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研究成果の概要（和文）：グルココルチコイドによる末梢神経保護のための薬物応用を実現するために、まだ解決でき
ていない課題を克服することが目的である。 グル子コルチコイド受容体がシュワン細胞に存在し，CORT濃度に応じてG
Rの蛍光強度が変化することが明らかになった．またラマン分光顕微鏡による非染色な観察により、末梢神経の細胞お
よび組織から有用なピーク変化をとらえることができ、非侵襲的な画像診断法につながる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Glucocorticoids improve the symptoms of peripheral nerve disorders, such as 
carpal tunnel syndrome and peripheral neuropathy.Schwann cells of the　peripheral nerves express 
glucocorticoid receptors (GR), and glucocorticoids enhance the rate of myelin formation in vitro. 
Moreover, label-free biochemical imaging with Raman spectroscopy can be used to detect turnover of axon 
and myelin in peripheral nerve regeneration.

研究分野：整形外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

末梢神経障害後の回復スピードは約 1 日 1mm

と遅く、また完全に損傷前の機能を回復する

ことはない。本疾患に対する効果的な薬物療

法はいまだ確立しておらず、薬物による末梢

神経再生誘導治療が望まれている。 

申請者は、末梢神経再生をテーマに分子生

物学的およびイメージングの手法を用いて、

再生メカニズムの解明及び末梢神経再生に

関連する因子の同定を行ってきた。この結果、

ステロイドホルモンの一つであるグルココ

ルチコイドおよびその受容体であるグルコ

コルチコイド受容体(GR)に着目し、末梢神経

再生過程において、以下のような重要な作用

を担うことを明らかにした。1.GR が正常およ

び損傷した坐骨神経においてシュワン細胞

に存在し、末梢神経再生過程に発現が亢進し

たこと。2.内因性グルココルチコイドは、シ

ュワン細胞の GR を介して、末梢神経損傷後

の髄鞘形成に関与していたこと。3.末梢神経

再生の非侵襲的イメージング技術として、

MRI 拡散テンソル法が有用であること。  

２．研究の目的 

本研究は、グルココルチコイドによる末梢神

経保護のための薬物応用を実現するために、

まだ解決できていない課題を克服すること

が目的である。計画している具体的な研究項

目は、①グルココルチコイドの髄鞘形成機構

を、分化、転写因子、免疫、ストレス応答作

用機構との関連から解明し、②末梢神経障害

モデルを用いて、髄鞘形成に関与する内因性

制御因子の賦活化および新たに開発したド

ラッグデリバリーシステムとを組み合わせ

て、髄鞘形成を介した神経再生誘導効果を検

証することである。 

３．研究の方法 

(1)グルココルチコイド及びGRによる髄鞘形

成メカニズムの解明 

① 分化段階の異なるシュワン細胞を採取し、

GR がどの段階で発現変化を解析することで、

GR の作用時期を明らかにする。 

②分化促進に関与する因子である NRG-1(未

分化シュワン細胞への誘導), Krox20, Oct6 

(髄鞘シュワン細胞への誘導)との相互作用

を免疫沈降法で検索する。また、分化段階に

おける MAP キナーゼ (p-ERK1/2, p-JNK1/2, 

p-p38)の発現変化も観察する。 

③GR を抗 GR 抗体で抑制した条件および、GR

のプロモーターに転写因子を導入して、過剰

発現させた条件下での髄鞘形成および成熟

シュワン細胞の増殖数を観察する。 

④ 髄鞘形成の制御因子との相互作用を明ら

かにする。GRをノックダウンして促進因子お

よび抑制因子の mRNA,タンパク量を測定する。 

⑤ 免疫系炎症系関連因子との作用を明らか

にするため、グルココルチコイドの投与モデ

ルを作製し、神経損傷後の坐骨神経を採取し、

炎症性サイトカイン(IL-1 TNFα、IL-10)の

蛋白発現量を ELISA 法で解析し、シュワン細

胞および T細胞、マクロファージの細胞数を

計測する。 

⑥ストレス関連タンパク NF-κB および向精

神薬(SSRI,CRF 拮抗薬)を投与して、髄鞘形成

の変化を MBP, MAG, P0 の発現量をウエスタ

ンブロッティング法で解析する。 

(2)内因性制御因子の賦活化による髄鞘形成

促進効果の検討 

① 上記の系統的探索で解明した因子で修

飾したシュワン細胞を合成する。まず、抑制

