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1.緒 言

過度な伸張性筋収縮により筋は損傷を受ける1)。運

動後に起こる遅発性筋痛の多くの原因はこの筋損傷に

よるものと考えられる。筋損傷とは筋原線維や筋線維

の部分的過収縮をともなう形質膜の傷害が引き金とな

る筋線維の部分的壊死と言われている2)。壊死部には

myofilamentが完全に消失し,マクロファージの出現

による激しい貪食が観察される3)。筋損傷が筋線維の

中央部,神経筋接合部に及んだ場合には神経の離脱(脱

神経)が起こる1)。神経一筋の機能回復は,解離した神

経の再支配と筋損傷部の回復とともにすみやかに進行

すると考えられる。しかし,激しく損傷を受けた筋の

構造上にある神経軸索の解離や再支配を観察すること

は困難である。

一方,坐骨神経を完全に凍結することにより末梢側

の軸索は一時期完全に崩壊し,神経軸索終末は支配筋

の運動終板上から消退する4)。このときの筋には,多少

の萎縮がみられるが構造上の乱れはなく,直ちに神経

の結合による再生も開始する。

本研究では,筋に損傷を伴わない状態にて,神経筋

接合部が一旦解離し,その後の接合部の再生がいかに

進行するかを観察検討した。

2.方 法

実験動物には生後4週齢のFischer344系雌ラット

を用い,被験筋は長指伸筋(EDL)とした。 Pentobar-

bitalsodium nembtal (50%saline)をラットの腹腔内

に注入し,完全な麻酔下にて大腿部を切開し,坐骨神

経を露出させた。液体窒素にて-100℃以下に冷却した

5φのステンレスロットを坐骨神経に5秒間押し当

て凍結させた。この際には,他の組織や血管にロット

が触れぬよう注意した。神経凍結後は直ちに切開部を

消毒・縫合し,以降は通常飼育にもどした。神経凍結

処置の前と処置後21日までの期間においてEDLの張

力を測定した。張力の測定方法は血流維持を保ち前報

に従った1)。張力測定後に坐骨神経と筋を摘出し,液体

窒素-イソペンタン液にて瞬間凍結後,45μmの縦断切

片を作成し,コリンエステラーゼ染色と鍍銀染色を施

した。また,10μmの連続横断切片を作成し,神経軸索

の増殖因子タンパク等の発現を知る目的で免疫組織染

色(ABC法)を施し光学顕微鏡観察を行った。免疫染

色結果の解析には, NIH image soft (ver.1.62)を使

用し,各タンパク染色濃度を256階調グレースケールよ

り数値化した光学濃度(OD ; opticaldensity)にて表

した。また,凍結神経は損傷程度の確認のため電子顕

微鏡観察を行った。また,神経と神経筋接合部の活動

電位の伝導性を調べるため,凍結部の末梢側あるいは

Fig. 1 Electron micrographs of sciaticnerve after freezing. a;axon

d;days after nerve freezing m;myelin sheath

sischwann cell
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中枢側より電気刺激(0.1ms,10V)を与え,軸索各部や

