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研究成果の概要（和文）：マイクロサージェリーを利用した血管柄付き末梢神経移植が、視神経再生を促進するか否か
を検討した。ラットの正中神経を栄養血管を保ったまま視神経切断端に移植吻合した。視神経を再生した網膜神経節細
胞の数を、蛍光色素の逆行性標識法で検証したところ、血管柄付き移植群は、従来の血管柄無し移植群と比較して約1.
7倍再生細胞が多かった。透過型電子顕微鏡で再生軸索の髄鞘を観察したところ、従来法に比べて成熟した有髄線維の
割合が有意に多かった。血管柄付き末梢神経移植法の中枢神経軸索再生誘導に対する有効性が確かめられた。

研究成果の概要（英文）：We studied whether the use of vascularized peripheral nerve graft on the optic 
nerve stump enhances axonal regrowth of retinal ganglion cells compared with classical non-vascularized 
grafts. The rat median nerve was microsurgically sutured with its supplying artery and vein to the optic 
nerve stump. The number of retinal ganglion cells with regrowing axons was evaluated and counted by 
retrograde labeling into the grafted nerve. Myelination of the regrowing axon fibers was examined by 
transmitted electron microscopy. The number of retinal ganglion cells with regrowing axons in the 
vascularized graft was significantly higher than in the classical non-vascularized graft. The ratio of 
myelinated axon fibers was also increased in vascularized graft. Thus, peripheral nerve grafting with 
their supplying arteries and veins to the injured nerve axon represents a promising strategy to 
accelerate axonal regeneration.

研究分野：視覚科学

キーワード： 血管柄付き移植　マイクロサージェリー　網膜神経節細胞　視神経　視覚中枢
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

中枢神経系に属する網膜・視神経系は、哺
乳類ではその組織再生力は極めて乏しい。実
験的にラットの視神経を完全切断すると、視
神経軸索は再伸長することは決してなく、視
神経を軸索として持つ網膜神経節細胞の細
胞体も逆行性変性に陥る。 

ラットの視神経切断端に、同一個体の末梢
神経片を自家移植として吻合すると、移植片
の中へ本来は再伸長しないはずの視神経軸
索が切断端を超えて再生することが知られ
ている。この実験系は、脊髄損傷などのよう
に、中枢神経の軸索が損傷された場合の外科
的治療法として、最も有望視される手法であ
る。代表者を中心とする研究グループは、将
来の臨床応用を目指して、本実験系の基礎研
究を推進してきた。これまで、基礎研究に必
須な網膜神経節細胞を特異的に標識するモ
ノクローン抗体 C38 の単離（Wakabayashi, 

Kosaka ら, 1996a, b）、末梢神経片を移植し
たフェレット網膜で再生視神経を持たない
生 存 細 胞 の 同 定 (Quan, Kosaka, Waka 

-bayashi ら,1999)など、数々の業績を発表し
てきた。 

一方で、種々の遺伝子操作マウスを用いて、
視神経を挫滅損傷し、視神経の自然再生を見
た研究が複数報告されている。双方とも、将
来の中枢神経軸索の再生法の開発に、必要不
可欠な情報をもたらしている。 

本研究開始の時点で、「視神経再生」の研
究分野では、臨床応用に向けて次のような解
決するべき問題点が、残されている。 

①再伸長する視神経数が極めて少なく、ま
た有髄線維の割合も極めて少ないこと。 

②鼻側網膜から尾側中枢へ、耳側網膜から
吻側中枢へという、網膜－視覚中枢の特異的
なシナプス投射パターン(retinopy)が再構築
されないこと。 

また、基礎研究を遂行する上でも 

③再生視神経を同定できる最良の手法に
ついてコンセンサスが見られないこと。 

という重大な研究課題が残されたままで
ある。 

 

 

 

２．研究の目的 

 

そこで、本研究では、上記の①～③の解決
を目指すため、まず外科的な手術法の改良を
試みることにした。具体的には、形成外科学
領域の臨床で用いられている microsurgery