因子を RNAi 法で機能低下させたシュワン細

胞を作製する。さらに、促進因子（協同的作

用因子）を過剰発現させたシュワン細胞を作

製する。 

②末梢神経欠損モデルの作製 ラット坐骨

神経を 10mm 欠損させ、シリコン製の T 型の

チューブで欠損部を架橋させたモデルを作

製する。外からシュワン細胞を反復投与が可

能なようにポートを後頸部に埋め込む。遺伝

子修飾したシュワン細胞をポートから投与

する。 



 ③ 細胞投与後、経時的に髄鞘形成効果およ

び末梢神経再生効果を運動機能評価、電気生

理学的評価、形態学的評価、再生関連蛋白発

現量の生化学評価を用いて行う。 

(3)新たなドラッグデリバリーシステム開発

による効果的薬物誘導法の検討 

①グルココルチコイドの作用を抑制する因

子の RNAi を添加し、抑制した状態で、グル

ココルチコイドを投与し、髄鞘発現効果を解

析する。 

② 細胞の生存効果を高めるコラーゲンゲ

ルをチューブ内に充填して、細胞徐放効果を

検討する。 

③ 生体溶解性材料（キトサン、ポリ乳酸）

をチューブ材料として使用し、髄鞘形成効果

を検討する。 

④ 液性因子（NGF, BDNF, GDNF）を脊髄内

に投与し、神経細胞を賦活させた状態での効

果を検討する。 

４．研究成果 

(1) GR はシュワン細胞に存在し，CORT 濃度

に応じて GR の蛍光強度が変化することが明

らかになった．GR の髄鞘形成効果は，CORT

を除去すると低下し，CORT を投与すると回復

した．このことから，シュワン細胞に発現す

る GR は，血中の CORT 濃度に応答して髄鞘形

成に関与していると考えた． 

(2)末梢神経再生可視化の試みとして、ラマン

顕微鏡に着目し、再生の評価法としての有用

性を検討した。その結果、①細胞レベルの検

討：初代培養した後根神経節およびシュワン

細胞を観察し、細胞に特有のピークを認める

か観察した。ラマン顕微鏡はLabRam ARAMIS 

(Horiba Jobin-Yvon )を使用した。②組織レ

ベルの検討：6週齢SDラットの正常な坐骨神経

を採取し、長軸切片を作製し、ラマン顕微鏡

で観察し、培養細胞のピークとの比較を行っ

た。次に、5分間結紮した後、解除した圧挫損

傷モデルを作製し、術後7, 14, 21, 28日目に

末梢神経を摘出し、長軸切片を作製した。損

傷部から遠位5mmの部位をラマン顕微鏡で観

察した。連続切片を免疫組織化学染色により、

軸索、髄鞘のマーカーを使用し、ラマンのピ

ーク変化との相違を比較検討した。 

結果として、①後根神経節およびシュワン細

胞のピークは2886, 2940 cm-1、2851, 2889, 

2909 cm-1であり、異なるパターンを有して 

いた。②正常末梢神経から観察された波形は、

培養細胞で観察されたピーク変化に依存した

波形と一致した。損傷坐骨神経の経時的観 

察によると、着目した2853, 2885, 2940 mc-1

のピーク比が変化した。この変化は免疫組織

化学染色の結果と類似した変化をしていた。 

(図1, 2) 
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以上の結果から、ラマン分光顕微鏡による非

染色な観察により、末梢神経の細胞および組

織から有用なピーク変化をとらえることがで 

きた。今後はより実用化できる撮影方法の工

夫を行うことで、非侵襲的な画像診断法につ

ながる可能性がある。 

(3) 末梢神経損傷後の局所における神経再

生過程を非侵襲的に評価する試みとして，

MRI の撮像法の一つである Diffusion Tensor 

Imaging (DTI)を用いた評価法を検討した。

ラットの坐骨神経を圧座損傷したのちに経

時的に MRI 撮像を行うと同時に，運動神経機

能回復を toe spreading index を用いて評価



した．また,圧座損傷後の坐骨神経の組織学

的評価を行い，DTI で得られたパラメータと

運動神経機能回復，組織学的変化を比較検討

した．その結果①DTI パラメータのうち FA は

末梢神経損傷後早期に低下し、その後回復し

た．一方，λ⊥は損傷直後上昇し、その後低

下した。（図 3, 4） 
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②組織学的評価では末梢神経損傷後8週で軸

索数は損傷前のレベルまで回復したが、髄鞘

化軸索面積率は損傷前の値までは回復しな

かった（図 5, 6）． 

図 5 

 

図 6 

 
③坐骨神経損傷後の運動神経の回復は，損傷

作成後6週以降に認められた．④FAは髄鞘数、

髄鞘化軸索面積率と相関し,さらに運動機能

の指標で toe spreading index とも相関を示

した．以上の結果から，MRI の撮像法の 1 つ

であるDTIは末梢神経損傷後の回復を非侵襲

的に評価する方法として有用であることを

示した． 
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