筋から活動電位を導出した(図2)。

実験動物は明暗サイクルを昼夜12時間反転させた飼

育室にて管理した。飼育室内は常時換気され,24±2℃

に保たれた。実験動物の扱いについては「実験動物の

飼育及び保管等に関する基準」(総理府)を遵守した。

3.結 果

液体窒素にて冷却したステンレスロットを坐骨神経

に押し当て凍結することにより,凍結部は完全に崩壊

する。図1には凍結部の神経軸索横断面の電子顕微鏡

像を示した。軸索のまわりを形成するミェリン鞘の層

構造が神経凍結1日後に乱れ(1d),7日後には軸索内

部の空洞化とともに壊れたミェリン鞘が中央に集まり

ながら消失していく過程が観察される。また14日以降

には新たな薄いミェリン鞘が形成され,軸索内部には

輸送されているミトコンドリアも観察された。

図2には神経凍結部の中枢あるいは末梢側より電気

刺激を行い,神経軸索あるいはEDLの各箇所からの

活動電位を導出する方法について模式図を示し,その

結果を表1に伝導性の有無として示した。凍結直後か

ら凍結部を挟み中枢側と末梢側の伝導性は消失した

が,中枢側,末梢側それぞれの伝導は認められた。実

験期間を通して中枢側の軸索上に活動電位の伝導性が

失われることはなかった。末梢側は凍結1日目以降か

ら5日まで完全に伝導性が認められなかった。末梢側

神経から筋までの神経筋接合部を介したシナプス伝達

が失われる時期は,末梢側の伝導性が失われる時期と

一致していた。また,活動電位の回復は,凍結処置7

日以降から凍結部・末梢側→接合部の順で起きていた。

次に,コリンエステラーゼ染色と鍍銀染色を施した

筋縦断切片から,神経筋接合部の構造変化を観察した。

図3に凍結前から3, 7, 21日後の染色像を示す。凍

結後には筋内に入り込む神経軸索は細くなり,軸索終

末は急速に縮小する(3-b)。通常,神経軸索の終末は

運動終板上で多数に枝分かれし接合している(3-e)。

しかし,凍結処置3-7日後の運動終板上には分枝数の

少ない像が多数観察された(3-f,g)。処置3日後には運

動終板のコリンエステラーゼ活性も減少した。処置7

日後には軸索終末がみられない運動終板も認められた

が,コリンエステラーゼ活性が高まり,筋の横紋構造

が明瞭化するなど再生の進行もみられた。処置21日後

には,運動終板上には濃く銀染色され軸索終末の分枝

が発達した像が観察された(3¬d)。これらの染色光顕

像から,神経凍結後に運動終板上に軸索が重なる(確

実に軸索終末が分布しているかは不明)割合を求め,

神経支配比とした(図4)。この神経支配比は凍結3日

後に18.5%まで減少し,それ以降は徐々に回復し21日

後には,ほぼすべてのコリンエステラーゼ染色される

運動終板上に軸索の分布がみられた。しかし,凍結3

日後においてコリンエステラーゼと銀の2重染色結果

から得られる支配比が約2割を占めた一方,神経筋接

合部上を活動電位は伝わってはいなかった。そこで,

神経一筋の機能的変化を調べるため,筋に対する直接電

気刺激張力と坐骨神経凍結部より末梢側から電気刺激

により得られる間接張力の継時的変化を調べた。

図5に示す神経凍結後に起こる直接刺激張力の一過

性の低下は,除神経にともなう筋萎縮や不活性化か原

因と考えられた。間接刺激張力の低下は直接刺激張力

の低下原因に加えて,神経筋接合部の解離が主な原因

であると考えられた。間接張力は7日目以降に出現し,

処置後21日でほぼ完全に回復していた6

神経や筋の再生には多数の遺伝子発現やサイトカイ

ンなどの成長・増殖因子関与することから,筋内の軸

索内におけるlow-affinity nerve growtiifactor(p75NTR),

growth associated protein (Gap43)を,神経軸索の

消退や発芽状態を観察する目的で,軸索の構造物質を

現すneurofilament (NF160),軸索終末のシナプス小

胞関連膜タンパクを認識するsynaptphysinの変化

を,軸索のマーカーとなるシュワン細胞を認識する

Fig. 2 Schematic illustration of the experimental protocol

and typical recording of the action potentials.

Table 1 Check whether action potential recording after

nerve freezing
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Fig. 3 Cholinesterase and silver staining after nerve

freezing.

a,e;pre-nerve freezing.

b,f,g;3days after nerve freezing.

c;7days after nerve freezing.

d;21days after nerve freezing.

