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ABSTRACT: [Purpose] The purpose of this study was to investigate the effect of unloading on partially denervated 

soleus muscles. [Subjects] Twenty-three twelve-week-old female Wistar rats were used. [Methods] We developed a rat 
model for partial denervation of the soleus muscle by resecting the fifth lumbar vertebral nerve on the right side. To 

avoid regeneration of the resected nerve, the central side of the fifth lumbar vertebral nerve was ligated. After 2 or 6 
weeks of  hindlimb suspension, we measured soleus muscle mass and cross-sectional area of the tibial nerve fibers and 

soleus muscle fibers. [Results] Soleus muscle mass and cross-sectional area of the soleus muscle fibers showed the 
same declining tendency as on the unaffected side at 2 weeks and on both sides at 6 weeks were significantly  smaller, 

The distribution of cross-sectional area of the soleus muscle fibers showed bimodal peaks at 2 weeks, and one smaller 

peak at 6 weeks. [Conclusion] These results suggest that unloaded atrophy depends on innervation of muscle fiber. 
 Key words: partial denervation, soleus muscle, unloading

要 旨:[目 的]神 経支配 を失い,か つ重力負荷 を失った状態での筋線維の萎縮 について,支 配神経の変化 とともに

同時に観察す ることで,筋 萎縮における神経 と筋の関係を明 らかにすることができる。部分脱神経後 の寡運動が脛

骨神経および ヒラメ筋の形態変化に及ぼす影響 を明 らかにす ることを 目的に本研 究を行った。[対象]12週 齢 の ウィ

スター系雌 ラッ ト23匹 を対象 とした。[方 法]右 第5腰 髄神経を切断 したのち両側後肢 を懸垂 して,部 分脱神経筋

の寡運動モデルを作製 した。2週 後および6週 後の脛骨神経髄鞘内横 断面積,筋 湿重量,ヒ ラメ筋 タイプI線 維横断

面積の変化 を観察 した。[結 果]腓 骨神経 の髄鞘 内横断面積は部分脱神経側 で小 さい傾 向にあった。 寡運動下の筋

湿重量 とヒラメ筋タイプI線 維横断面積は,2週 の非手術側,6週 の手術側お よび非手術側で有意 に小 さかったが,

2週 の手術側 では有意差はなかった。寡運動 下部分脱神経筋の筋線維横 断面積の分布 を比較 した ところ,２ 週では

分布の多い箇所が2つ あったが,6週 では2週 よ り小 さい面積の筋線維 が多く,ま た分布 の多い箇所は1つ のみあっ

た。「結語」部分脱神経 され た筋 を寡運動下 においた場合,脱 神経後2週 間では神経支配の有無によ り萎縮 の速度が

異なるが、6週 経過する と同程度 に萎縮す ることが示 された。
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1.は じめ に

