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研究成果の概要（和文）：ラット脳よりmRNAを抽出し、PCR法によりラット（Wistar系）Hn-1遺伝子の一部を増幅した
。塩基配列解析を行い、これが既知のHn-1遺伝子と相同であることを確認したのち、本PCR断片をプラスミドベクター
に挿入、これを鋳型としてcRNAプローブを作成した。このcRNAプローブを用いて片側の顔面神経損傷後のラット脳切片
に対してin situ hybridizationをおこなった。損傷側の顔面神経核領域および三叉神経核（手術操作による損傷と考
えられる）におけるHn-1mRNAの発現が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Whole rat brain mRNA was extracted and amplified a part of the rat (Wistar rat) 
Hn-1 gene by the polymerase chain reaction. After performing the sequence analysis, we confirmed that 
this was known Hn-1 gene with homology. cRNA probe was constructed and in situ hybridization was 
performed for a rat brain slice after the unilateral facial nerve damage using this cRNA probe. 
Expression of Hn-1 mRNA was observed at facial nerve nucleus and trigeminal nerve nucleous on the damaged 
side.

研究分野： 形成外科学

キーワード： 顔面神経損傷　Hn-1
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１．研究開始当初の背景 
 形成外科を含む外科学の手術手技の歴史
は解剖学と共に歩んできたといっても過言
ではない。ここでいう解剖学とは主にマクロ
解剖学である。古典的な解剖学による知見は
科学技術の進歩した現在においてもなお、重
要な知見をわれわれに与える。マクロ解剖学
は数百年の歴史を有し、様々な解剖学書が刊
行され、今日に至っている。マクロ解剖学と
は、人体解剖における“標準”であり、部位
によっては破格が多かれ少なかれ存在する。 
 近年では CT や MRI 撮影で得られた画像
を３次元的に、立体的に描出する技術が発達
した。これらにより個々の個体における解剖
が事前に表現でき、いわばオーダーメイド医
療の一翼を担う。とくに重要な神経や血管の
解剖は末梢ほど、破格が多く、これらを術前
に把握することは手術シミュレーションに
大きく貢献し、最終的には手術の安全性に貢
献している。 
 工学／医療技術の進歩に伴い、最近では外
科学はミクロレベルでの治療に挑戦し始め
た。これは光学顕微鏡技術の進歩とともに治
療技術の研究開発の進歩をその基盤とする。
口径 1mm 程度の動静脈の再吻合を前提とす
る皮弁移植術は半世紀程度前に確立された
技術であり、現在は標準的な治療法として一
部では定着している。また、マイクロサージ
ャリーは末梢神経の縫合技術にも貢献して
いる。損傷を受けた末梢神経は再縫合するだ
けではなく、他の部位から採取した神経の移
植や、人工神経移植、あるいは他の運動神経
に motor source を求めること、などの技術
が基礎研究で進められ、医療へと応用されて
いる。ただし、末梢神経は中枢神経に比して
比較的単純な構造をとるとされているが、今
なお、絶妙な構造で成り立つ神経ネットワー
クの解明は課題である。 
 マクロ解剖学に対峙する言葉としての“ミ
クロ解剖学”−神経束内での解剖学など
(topology)−はあまり広く使われない。これは、
まだミクロな外科技術が標準的には及んで
いないことを背景に、ニッチな研究領域とし
て捉えられる傾向にあるからであろう。ゆえ
に、得られた知見を相互にフィードバックし
あうためのバックグラウンドが形成されき
っておらず、技術はまだまだ革新の余地を残
している。 
 現在、既に行われているミクロな外科技術
を背景に、有効に活用出来る可能性のあるミ
クロ解剖学は主に脳神経（顔面神経、三叉神
経、舌下神経など広義の中枢神経系）領域の
マイクロサージャリーであろう。われわれ形
成外科医が兼ねてより関与してきた領域と
して、顔面神経麻痺治療が挙げられる。その
損傷形態（腫瘍切除に伴うもの、外傷に伴う
もの、ウイルス感染に伴うもの、原因不明な
もの）によって治療方針が異なってくるが、
外科治療としてはおおむね、その動力源（モ
ーターソース）を他の部位（例えば対側の顔

面神経や同側の舌下神経、三叉神経など）に
求めることが多い。しかし、動物実験モデル
も限られており、未だ解明されていない現象
も多い。例えば、舌下神経を直接、または移
植神経を介して顔面神経に端側縫合する際
に、顔面神経のどの部分に縫合すれば、麻痺
している領域に対して最も効率的か、などは
神経束内での topology が明らかとなれば、大
きく前進する。 
 神経科学領域で topology を検索する試み
はこれまでにもなされてきた。その主たる物
はトレーサー法である。神経核や筋肉等に存
在する神経終末領域に微量注入された低分
子化合物であるトレーサー物質は神経細胞
体ないしは軸索、神経終末に取り込まれ、順
行性ないしは逆行性に神経細胞内に分布し、
これを検出することでネットワークの解析
を行うことができる。本手法は脳科学領域に
おいては神経核間のネットワークの解明に
莫大な貢献をしてきた。古典的手法であるが
現在も尚、重要な研究手法としての地位は揺
るがない。一方で注入されたトレーサー物質
はそこに存在する全ての軸索に取り込まれ
る訳ではなく、推測不能な割合での細胞の染
色となるため、定量的解析が行えず、それゆ
えに、染色に漏れる領域が存在することが想
定され、神経核内での微細な領域解析は行え
ない。 
Hn-1(hematological, and 
neurological-expressed sequence 1)は 1997
年に胎児の肝臓での発現が示され（Tang et 
al, 1997）、その後、成体では損傷を受けた運
動神経の細胞に特異的に発現する事が明ら
かとなった（Zujovic et al, 2005）。この発現
の up regulation は軸索が損傷されたという
シグナルが神経細胞体に伝達されると速や
かに開始される。本タンパク質の発現を神経
核において検出する事で、 
①脳神経（顔面神経等）末梢枝の神経核レベ
ルでのトポロジーの解明 
②手術操作による神経への損傷程度の検討  
 