s100ととも連続切片により調べ図6~8示した。

NF160, synaptphysinは凍結1日後より染色強度が低

下し,7日後まではほとんど反応が消失した状態が続

いた。 9日目以降より急速な回復がみられた。軸索の

発芽や成長促進因子に関与するGAP43も,凍結1日後

より7日後までは筋内神経軸索には観察できなくなる

一過性の低下がみられた。一方,シュワン細胞損傷に

より発現するp75NTRは凍結9日後まで増加し,9日以

降も強い発現がみられた。

4.考 察

本研究では,ラット坐骨神経の一箇所を凍結させ,

神経筋接合部に起こる解離から再神経支配の過程を調

べた。神経筋接合部の変化を引き起こす除神経実験に

は,坐骨神経を完全に切断する方法が一般的であるが,

神経切断の場合には支配筋に不可逆的退行現象のみが

観察される5)6)。神経筋接合部の再生を調べる方法とし

ては,神経軸索を圧迫挫滅させる方法や薬物による崩

壊7)が,またフグ毒tetrodotoxinやヘビ毒bungar-

otoxinなどのシナプス前後膜に薬理ブロックを行う

方法8)9)などが広く行われている。しかし,観察対象と

する神経線維や筋サンプルのすべての神経筋接合部を

一過性に解離させ,かつ,他組織への影響も少なく,

さらに間様系組織を残し再生もすみやかに進行させる
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Fig. 4 Innervation rate after nerve freezing.

d;days after nerve freezing.

* ;significantly difference from pre values (p<0.01)

Fig. 5 Maximum tetanic tension after nerve freezing.

* ;significantlydifferencen from pre values (p<0.

01)