脊髄神経や末梢神経が損傷を受けると,そ の損傷の

程度に応 じて,骨 格筋には完全にあるいは部分的に脱

神経が生 じる。部分的に脱神経 された筋では,損 傷部

か らの再生軸索が終末 に辿 り着 く前に,残 存する無傷

の神経の終板,あ るいは ランビエ絞輪から神経線維 の

突起が伸展 し,脱 神経筋線維 に機能的なシナプスを再

形成す る1，2）。この脱神経筋の再支配に関 しては,動 物

を用いて種々 の実験が行われている1-4）。

Slawinskaら5,6）,Tycら7,8)は,ラ ッ トの第4腰 髄神経

を切断 して長趾伸筋を部分脱神経の状態に し,表 面筋

電図を測定 あるいは長趾伸筋を神経枝付きで採取 し,

神経刺激 して張力を測定することによって,そ の回復

過程を調べている。またCannoldら9） やWhiteら10） は,

種々の神経成長因子やカル シウム阻害剤を部分脱神経

筋の神経筋接合部に作用 させて,発 芽が促進 された こ

とを報告 している。Herbisonら11）やGutierrezら12）も末梢

神経損傷後の発芽に関す る実験 を行 ってお り、坐骨神

経あるいは第4腰 髄神経 切断後2～8週 において,部 分

的に脱神経 されたヒラメ筋や足底筋,長 指伸筋の運動

単位が拡大 した としている。 このほか,部 分脱神経後

の神経筋活動の影響に関する研究は発芽の点か らのみ

観察 した報告が多い15-20)。一方,Chenら13,14） は,ラ ッ

トの脛骨神経を部分的に損傷 させることによって,ヒ

ラメ筋における部分脱神経モデルを作製 した。そ して,

筋湿重量の変化,筋 組織のタイプ分類を調べ,こ れ ら

を全脱神経モデルとも比較 している。Sakakimaら21)は

ラッ トの坐骨神経を凍結損傷 させ,ラ ッ トの ヒラメ筋

に部分脱神経を生 じさせ,筋 線維 タイプごとの横断面

積の測定と筋線維 タイプ構成比を,1週 ごとに5週 まで

その経過 を追っている。 これ らの報告は部分脱神経を

生じた筋にのみ着 目してお り,そ の筋を支配 している

神経線維の大きさについては対象 としていない。

部分脱神経後の筋線維の変化 を調べるにあた り,そ

れ らを支配す る神経線維の大きさの変化も同時に観察

することで,部 分脱神経後における筋 と神経の関係 を

明 らかにすることができる。 したが って本研究におい

ては,ま ずTanakaら22）の方法に準 じ恒常的な部分脱神

経モデル を作製 した。その後,後 肢 を懸垂することで

神経筋活動の減少モデルとし,脱 神経筋を寡運動の状

態においた。そして,2週 間後および6週 間後の脛骨神

経および ヒラメ筋の形態の変化を観察 した。 これによ

り,部 分脱神経を生 じた筋肉とそれを支配する神経に

対す る寡運動の影響 について検討 した。

図1切 断部位および採取部位の簡略図

II.実 験 動物 と方法

1.実 験 動物

成 熟 した メスの ウィス ター 系 ラ ッ ト23匹(生 後12週,

体 重182～246g)を 使 用 し,無 作為 に対 照(control,CAN)

群,部 分脱神 経(partial　denervation,PD)群,部 分脱神

経 後 に後 肢 を懸垂す る(PD+hindlimb suspension,PD+

HS)群 の3群 に分 けた。

実験 期 間 中,飼 育 温度 の 日内変 動 をで きるだ け少 な

く し23±2℃ に保 ち,照 明 に は蛍光 灯を利用 して12時

間 照射 した。 飼育期 間 中は 自由 に飲 水,食餌， 移 動 さ

せ,苦 痛 を可 能な 限 り与え ない よ う配慮 した。また,金

沢大 学宝 町 地 区動物 実験指 針 に基づ い て飼育,実 験 を

行 った。

2.方 法

PD群 お よびPD十HS群 には,右 の第5腰 髄神経を切

断する手術 を行った.塩 酸ザイ ラジン(和 光純薬工業)

