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研究成果の概要（和文）：Thy1-YFP Tgマウス腓骨神経切断モデルで運動神経の再生過程を可視化した。神経切
断後の前脛骨筋内では数日内にYFP陽性神経線維が消失し、2週以降にシュワン細胞が消失した。一方、神経筋接
合部（NMJ）は、切断6週目でも残存していた。よって神経切断から再建までの期間を４週（4週群）と6週（6週
群）に設定し、経時的に10週間観察した。その結果、４週群のほうが、運動機能の回復が良好であった。組織学
的解析では、4週群のほうが6週群よりも約3倍のNMJが観察できた。本研究成果から神経切断4週と6週間でNMJ変
性に関連した分子機序の違いが推察され、同分子の解明によって神経再生の促進が見込まれた。

研究成果の概要（英文）：In this study, motor axon denervation and regeneration in the tibialis 
anterior (TA) muscle was examined after peroneal nerve transection in Thy1-YFP transgenic mice. 
Peroneal nerve function index was calculated every 2 week after transection of left peroneal nerve. 
TA muscles were histologically evaluated with BTX as neuromuscular junction (NMJ) and S100 as 
Schwann cells. Motor axons were visualized with YFP. The transected nerves were repaired with 
wild-type allograft 4 weeks or 6 weeks after the transection. Without repair, YFP expressions were 
disappeared within 3 days, Schwann cells within 2 weeks, and BTX areas were remained until 6 weeks. 
Mice in 4 -week repair group showed better motor function and more regenerated NMJs than 6-week 
repair group. There will be molecular differences of degeneration of NMJs in TA between 4 and 6-week
 repaired mice. Prevention of muscle atrophy and degeneration of NMJ should be needed to promote 
functional recovery after peripheral nerve injury. 