方法としては軸索凍結法が最も優れていると考えられ

る。

凍結処置を行った軸索は,その構造が完全に崩壊し

た。凍結部の軸索横断面の変化(図1)からミェリン

鞘の崩壊と軸索内容物の消失が観察された。この軸索

崩壊は凍結部のみに留まるのではなく,時間経過と共

に凍結部より末梢側軸索に及んでいくことが報告され

ている4)。また,神経軸索の損傷部位にはマクロファー

ジが浸潤し,分解酵素を産生することにより破壊され

た組織を貪食処理する7)一方,マクロファージは損傷

部の修復再生に働くサイトカイン系の血漿タンパク産

生を促す。

図2,表1に示した活動電位導出実験の結果から,

凍結直後から12時間後までは末梢部軸索の電位伝導性

は認められるが,2日後には伝導性は失われ,先に述

べた,軸索の崩壊が時間経過と共に末梢部に移行する

こと4)と一致する結果が得られた。神経軸索は活動電

位の伝導の他に,ミトコンドリアや栄養因子等の物質

輸送に働く。このときの栄養因子とは,神経の可塑性

を担う蛋白の総称としてまとめられる。軸索の機能を

維持するためのエネルギーや栄養因子やアセチルコリ

ンを含むシナプス小胞は神経細胞体で合成され,軸索

自体は関与していない川。このため,軸索の一部が損傷

した場合には末梢側か順次機能を失うと考えられる。

特に,神経筋接合部の軸索終末では,分岐数が減少し

運動終板上から軸索が消退することが報告されてい

る4)。図3に示した神経凍結後の接合部の組織染色光

顕像にも軸索の縮小と消退現象を示す像が多数観察さ

れた。

光顕像から分析した神経支配比は凍結3日後に最低

値を示したが,約2割の運動終板上に軸索終末が重な

る像が得られた(図4)。しかし,図5に示した支配神

経からの間接電気刺激張力は,凍結3日後には観察さ

れなかった。凍結部末梢側の軸索は活動電位の伝導性

を失っているため(表1),間接刺激では刺激部位の軸

索が興奮しない場合もあり,間接張力が発揮されない

場合にも,神経接合部の解離を直接示すものではない。

神経凍結3日後の神経筋接合部を電子顕微鏡観察した

結果では12)軸索終末面積はpreの28%まで減少し,軸

索終末内のシナプス小胞は完全になくなるとした。こ

れらの実験結果から,凍結後には形態的にみた接合部

の解離がすべてに起こることはないものの,機能的に

は神経と筋は完全に連絡(シナプス伝達)を途絶える

ことが示された。

活動電位の伝導性と間接/直接刺激張力比から判断

できる神経筋接合部の解離期間は,凍結2日後から7

日後までであった。神経筋接合部の解離は,軸索凍結

により神経細胞から軸索終末への栄養因子・電気的情

報が絶たれることにより起こることから,凍結部の回

復が起こらない限り神経一筋の再結合は起こらない。活

動電位の伝導の回復も,凍結部・末梢側→接合部の順で

起きており(表1),凍結部の回復後から急速に末梢側

の軸索や接合部の回復が進行することが示された。

坐骨神経を挫滅させた場合,損傷を受けたシュワン

細胞では神経増殖因子の産生か九進する。凍結部位の

末梢側では神経成長因子nerve growth factor,脳由来

神経栄養因子brain-derivedneurotrophicfactor, 免

疫抑制因子leukemia inhibitoryfactorが産生され,

中枢側のシュワン細胞では毛様体神経栄養因子ciliary

neurotrophicfactor, その他,酸性線維芽細胞増殖因

子acidic fibroblastgrowth factorが産生され軸索再

生を促す13)。また,損傷を受けたシュワン細胞は貪食

されるが基底膜は残り,新たに再生された軸索の誘導

路となることが古くより知られている13)。このような

神経軸索凍結部の回復は,順次末梢側の軸索を修復し

栄養因子の輸送を可能として軸索終末での発芽を引き
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Fig. 6 Immunohistochemical reaction of NF160, synaptphysin, GAP43, p75NTR and S100 in intramusclure nerve after nerve

freezing. h;hours after nerve freezing
d;days after nerve freezing
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Fig. 7 Immunochemical staining level of NF160, synapt-

physin, p75NTR and GAP43 in intramuscular nerve afternerve

freezing.

起こすと考えられる。

筋内神経軸索の抗体染色の結果では,軸索の存在を

提示するNF160とシナプス小胞とシナプス前膜との

接着に働くsynaptphysin14)は,凍結処置後の3-7日

後にかけて同様に低下した(図6. 7-a)。この一過性

の低下とその時期は,西沢ら12)が報告する電子顕微鏡

像からみた凍結処置後の軸索終末面積とシナプス小胞

の減少と一致していた。シナプス小胞の消失が軸索消

退の引き金となることも報告されている15)。一方,軸索

の成長,発達に働くGap43も一過性の低下を示した。

Gap43は神経細胞体で合成され16)成長・増殖時の軸索

内で常に輸送されている17)。筋とともに筋内神経を挫

滅した場合や坐骨神経を切断した後に, 3-5日後には

神経細胞体でのGap43-mRNAの発現がピークとな

ることが報告されている18)。本結果では神経凍結7日

以降に筋内神経軸索のGap43が回復しており,神経細

胞体で産生されたGap43が凍結部の回復とともに末

梢まで輸送されてきた結果と考えられた。これに対し

て,筋内神経軸索のp75゛｀町ま凍結3日後から増加し9

日後にピークに達した。神経栄養因子の受容体である

p7y゛゛は,神経損傷や壊死によりシュワン細胞で産生

されこと19)また損傷神経が回復とともにp7yl｀I゛も低

下する2o)ことが報告されている。本実験のp75“1｀I゛の変

化は,最初に凍結部が崩壊し,時間経過と共に軸索の

末梢側に損傷が進行した結果を示していると考えられ

る。つまり,筋内神経軸索までに凍結の影響が及ぶた

めに時間を要した結果が,凍結3日後よりp75゛｀I゛の増

強が起きてきた原因と考えられた。

本研究では神経凍結後の神経筋接合部の解離と再生

過程の構造と機能変化を観察したが,神経筋接合部の

解離は生理的turnoverとして生体内で常に繰り返さ

れている現象であり21)また激しい運動時の筋収縮に

より主働筋や逆に措抗筋にも起こっていると考えられ

る。神経筋接合部の可塑性は発育加齢にともなう筋線

維タイプ移行やトレーニングにともなう筋の適応変化

のおおきな要因になると考えられ,解離から再支配ま

での過程が非常に短期間に進行できることは,神経系

に内在する増殖因子により調整されていることが示さ

れた。
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