4.2mg/kgと 塩酸ケタミン(和 光純薬工業>105mg/kgの

混合溶液 を傍脊柱筋内に注射 して全身麻酔 を得 た後,

腹臥位に固定 した。皮膚 を正中切開 した後,傍 脊柱起

立筋を鈍的に剥離 し,第5腰 椎の右肋骨突起 を露出 さ

せた。肋骨突起を リーマーで削って取 り除き,右 第5腰

髄神経を露 出した。十分軟部組織 を取 り除いた後，前

根 と後根が合流 した直後か ら末梢へ向かって約5mm切

除 した(図1） 。中枢側はナイロン糸で固 く結紮 し,神

経線維の再生がお こらないように した。止 血を確認 し

た ところで十分に消毒 し閉創 した0手 術 日を含め3日



2週間および6週間の後肢懸垂が部分脱神経筋に及ぼす影響 779

間は安静期間 として,手 術創 の管理を徹底 した。この

後PD+HS群 は手術創の離開がないことを確認 した上

で,後 肢の懸垂を開始 した。懸垂 には特性 ジャケッ ト

(金沢義肢製作所)を 用いた。

PD+HS群 が懸垂を開始 してか ら2週 目と6週 目に,

週齢を一致 させて脛骨神経お よび ヒラメ筋をCON群,

PD群,PD+HS群 か らそれぞれ採取 し,標 本材料 とし

た(図1） 。その後,25%グ ルタールアルデ ヒド溶液(和

光純薬工業)を カコジル酸緩衝 液で希釈 した2.5%グ ル

タールアルデ ヒ ド溶液 中に摘出 した脛骨神経を120分

間浸 し,初 期固定を行った。次に2%オ ス ミウム酸(和

光純薬工業)を カコジル酸緩衝液にて希釈 した1%オ ス

ミウム酸溶液に24時 間浸漬 し後固定を行 った。アル

コール脱水後,パ ラフィンに包埋 し,厚 さ約2 .0μmの

神経横断切片を作製 した。脱パ ラフィン操作を行い,

ズダン黒B染 色を施 して髄鞘を鮮明に染め出 した。 ヒ

ラメ筋は筋湿重量を測定 した後に凍結保存 し,約-30

度に冷却されたコール ドトーム内で,厚 さ10μｍの横断

切片にして ミオシンATPase染 色 を施行 した。

脛骨神経は1本 につき200本 以上の髄鞘内横断面積 を

測定 した。ヒラメ筋は1つ につ き100本 以上のタイプⅠ

線維横断面積を測定 した。

脛骨神経髄鞘内横断面積,ヒ ラメ筋筋湿重量,ヒ ラ

メ筋横断面積の比較において,3群 間での比較には繰 り

返 しのある一元配置分散分析 を行い,有 意差が認めら

れた場合は多重比較検定を行った。また,手 術側 と非

手術側 との比較には対応のあるt-検定を用いた。なお,

有意水準は5%と した。

ⅠⅠⅠ.結 果

脛骨神経の顕微鏡像を観察すると,CON群 において

はすべての髄鞘が均一に染色されていた。第5腰 髄神

経を切断 し,部 分脱神経モデルを作製 したPD群 お よび

PD+HS群 において,2週 間後では残存 している髄鞘に

混 じり,Waller変 性によ り髄鞘の変性像が散在 してい

た。6週 間後では変性像は除去され,2週 間後 よりも減

少 していた(図2,3)。

髄鞘内横断面積は,3群 いずれ も2週 および6週 とも

に手術側 と非手術側 とで有意差はなかった。しか しPD

群の6週,PD+HS群 の2週 お よび6週 で手術側がやや

小 さい傾向にあった。3群 間で比較 した結果,2週 およ

び6週 いずれ も有意差はなかった(表1)。

筋湿重量は体重で除 し,補 正値 として表 した(表2)。

CON群,PD群 ではいずれの週において も手術側 と非手

術側 との差 は な く,2週 と6週 との差 もな かっ た。PD+

HS群 で は,2週 に お いて手 術側(0.282±0.037mg/g)が

非 手術 側(0.306±0.039mg/g)よ り有意 に小 さか った

(p<0.05)。 非 手術側 におい ては,2週(0.306±0.039

mg/g)よ り も6週(0.221±0.029mg/g)で 有 意 に小 さか っ

た(p<0.05)。3群 間 で比 較す る と,2週 の非 手術側 で

はPD+HS群 がCON群 お よびPD群 よ り有意 に 小 さかっ

た(p<0.Ol,p<0.01)が,2週 の 手 術側 では有 意差 が

な か った。6週 で は手術 側 でPD+HSがCON群 お よび

PD群 よ り有意 に小 さ く(p<0.01,p<0.05),非 手 術側

もPD+HSがCON群 お よびPD群 よ り有意 に小 さか った

(p<0.01,p<0.01)。

ヒ ラ メ筋 は,ミ オ シ ンATPase染 色 に よ り,CON群,

PD群,PD+HS群 い ずれ もタイ プⅠ線 維 と タイ プII線 維

に分 け る ことが で きた。CON群 で は タイ プ1線 維 に混

じ りタイ プII線 維 が散在 してお り,筋 線維 比 率 におい

て タイ プⅠ線維 が優位 であ る こ とが確 認で きた。2週 お

よび6週 のPD群 お よびPD十HS群 で は,CON群 に 比ベ