の手法を駆使して、移植する末梢神経片の栄
養動静脈を残したまま視神経切断端に移植
吻合した。移植片中のシュワン細胞の生存性
を高めることにより、再生視神経数、および、
有髄化の割合に与える効果を検証した。その
過程で、再生視神経数の同定、特に有髄線維
の同定法について検討した。最終的には、鼻

側、耳側に 2 本の血管柄付き末梢神経移植を
試み、retinotopy の再構築を試みた。 

 

 

 

３．研究の方法 

 
（１）血管柄付き正中神経移植手術法の開
発・改良 
ラットを麻酔し、上腕～前腕にかけて切開

し、正中神経を開放した。正中神経の栄養動
静脈を注意深く止血しながら開放した。同時
に眼窩上部を開放して視神経を直視下に完
全切断した。Bipolar coagulator で止血を繰
り返しながら、正中神経遠位部を離断・反転
し視神経切断端に移植吻合した。正中神経中
枢端は、マークしたうえで切断遊離した。栄
養動静脈は、遠位端を止血し、血流が保存さ
れていることを確認して、“血管柄付き移植”
とした（図１）。 

 
図１ 血管柄付き正中神経移植法の模式図

（文献 3 より） 

 

 

（２）再生視神経を持つ網膜神経節細胞の同

定 

血管柄付き末梢神経移植実施から 1か月後、
眼窩上部を再度開放後、移植片を露出し、吻
合部から 10mm の部位に、止血用ゼラチン
spongel（アステラス製薬）にしみこませた
蛍光色素Granular Blue(GB:Sigma)を挿入し、
逆行性標識とした。 
さらに、2 日後、動物を深麻酔により殺処

分し、4％paraformaldehyde 溶液を左心から
還流し全身固定を行った。眼球摘出後、網膜
を単離し、grid 付きのスライドガラス上で伸
展標本とした。正立蛍光顕微鏡(Carl Zeiss: 
Axioscope)で UV 励起により GB 陽性細胞を同
定、カウントした（図２）。結果は t 検定を
行い、P<0.05 として有意差を検定した。 

 

 

（３）透過型電子顕微鏡による有髄線維の同

定 

 移植吻合部から 5mmまでの末梢神経片を単

離し、2％パラフォルムアルデヒド/2％グル



タルアルデヒド溶液で一昼夜固定した。1％

オスニウム溶液で 4℃1時間処理後、脱水し、

60℃3 日間エポン包埋した（Epon812:応研商

事）。超薄切切片を作成して、透過型電子顕

微鏡（H-7650:日立）で観察した。軸索部分

をすべて写真撮影し、デジタル情報として保

存した。 

 軸索の髄鞘形成度は、次の 3つに分類し解

析を進めた（図５の上のパネル 3 図参照）。

①無髄線維(unmyelinated)、②未成熟型有髄

線維(immature myelinated)、③成熟型有髄

線維(mature myelinated)である。軸索の長

径と短径の平均値の 1/2よりも厚い髄鞘を持

っている線維を成熟型有髄線維とし、1/2 以

下のものを未成熟型有髄線維とした。血管柄

付き末梢神経移植群 2 匹、血管柄無し移植群

2 匹の移植片を透過型電子顕微鏡で観察し、

各標本について最低でも 400 本以上の軸索を

上記 3 つに分類した。結果は、χ2 乗検定を

行い、P=0.05 として有意差を検定した。 

 

 

 
図２ 網膜伸展標本上で逆行性標識された

Granular Blue(GB)陽性細胞。(A)対照の血管

柄無し移植の網膜。(B)血管柄付き移植の網

膜。(C)血管柄付き移植の GB 陽性細胞の強拡

大像。細胞 1個 1個の形態を強拡大で観察し

て網膜神経節細胞であることを確認後カウ

ントした。Bar=50m。(D)血管柄付き移植に

よる視神経再生促進効果。血管柄無し移植

（non-vascularlized; n=6）、血管柄付き移

植(vascularized; n=3)。平均値±SD で示し

た。P<0.05 で有意差有。（文献３より） 

 

 

 