研究分野：末梢神経外科
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１．研究開始当初の背景
整形外科領域において末梢神経再建は、脊
髄再生と並ぶ大きな目標である。過去にさま
ざまな工夫がなされ微小手術外科手技の発
展によって神経束縫合が行われ比較的良好
な成績が得られるようになった。しかし、高
エネルギー損傷や創挫滅の強い症例では神
経欠損部位が広く、神経断端が短縮してしま
うために一次縫合できない症例がある。
我々は、
梢神経損傷に対する低分子
制御を標的とした遺伝子治療法の確立」、さ
らに「神経栄養因子と上皮成長因子（
受容体制御による末梢神経再生」について研
究を継続してきた。前者の実験結果から末梢
神経に軸索再生阻害因子を阻害する組換え
アデノウイルスによる遺伝子導入と人工神
経の併用によって人工神経のみと比較して
約2倍ものミエリン軸索を持つ再生神経を得
ることができた。
ても機能回復は不十分で、ラット足趾の拘縮
や筋委縮が残存するケースが多く認め
ていた。
例が散見された
よって末梢神経は再生しやすい環境とは
いえ、神経損傷部位のみの制御では限界があ
り、運動神経の最終到達作用部位である神経
筋接合部（
況を理解し再生を促す新規手法の開発が重
要と考えた。
２．研究の目的
末梢神経は、中枢神経損傷と異なりシュワ
ン細胞の増殖および再生軸索支持によって
再生能を有しているが、損傷範囲が広範であ
れば再生に時間を有する。神経断裂が明らか
なときは、外科的治療方法によって神経縫合
あるいは架橋が必要となるが、
が長く神経縫合が遅れた場合には、神経筋接
合部（
可逆な機能障害が生じる。
胞・軸索終末・アセチルコリン受容体で構成
されているが神経損傷に伴う変性と再生に
注目した研究は少ない。本研究では、末梢神
経損傷モデルを使用し、
目し、神経損傷における神経再生ならびに拘
縮予防の新規治療法の開発を目指すもので
ある。
３．研
(1)Thy1
用した腓骨神経切断モデルの作製
では神経筋接合部（
なっている（
neuronal subsets in transgenic mice 
expressing multiple spectral variants of 
GFP. Neuron. 2000
(2)腓骨神経再建：
に近位切断端を展開して野生型
再建した（
建した（
(3) 運動機能テスト：神経縫合後
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展によって神経束縫合が行われ比較的良好
な成績が得られるようになった。しかし、高
エネルギー損傷や創挫滅の強い症例では神
経欠損部位が広く、神経断端が短縮してしま
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受容体制御による末梢神経再生」について研
究を継続してきた。前者の実験結果から末梢
神経に軸索再生阻害因子を阻害する組換え
アデノウイルスによる遺伝子導入と人工神
経の併用によって人工神経のみと比較して
倍ものミエリン軸索を持つ再生神経を得
ることができた。
ても機能回復は不十分で、ラット足趾の拘縮
や筋委縮が残存するケースが多く認め
ていた。後者の研究課題においても
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いえ、神経損傷部位のみの制御では限界があ
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筋接合部（NMJ）の変性ならびに萎縮筋の状
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ン細胞の増殖および再生軸索支持によって
再生能を有しているが、損傷範囲が広範であ
れば再生に時間を有する。神経断裂が明らか
なときは、外科的治療方法によって神経縫合
あるいは架橋が必要となるが、
が長く神経縫合が遅れた場合には、神経筋接
合部（NMJ）の変性および筋委縮によって不
可逆な機能障害が生じる。
胞・軸索終末・アセチルコリン受容体で構成
されているが神経損傷に伴う変性と再生に
注目した研究は少ない。本研究では、末梢神
経損傷モデルを使用し、
目し、神経損傷における神経再生ならびに拘
縮予防の新規治療法の開発を目指すもので
ある。 
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整形外科領域において末梢神経再建は、脊
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ざまな工夫がなされ微小手術外科手技の発
展によって神経束縫合が行われ比較的良好
な成績が得られるようになった。しかし、高
エネルギー損傷や創挫滅の強い症例では神
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整形外科領域において末梢神経再建は、脊
髄再生と並ぶ大きな目標である。過去にさま
ざまな工夫がなされ微小手術外科手技の発
展によって神経束縫合が行われ比較的良好
な成績が得られるようになった。しかし、高
エネルギー損傷や創挫滅の強い症例では神
経欠損部位が広く、神経断端が短縮してしま
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年度から科研費によって「末
タンパク質発現

制御を標的とした遺伝子治療法の確立」、さ
らに「神経栄養因子と上皮成長因子（EGF
受容体制御による末梢神経再生」について研
究を継続してきた。前者の実験結果から末梢
神経に軸索再生阻害因子を阻害する組換え
アデノウイルスによる遺伝子導入と人工神
経の併用によって人工神経のみと比較して
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後者の研究課題においても足趾拘縮
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況を理解し再生を促す新規手法の開発が重

末梢神経は、中枢神経損傷と異なりシュワ
ン細胞の増殖および再生軸索支持によって
再生能を有しているが、損傷範囲が広範であ
れば再生に時間を有する。神経断裂が明らか
なときは、外科的治療方法によって神経縫合
あるいは架橋が必要となるが、損傷後の経過
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整形外科領域において末梢神経再建は、脊
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ざまな工夫がなされ微小手術外科手技の発
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急速に低下していた（右
グラフ）。 
一方、YFP 陽性線維
損傷 1日目から減少し、
日以降、陽性線維
察はできなかった。
は、損傷 1週で観察され
たものの 2週以降は
察されなくなった
(2)腓骨神経再建後の神経再生
腓骨神経切断後、
野生型 allograft
内に挿入した。
を含む腓骨神経を採取し、凍結切片を作製し
た。近位端から
遠位まで YFP を観察することができた（下写
真）。 
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に後肢足底のビデオ撮影を行い、機能回復を
。定量化には、足底の荷重面、足
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function index (SFI) と
functionindex (PFI)を算出した