タイ プII線 維 が多 く観 察 され た。 また タイ プ1線 維,タ

イ プII線 維 ともに萎縮 した筋線維 が 各視 野 に存 在 して

いた。 さらにPD+HS群 で は,タ イ プⅠ線維,タ イ プII

線 維 ともに萎縮 してお り,6週 では萎縮 が 著明 であ った

(図4,5)。

筋 線維 横 断面積 を比 較す る と,CON群 で は いずれ の

週 にお いて も手術側 と非 手術側 との差 はな く,2週 と6

週 との差 も認 め られ な か った。PD群 では手 術側 と非 手

術側 の いず れ も6週 が2週 よ りも有 意に大 きか った(p

<0.05)。PD+HS群 で は手 術側 と非 手術側 いずれ も6週

が2週 よ りも有意 に小 さか った(p<0.01)。

3群間 で比較す る と,2週 の非 手術 側で はPD+HS群

がCON群 お よびPD群 よ り有 意 に小 さかっ た(p<0.01 ,

p<0.Ol)が,2週 の 手術 側 では有 意差 がな く,CON群

とPD群 は 手術 側 ・非 手 術側 と もに有 意 な差 が な か っ

た。6週 で は手術側 でPD+HS群 がCON群 お よびPD群

よ り有 意 に小 さ く(p<0.01,p<0.05),非 手 術 側 もPD

+HS群 がCON群 お よびPD群 よ り有 意に小 さか った(p

<0.01,p<0.01)。CON群 とPD群 とは手術 側 ・非 手術

側 ともに有意 な差 が なか ったが,6週 手術側 で はPD群

がCON群 よ りも大 きい傾 向 にあ った(表3)。

ヒ ラ メ筋横 断 面積 の分布 を比 較す るた め ,200μｍ2ご

とに割 合 を求 めた。2週 にお け る割 合 を 比較 す る と,

CON群 お よびPD群 手 術 側 の分布 の ピー クは 同 じ1600

～1800μm2に あ ったが
,PD+HS群 で は1200～1400μm2

に あ った(図6)。 ま た,PD+HS群 の2週 を手術 側 と非

手術側 とで比較 す る と,ピ ー クは1200～1400μm2で 変
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手術側

2週

非手術側 手術側

6週

非手術側

手術側と非手術側との比較および3群 間の比較において有意差なし

わ らない ものの,手 術 側 で は1800～200μm2に2つ 目

の ピー クが存在 して い た(図6)。6週 目で は分布 の ピー

クは左 右 ともに600～800μm2に あ り,2週 で み られ た2

つ 目の ピー クは存 在 しなか った(図7)。 さ らに手術側

にお ける分布 を比較す る と,PD群 に お い て2週 目の ピー

クが1600～1800μm2に あ るの に対 し,6週 目では2000

～2200μｍ2に 存 在 し
,全 体 に横 断面積 が 増加 してい た

(図8)。
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表2ヒ ラメ筋筋湿重量の変化(平 均値 ±標準偏差,単 位:mg/g)

手術側

2週

非手術側 手術側

6週

非手術側

CON群

PD群

PD+HS群
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Ⅰ V.考 察

過去 に,脱 神経による筋萎縮あるいは後肢懸垂法を

用いた寡運動下での筋萎縮の研究は多く行われている。

しか しそれぞれが単独で行われている研究がほとん ど

であ り,同 時に行われた研究は,今回 渉猟 した限 りに

おいては皆無であった。今回の研究は,部 分脱神経 と

後肢懸垂に よる寡運動 とを同時に生 じさせた点で新 し

い報告である。

脛骨神経の髄鞘内横断面積を計測 し比較 した結果(表

1),後 肢懸垂を行ったPD+HS群 では,手 術側の面積

は非手術側に比べ小 さい傾向にあった。Gordonと

Rafuse23)はネ コの第7腰 髄神経または第1仙 髄神経 を切

断 し,内 側腓腹筋を支配する神経の横断面における有

髄神経の直径 と,同 神経の伝導速度および活動電位 を

計測 している。その結果,有 髄神経の直径は脊髄神経

切断によ り小 さくなったが,伝 導速度あるいは活動電

位は部分脱神経の程度によらず一定であった とし,残

存す る神経線維 の大きさは標的器官と接合 してい るこ

とが重要であ り,そ の数ではない と述べ,標 的器 官 で

ある筋の活動に依存すると報告 している。よって,PD

十HSTに おいては後肢の懸垂により筋の活動 量が減少
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した結果,髄 鞘内横断面積の縮小傾向があらわれたと