４．研究成果 
 
（１）血管柄付き末梢神経移植の視神経再生
促進効果の検証 
 

 血管柄付き移植群と血管柄無し移植群の

網膜進展標本の GB 陽性細胞を観察した。図 2

に示すように、弱拡大では、あきらかに血管

柄付き群で GB陽性細胞が多いことが判る（図

２A,B）。１つ１つの GB 陽性細胞の強拡大の

観察で、その細胞体の形態、細胞体が局在す

る層の高さ（神経節細胞層であること）、axon 

hillock の形態を検証し、間違いなく網膜神

経節細胞であることを同定した。最終的に、

GB 陽性細胞を 2 群でカウントした。血管柄付

き移植群では、GB 陽性細胞数は 1,200±

208(n=3)で正常の 1.2％であった（正常な成

獣ラットの網膜神経節細胞数を 98,000 とす

る。McCall ら, 1987）。血管柄無し移植群で

は、691±213(n=6)で正常の 0.7%が GB 陽性細

胞として検出できた。両者には、約 1.7 倍の

開きがあり、統計的に優位差があった。血管

柄付き末梢神経移植により、視神経を再生す

る網膜神経節細胞数が増加することが明ら

かになった。 

 

 

 
図３ シュワン細胞による視神経軸索の有

髄化。髄鞘の近傍に核があることから、シュ

ワン細胞が髄鞘を形成していることが判る

（未発表）。 

 

 

（２）血管柄付き末梢神経移植による髄鞘形

成促進効果の検証 

 

 移植片中の再生視神経を透過型電子顕微

鏡で観察すると、血管柄無し移植群と比較し

て、明らかに血管柄付き移植群の標本で、有

髄線維が多かった(図４A, C)。高倍率で観察

を行っても、成熟した髄鞘を持つ再生視神経

が多数観察できた(図４D)。髄鞘を形成して

いるグリア細胞がシュワン細胞であること

は、細胞質が髄鞘を取り囲み、核が髄鞘の近

傍に見られることから同定できた(図３)。 

定量的な解析を行うため、両標本内の無髄

線維、未成熟型有髄線維、成熟型有髄線維の

割合を調べた。その結果、血管柄無し移植群

では、約 70％の再生軸索が無髄線維であり、

わずか 10％の線維のみが成熟型有髄線維で

あった。それに比較して、血管柄付き移植群

では、約 35％が成熟型有髄線維であり、無髄

線維は 50％以下であった。この割合をχ2乗



検定により統計解析したところ、両群には優

位差があることが明らかになった。以上の結

果から、血管柄付き移植は再生視神経軸索の

有髄化を促進することが明らかとなった。 

 

 
図４ 移植末梢神経片内の再生視神経の透

過型電子顕微鏡像 A, B:血管柄無し移植。

C, D:血管柄付き移植。B:矢印は、非典型的

な層状構造を細胞質内に持つシュワン細胞

を示す。(S)シュワン細胞の細胞体を示す。

(＊)は、薄い髄鞘をかぶった軸索を示す。矢

頭は、無髄線維を示す。D: 矢頭は、成熟型

有髄線維を示す。シュワン細胞の細胞質も最

外層に確認できる。矢印が示す 2つのシュワ

ン細胞は、細胞質内にミエリンの層状構造を

示す。弱拡大 A, C の Bar=10m, 強拡大 B, D

の Bar=2.0m。 （文献３より） 

 

 

 

 
図５ 血管柄付き移植、無し移植の有髄線維

の割合の比較。上のパネルは左から、無髄線

維 (unmyelinated) 、 未 成 熟 型 有 髄 線 維

(immature myelinated)、成熟型有髄線維

(mature myelinated)の典型的な電子顕微鏡

像を示す。下のパネルは、（左）血管柄無し

移植、（右）血管柄付き移植における、無髄、

未成熟有髄、成熟有髄線維の割合を示す。χ

2 乗検定により、両者には優位差が存在する

ことが確かめられた。（文献３より） 

 

 

（３）細胞死を促進する Puma のコリン作動

性アマクリン細胞における新たな生理機能

の可能性 

 

