に破
綻するとともに、血液中より macrophage およびＴ
細胞などの細胞が神経内膜内に流入し、再生
のための神経内環境を整える。軸索の再生が中
枢側から徐々に生じ、それを追いかけるように
BNB は回復するが、macrophage はその後も神
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経内に残り、神経の再生および成熟にも関わっ
ていることが推測された。 
 近年ニューロンネットワーク形成に関わる分子
機構の解明が進んでいる。神経再生はニューロ
ンネットワークの再構築に至る一連の過程であり、
種々の神経栄養因子、サイトカイン、接着因子、
細胞骨格系蛋白質、シグナル伝達物質などが
複雑に関与している。しかしながら個々の詳細
な機構の解明には今だ課題も多く、更なる解明
が望まれる。TNFαは炎症性サイトカイン、IL10
は抗炎症性サイトカインの代表的なものであり、
現在までに神経損傷後や再生時の変化につい
ての詳細な報告はなかった。今回我々は実際に
神経再生や BNB の破綻に作用するサイトカイン
に着目し、その変化を詳細に検討することで再
生のメカニズムを解明していきたいと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) 免疫組織化学的手法を用いて神経再生に
おける TNFα、IL10 の経時的・部位的変化を詳
細に検討すること。 
 
(2) TNFα、IL10 を産生する macrophage が神経
再生にどのように影響するかを調べることを目的
として、macrophage 減少モデル作成を行うこと。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 雌 SD 系成熟ラットの坐骨神経を坐骨切痕の
下で 155g/mm2 圧の血管クリップにて圧挫し、
axonotmesis モデルを作製した。損傷後 1，3，7，
14，21，28，56 日に坐骨神経を坐骨切痕中枢か
ら末梢まで採取し、未固定凍結横断切片を作製
し、以下の検討を行った。 
検討するサイトカインは、炎症性サイトカインの
TNFα、抗炎症性サイトカインの IL10 に対して
行った。 
 
【免疫組織学的検索】 
Recruit macrophage：抗 ED-1 抗体、resident 
macrophage：抗 OX-6 抗体、Schwann 細胞：抗
S-100 protein 抗体、TNFα：抗 TNFα抗体、
IL10：抗 IL10 抗体をマーカーとしてそれぞれ用
い、免疫組織化学染色を行った。 
TNFα陽性細胞数、IL10 陽性細胞数を画像解
析ソフトを用いて計測し、神経圧挫後より経時的、
圧挫部より部位的に検討した。 
また、recruit macrophage、resident macrophage、
Schwann 細胞と TNFα・IL10 の二重染色をそれ
ぞれ行い、サイトカインの産生細胞を経時的、部
位的に検討した。 
 
【ELISA(Enzyme-linked immunoassay)を用いた
検索】 

モデルは上記と同様の方法で作製した。坐骨神
経を圧挫部より中枢と末梢4.5cmまで採取し、検
体を1.5cmごとに分け、ELISAにてTNFα、IL10
の蛋白量を測定した。 
 
 
(2) 上記と同様のモデルを用いて検討を行った。
Macrophage を apoptosis に 誘 導 す る 薬 剤
Clodronate Liposome を神経損傷前日・損傷後 2
日・損傷後 5 日に投与した。投与方法は腹腔内、
尾静脈内（２ml/匹）をそれぞれ行い、至適投与
方法を検討した。 
損傷後 14 日に坐骨神経を採取、未固定凍結横
断切片を作製し、免疫組織化学染色を行った 
 
４．研究成果 
 
(1) TNFα陽性細胞数は損傷後 3 日で末梢全て
の部分において有意に増加し、7 日で減少し、
有意差がなくなった。損傷後 14 日に末梢 5、
15mm でさらに減少がみられた後、21 日から 56
日後では有意差がなくなった（図 1）。TNFα陽
性細胞数の大きさは Waller 変性時に有意に大
きくなり、二重染色では、macrophage のみなら
ず、Schwann 細胞も TNFα陽性になっていた。 
TNFαは前炎症性サイトカインであり、血液－神
経関門（BNB）の破綻やmacrophageの神経内誘
導に関与しているといわれている。我々の以前
の検討では末梢神経損傷後、軸索の変性に伴
い BNB は 3 日で一斉に破綻し、中枢部より 14
日から徐々に回復していたことより、TNFαが
BNB の変化に深く関わっていることが考えられ
た。 
 
 
一方、IL-10 陽性細胞数は損傷後翌日に有意
に減少し、3 日で一斉に増加に転じ、7 日後に末
梢全てにおいて最大となった。以降、徐々に中
枢より減少し、56 日では末梢全ての部位で有意
差はなくなった(図2)。ELISAによるIL-10の蛋白
量も同様の結果を示した。 
IL-10 は抗炎症サイトカインであり、これらの結果
より、末梢神経損傷とそれに伴う再生時におい
て、IL10の変化はTNFαの変化に先立っておき
ており、IL-10はTNFαの変化の鍵になっている
ことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 

図 1：TNFα陽性細胞数の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 2：IL10 陽性細胞数の変化 
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(2) Clodronate Liposome 腹腔内投与群の
Macrophage 数は control 群と比べ減少する傾向
にあったが、全ての部位で有意差が得られなか
った。尾静脈内投与群では約 1/2～1/3 まで減
少し、すべての部位において有意差がみられ
た。 
今後は尾静脈内投与にて macrophage減少モデ
ルを作成し、神経再生について検討をしていく
予定である。 
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