考えられた。

筋湿重量（表2)は 体重で除 し,補 正 して比較 した。
一般に,部 分的に除神経 された筋では,神 経支配を失っ

た筋線維は萎縮 し,筋湿重量 は減少する10,20，24）。Ikenaga25）

によれば,ラ ッ ト第5腰 髄神経の切断により,ヒ ラメ筋

の70～80%に 部分脱神経が生 じる。後肢を懸垂す るこ

とにより筋を寡運動下においた場合,筋 線維は全般的

に萎縮 し,筋 湿重量も減少する26-28）。本研究では,後 肢

懸垂による筋の変化を見るため,2週 お よび6週 で非手

術側 ヒラメ筋を比較 したところ,筋 湿重量お よびタイ

プⅠ線維横断面積 ともにCON群 に比べPD+HS群 で有意

に減少 していた。また6週 ではその減少が著 しく,過 去

の報告 と一致 した。後肢懸垂 による寡運動 と部分脱神

経が同時に生 じているPD+HS群 の手術側 ヒラメ筋に

ついては,筋 萎縮を生 じうる要因が重なって存在 して

いるにもかかわ らず,筋 湿重量の比較では2週 において

CON群 あるいはPD群 と有意な差はなく,横 断面積は後

肢懸垂のみの非手術側 よりも大きい傾 向にあった。横

断面積の分布 を比較 した結果(図6),2週 においてCON

群およびPD群 の分布のピークは同じ1600～1800μm2に

あったのに対 し,PD+HS群 は1200～1400μｍ2に あっ

た。この結果か ら,PD+HS群 は後肢懸垂によ りcap

群およびPD群 に比べ筋萎縮は広範囲に生じていること

が考えられる。また同 じ2週 でPD+HS群 の手術側 と非

手術側の分布を比較(図6)す ると,ピ ー クは同じ1200
～1400μm2に 存在するものの,部 分脱神経側ではさら

に2000～2200μm2に2つ 目の ピークを認め,2峰 性であ

ることが判明 した。PD+HS群 の手術側では神経支配を

うけている筋線維 に混 じり,第5腰 髄切断 による除神経

された筋線維 も存在 している。この うち,ヒ ス トグラ

ムにおける左側すなわち1200～1400μm2を ピークとす

る分布は,PD+HS群 の非手術側の ピークと同 じである

ことか ら,神 経支配 をうけている筋線維をあらわして

いることが考えられた。また右側すなわち2000～2200

μｍ2をピークとする分布は,PD+HS群 の非手術側には

ないことか ら,除 神経 された筋線維をあ らわ している

ことが推察 され,神 経支配の有無により筋線維の萎縮

の程度が異なることが考えられた。Tischlerら29）はタン

パク質の分解の点か ら後肢懸垂による筋萎縮 と脱神経

による筋萎縮 とを比較 し,脱 神経筋では リソソームに

よるタンパク質の分解が増加 し,後 肢懸垂では細胞基

質でのタンパク質の分解が主体であるとしてお り,筋

萎縮のメカニズムも異なることが考 えられた。
一方PD群 の手術側において,ヒ ラメ筋の横断面積の

分布お よびその ピークは2週 目よりも6週 目で大きかっ

た(図8)。 この原因 として,脱 神経 されなかった筋線

維は,脱 神経筋繊維の機能損失を補 うために負荷が大

きくなり線維 の肥大 を生じ,脱 神経 された筋線維にお

いては神経の再支配 とその後の荷重負荷によって筋線

維が肥大 したことが考え られ る。

神経筋相互作用に関 して,脱 神経後にヒラメ筋を伸

張位 に固定 しても短縮位 に固定 しても筋萎縮は同程度

であった との報告30)が ある。Someya31)は テ トロ ドトキ

シンを坐骨神経に持続的に作用 させた場合 と,完全に坐

骨神経を切断 した場合 とでヒラメ筋線維 タイプの構成

比を比較 している。その結果,テ トロ ドトキシンを投与

したヒラメ筋ではタイプⅠ線維 の比率が減少 し,神 経を

切断 したものでは筋線維 タイプの構成比の変化を認め

ないとしている。また,筋 を除神経 した後,遅 筋の ヒラ

メ筋を速筋の運動ニューロンの活動パ ター ンで刺激す

ると速筋の性質を示す ようにな り遅 筋の活動パターン

で刺激する と遅筋の性質を示 したとの報告 もある32}.脱

神経筋において神経線維の終板では,脊髄および神経根

に も存在 す る成 長 因子 の 一種 で あ る蛋 白(growth-

associated　protein-43,GAP-43)が 多 く発現する33,34）こと

や,残 存する神経線維の大きさは標的器官である筋の活

動に依存す る23）ことか ら,筋 あるいは神経は単独に変

化するものではなく,相互に作用 してそれぞれを変化 さ

せていることがうかがえる。PD+HS群 の手術側 ヒラメ

筋において，神経支配 を有す る筋線維は活動が減少 した

ことで萎縮が生 じ，神経支配 もなく筋活動 もない線維は

萎縮が遅れ,2峰 性に分布 したことが推察 され る。Tischler

ら29)の報告を考え合わせ ると,筋 萎縮におけるタンパ

ク質の分解には神経支配の有無 も関与 している可能性

も考えられる。しか し本実験 ではこれ らを説明できる根

拠がないため,今 後神経支配 の有無とタンパク質分解 と

の関係について明らかにしていく必要がある。

第5腰 髄神経を切断 された神経や筋 への負荷の影響

を考えると,脛骨神経の髄鞘内面積では変化が少ない。

部分脱神経 されたヒラメ筋においては、後肢懸垂 によっ

て負荷のない状態にお くと萎縮が著 しい.し か し荷重

とい う負荷が加わることで,部 分脱神経筋であって も

筋の萎縮が予防できることが示された。

本実験 により,部 分脱神経筋における寡運動の影響

は明 らかになった。運動療法の効果 を示すに あた り,

今後は脱神経筋萎縮 あるいはこれ に寡運動が加わった

筋萎縮に対す る運動療法の質的あるいは量的な検討 を

行っていく必要がある。
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