Puma は、BH3-only protein の１つであり、

細胞死を抑制する bcl-2などの機能を阻害す

ることで、細胞死を促進する分子とされてい

る。これまでに、代表者のグループでは、

BH3-only protein である、Hrk や、BimEL が、

ラットの視神経切断後に早期に発現誘導さ

れることを示してきた(Wakabayashi, Kosaka

ら, 2002,；Wakabayashi Kosaka ら, 2005,)。

網膜神経節細胞の視神経切断による逆行性

変性のカギを握る分子群である。ラット網膜

発生過程における Puma 発現局在の変化を、

免疫組織化学を用いて解析し、Puma の新しい

生理機能を示唆する結果が得られたので報

告する。 

 ラットの網膜の発生初期において、網膜神

経節細胞、アマクリン細胞、双極細胞、水平

細胞、視細胞に Puma タンパク質の局在が見

られた。その発現局在は、網膜の正常発生過

程のプログラム細胞死が起こる時期に一致

し、開眼後の細胞死が終了する時期である生

後 21 日目以降には、その発現は消退した。 

 しかしながら、弱い抗原陽性部位が内網状

層に 2 つのバンドとして、出生 21 日目以降

も残り、生後 8週頃まで継続した。この内網

状層の 2 本バンドは、双極細胞の神経終末と

網膜神経節細胞の樹状突起が作るシナプス

領域の層（高さ）を示し、アマクリン細胞の

樹状突起も、そのシナプス構造に参加するこ

とが知られている。 

 そこで、生後 14 日～8 週のラット網膜で、

2 重免疫染色によりこの抗原陽性細胞を探索

した（図６）。その結果、ChAT(Choline acetyl 

transferase) 、 Ca2+ 結合タンパク 質 Cal 

-retinin、homeodomain を持つ転写因子 Chx10 

と共局在が見られた。この結果により、ほぼ

すべてのコリン作動性アマクリン細胞で、プ

ログラム細胞死が終了した生後 21日以降も、

Puma の発現が継続していることが判明した。

以上の所見は、細胞死を促進する分子である

BH3-only protein の１つ Puma が、細胞死促

進以外の何らかの生理機能をコリン作動性

アマクリン細胞で果たしていることを示唆

している。 

 網膜は、以上のように正常発生過程のプロ

グラム細胞死を追跡することもできる材料

でもあり、また視神経切断により逆行性変性

を誘導することもできる。また、動物を 24

時間の暗黒下で飼育することにより、シナプ



ス入力を修飾することもできる優れた研究

材料である。BH3-only protein の新しい生理

機能の探索に、また、細胞死に関わる分子の

動態を知るうえで、重要な情報を得ることが

できた。 

 

 

 
図６ 生後 14 日目ラット網膜における Puma

と分化マーカーとの共局在 (a～h)ChAT と

Puma の 2 重染色。矢印が示すように、ほぼす

べての ChAT 陽性細胞が Puma 抗体でも 2重染

色されている。矢頭が示す内網状層の 2本の

バ ン ド も 、 ２ 重 陽 性 で あ る 。 (i ～

l)calretinin と Puma の 2 重染色。(m～p) 

Chx10 と Puma の 2 重染色結果。標本は、

Hoechst33258 で核染色を施した。GCL:神経節

細胞層, IPL:内網状層, INL:内顆粒層, OPL:

外網状層, ONL:外顆粒層。 Bar=50m（文献

１より） 

 

 

（４）2 本の血管柄付き末梢神経移植による

retinotopy の再構築 

 

 末梢神経移植による視神経軸索の再生実

験系を用いて、移植片の中枢端を視覚中枢に

刺入することにより、視覚中枢でのシナプス

が再生され、網膜－視覚中枢回路を再構築で

きることが確かめられている(Keirstead ら, 

1989)。そこで視神経の切断端ではなく、眼

球の耳側と鼻側に 2本の末梢神経片を刺入し、

視覚中枢の吻側、尾側に 2本の架橋移植とす

ること、さらには、この 2本の末梢神経移植

を血管柄付きとすることを試みた。 

 現在までのところ、この手法は完成してな

い。手術の侵襲性が思いのほか大きく、虚血

による神経細胞死が起きたり、眼球内出血が

生じたりする問題が解決できていない。今後

も、継続して手法の改良を続けていく予定で

ある。 
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