を行う事が出来る。われわれは Hn-1 をマー
カーとして用いる事で神経核における３次
元的トポロジーを解析し、さらにこれらの情
報をマッピングする事で脳神経のミクロ解
剖学をアトラス化する技術を確立する事の
ではないか、と考えた。 
 
２．研究の目的 
 前述の通り、トレーサー法ではトレーサー
物質の取り込み率の不安定性から、全ての細
胞を染色することができない。神経損傷マー
カーとされる Hn-1 などといったタンパク質
は、損傷を受けた細胞に特異的に発現するこ
とが示されている。 
 また、同時に臨床面においても、現在一般
に使用されている CT や MRI 機器の画像処
理技術を利用し、オーダーメイドでの微細な
血管構築の 3 次元化に迫ることとした。 



 
３．研究の方法 
 （１）ラット脳からの total RNA 抽出 

深麻酔下にラットを安楽死させ、速やか
に抜脳を行った。 
得られた脳サンプルは溶解液中でホモ
ジェナイズを行った。その後は製造元の
プロトコルに従い、遠心分離などを行い、
total RNA を抽出した。分光高度計によ
り一定量のRNAが抽出されていることを
確認した。 

 （２）ラット Hn-1 に対する cRNA プローブ 
    の作成 

ラット Hn-1 の塩基配列より PCR プライ
マーを設計した。プライマー配列は以下
の通りである。 
F：5’-CTTTGCGCCATGACCACTACCA-3’ 
R：5’-ACCTTGCAATACCAGGCAGCTT-3’ 
RT-PCR の条件は次の通り行った。 
50℃ 30 分 
94℃ 2 分 
94℃ 30 秒 58.1℃ 20 秒 72℃ 30 秒 
を 35 サイクル、 
72℃ 7 分 
予測される長さのバンドを切り出し、ベ
クターにライゲーションを行い、プラス
ミド化した。プラスミドはコンピテント
セル（E.coli）にトランスフォームし、
アンピシリンと IPTG, X-gal を混和した
アガロースゲル上に撒布した。 
プラスミドが挿入されていると考えら
れる大腸菌コロニーを採取し、培養、プ
ラスミドの回収を行った。 
得られたプラスミドベクターは外注に
より塩基配列解析を行い、ラット Hn-1
遺伝子が挿入されていることを確認後、
MCS 中の EcoRI および HindIII でプラス
ミドを消化し、直線化した。 
T3 および T7 RNA ポリメラーゼをもちい
て、Digogesigenin 標識された cRNA プロ
ーブを作成した。スピンカラムで精製し、
回収、分光高度計により定量した。 

 （３）ラット脳切片に対する in situ ハイ 
    ブリダイゼーション 

ラットは深麻酔下におき、右室よりカニ
ューレを挿入し、脱血後、潅流固定を行
った。上記と同様に脳を採取、ホルマリ
ン固定後にパラフィンブロックとした
得られた 4μm 厚のパラフィン切片を用
いてin-situハイブリダイゼーションを
行った。パラフィン切片はキシロカイン
→下降アルコール系列を用いて脱パラ
フィンおよび水和処理を行った。 
パラフィン切片を再度ホルマリンで固
定後、RNase free の PBS 中で洗浄、
protease K により細胞膜タンパク質の
部分的消化を行った。cRNA プローブを混
じた SSC pH4.5 中で 60℃、12 時間のハ
イブリダイゼーションを行った。 
PBS 中で洗浄後、Alp 標識された抗

digoxigenin 抗体を反応させ、NBT/BCIP
を基質として発色反応を行った。 
水溶性封入材により封入を行い、光学顕
微鏡で観察を行った。 
 

４．研究成果 
（１）ラット Hn-1 遺伝子の部分的塩基配
列 

 得られた塩基配列：RT-PCR により 1053bp
のラット Hn-1 遺伝子断片が得られた。これ
らの塩基配列を解析した結果、既知のラット
(Rattus norvegicus)Hn-1 の塩基配列と相同
であった。 
 

（２）脳切片における Hn-1 アンチセンス
プローブによる in situ hybridization 



 
上 2図はラット顔面神経本幹を手術的に切断
後、5日目に抜脳し、組織切片を作成、in situ 
ハイブリダイゼーションを行ったものであ
る。顔面神経本幹は茎乳突孔をでた部位にお
いて切断した。図に示すように損傷側の顔面
神経核において Hn-1 の発現と考えられるシ
グナルと認めた（上２図）。また、中脳辺縁
にも Hn-1 の発現が認められた。この領域は
三叉神経脊髄核に該当する。手術操作により
顔面神経末梢枝の切断を行う際に頚部操作
により三叉神経支配領域への介達力により
三叉神経の軸索も障害を受けた可能性が示
唆された。 
なお、最下図はネガティブコントロールであ
る。 
 以上によりラット顔面神経核において、顔
面神経末梢枝を損傷することにより Hn-1 の
発現が非障害側に比してup-regulateされる
ことが示唆された。 
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