、再建後の前脛骨筋
、シュワン細胞の評価
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する。神経切断後は、前脛骨筋萎縮が

経時的に進行していく。灌流固定後、
TA を採取し、

組織学的に軸索を
（BTX）Alexa 594
を用いて免疫蛍光染色を行い、蛍光

色素付き２次抗体でシュワン細胞を
した。 

グリア細胞由来神経栄養因子
チャネル作用薬（

る神経筋接合部の保護効果
後に浸透圧性のミニポンプを用いて筋組織

BayK8644を3
対照群と比較する。 
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を含む腓骨神経を採取し、凍結切片を作製し
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を観察することができた（下写
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を含む腓骨神経を採取し、凍結切片を作製し
陽性線維を認め、縫合部
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マウスを用いて腓骨神経を露出させ分岐部
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免疫蛍光染色を行い、蛍光
蛍光顕

GDNF およ
）によ

腓骨神経切断
後に浸透圧性のミニポンプを用いて筋組織

日間局所投与し、

トランスジェニックマウス腓骨

近接する部位が観

近位神経断端を見つけ、
と縫合し、遠位断端を TA

allograft 部分
を含む腓骨神経を採取し、凍結切片を作製し

陽性線維を認め、縫合部
を観察することができた（下写



腓骨神経近位断端から遠位方向に神経再
生が進行し allograft 内を通って TA 内に再
生していることが明らかとなった。 
(3) 切断、再建後の運動機能の回復 
切断群の PFI は徐々に低下し、4 週以降プ
ラトーとなり、10 週後さらに低下した。AG4
週群は徐々に足趾開排が改善し、再建 10 週
で再建前より改善した。一方、AG6 週群は再
建後 6週まで再建前と変化なく 8週で悪化し
た（下グラフ）。 

よって神経機能を再獲得するためには6週
以前での神経再建を考慮する必要があった。 
(4)切断後の前脛骨筋（TA）、腓骨神経再生、
NMJ、シュワン細胞の組織学的評価 
AG4 週、6週と
もに allograft
内に YFP 陽性線
維が観察され筋
内で BTX 陽性部
と接していた
（右写真：AG4
週群再建12週後
の TA 内）。 
TA 内の BTX 陽
性数は切断前で
平均 190 個、切断後 4 週で平均 209 個、6 週
で 121 個、16 週では 0 であった。再建 10 週
時では、AG4 週群平均 71 個、AG6 週群平均 31
個であった。 
(5) グリア細胞由来神経栄養因子 GDNF およ
び L 型 Ca チャネル作用薬（BayK8644）によ
る神経筋接合部の保護効果 
現在、準備中となっている。 
(6)まとめ 
腓骨神経切断後の前脛骨筋では、数日中に
神経線維が消失し、切断 2週目までにシュワ
ン細胞が消失していた。一方、NMJ は 4～6週
まで残存していることが明らかとなった。よ
って遅くとも６週までに神経再建する必要
があると考えた。本研究では、神経切断後の
再建までの期間を４週、6 週の 2 期間を設定
した。その結果、切断４週して再建したほう
が、足趾運動機能の回復が良好であった。神
経切断 4 週と 6 週では TA 内の NMJ の残存数
に差があり、NMJ が維持されている分子メカ
ニズムの解明が示唆された。現在、神経栄養
因子を含めた解析を進め、申請時の計画通り、
脱神経による筋委縮予防のため神経栄養因
子、L型 Ca チャネル作用薬投与の準備を行っ
ている。 
 本研究成果から脱神経となった骨格筋内

でのアセチルコリン受容体は一定期間維持
されているものの神経再建がない場合は6週
以降には筋萎縮とともに消失してしまうこ
とが明らかとなった。神経再支配を得るため
には神経切断後6週以前での神経再建を考慮
するかNMJ数の減少を防ぐ手法が必須となる。 
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