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研究成果の概要（和文）：医学的リハビリテーションの基盤研究として、脱神経筋における病態

変化および修復機構を明らかにするために、ラット脛骨神経切断により脱神経モデルを作成し、

関連する因子について分子生物学的、免疫組織学的解析を行った。その結果、神経筋接合部の

成熟や筋再生に関連する因子は増加したが、その相互関係の解明には至らず、今後、更なる研

究が期待された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：This scientific research in rehabilitation medicine was performed in 
order to clarify the pathological changes and repair mechanism of neuromuscular junction 
after tibial nerve denervation. The factors related to the maintenance and repair of 
neuromuscular junction function were studied by immunohistological observation and 
molecular biology analysis. Our results indicated that a factor relevant to muscle repair 
and a factor participant in neuromuscular junction maturity were increased. Further 
investigation is needed to ascertain the correlation between those factors. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
肝細胞増殖因子（HGF）は、肝再生因子の

本体として我国で発見、クローニングされた

増殖因子である。HGF は４つのクリングルド

メイン構造をもつα鎖とセリンプロテアー

ゼ様構造をもつβ鎖からなるヘテロダイマ

ーであり、主に間葉系細胞で産生される。一

方、HGF 受容体はプロトオンコジーンのひと

つである c-Metチロシンキナーゼ型受容体で、

主に上皮細胞に発現している。C-Met は HGF

が結合することによりリン酸化され、細胞内
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にシグナルを伝達する。HGF は研究が進むに

つれ、肝臓、腎臓、肺、運動神経などの保護・

再生や、血管新生、骨格筋衛星細胞の活性化

などの生物活性を有することが明らかとな

り、多機能因子として注目されている。 

HGF は運動ニューロンに対して、コリンアセ

チルトランスフェラーゼ(ChAT)活性を調整

するとともに、末梢神経損傷後の再神経支配

にも関与している。さらに筋萎縮性側索硬化

症(ALS)モデルマウスに HGF 過剰発現させた

ダブルトランスジェニックマウスにおいて、

寿命の延長、運動神経細胞死保護、運動機能

の維持が確認されており、その治療薬として

の可能性も示唆されている。骨格筋において、

HGF が筋衛星細胞の mitogen であり、骨格筋

衛星細胞の活性化のトリガーとして重要な

役割を担っていることが報告されている。

HGF は通常、細胞外マトリックスのプロテオ

グリカンに結合しているが、筋線維損傷や筋

線維への伸張刺激により遊離し、筋衛星細胞

の細胞膜表面に存在している c-Metに結合し

て衛星細胞を活性化する。筋衛星細胞自体か

らも HGF が産生されることでオートクリン、

パラクリンとして機能している。神経筋接合

部においても HGF が存在し、筋衛星細胞の活

性化とともにアセチルコリンレセプター

（AChR）の凝集に関与していることが示唆さ

れている。骨格筋は不動や非荷重によって蛋

白分解と合成に変化が生じ、筋湿重量の減少

や組織学的形態変化、筋線維の速筋化、毛細

血管の減少、運動単位の減少、筋収縮機能の

低下といった適応現象を生じる。さらに不動

や非荷重は骨格筋細胞だけでなく筋衛星細

胞のアポトーシスを惹起し、再生能力の低下

を引き起こすと考えられる。また、脱神経筋

においても、同様の変化に加え、AChR のリモ

デリングが報告されている。我々は HGF が正

常ラットの筋衛星細胞と考えられる細胞に

も発現していること、14 日間の尾部懸垂によ

り廃用性筋萎縮を惹起したマウス下肢筋へ

再荷重を行うことで、特に抗重力筋であるヒ

ラメ筋において HGF protein が増加すること

を報告した。さらに筋衛星細胞と考えられる

単核細胞に HGF、c-Met、増殖細胞核抗原

（PCNA）が発現していることを免疫染色法に

よって示した。 

現在、部分脱神経後のリモデリングと HGF 発

現、筋衛星細胞の活性化および AChR の凝集の

関連性について述べた報告はない。そこでこ

れらの関連性を明らかにすることを目的に研

究を実施し、外傷の圧迫等による神経損傷後

の低周波電気刺激や運動療法の有用性を検証

するとともに、新しい治療機器や治療薬の開

発に発展させる。 

 

２．研究の目的 

 

ラット部分脱神経筋の神経筋リモデリン

グ機構における増殖因子の作用、筋衛星細胞

の活動およびその局在を遺伝子工学、免疫組

織化学的手法を用いて明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 

 対象は Wistar 系 9 週齢雄ラットとした。

ラットは無作為に脱神経群と対照群に分類

した。本動物実験は金沢大学動物実験委員会

において承認を得て実施した。 

すべての実験動物はペントバルビタール

ナトリウム（5mg/100g 体重）を腹腔に投与し、

麻酔効果を得た後、右大腿外側を切開し、坐

骨神経を露出した。坐骨神経は大腿末梢部付

近において、脛骨神経、総腓骨神経、後腓腹

皮神経に分岐しているため、脱神経群の右脛

骨神経をナイロン糸を用いて結紮し、その中

枢部をおよそ 5mm にわたって切除した。その

後、ケージに戻し、24±2℃、12 時間毎の明

暗サイクルで飼育した。その間、水、食餌は

自由摂取可能な状態とした。処置後 1、3、7

日後に足底筋および血液を採取し、組織は

RNA 発現解析、酵素免疫定量解析、免疫組織

学的解析、血液は酵素免疫定量解析を行った。

RNA 解析のために、一昼夜 4℃で RNA 安定化

試薬に浸漬後、解析時まで－80℃で保存した。

免疫組織学的解析のために、組織の横断切片

が得られるように O. C. T. compound に包埋

し、液体窒素で冷却したイソペンタン内で急

速凍結し、使用時まで－80℃で保存した。酵

素免疫定量解析のために、組織は即座に凍結

保存し、血液は EDTA で凝固防止後、遠心に

より血漿を分離後、使用時まで－80℃で保存

した。 



 

 

RNA はスピンカラムを用いて total RNA を

抽出した後、逆転写反応を行い、1st strand 

cDNA を合成した。Real-time PCR システム 

LightCycler（Roche Diagnostics）を用いて、

インターカレーター法により Real-time PCR

を行い、HGF、c-Met、MuSK、Dok7、AChR alpha、

AChR gamma、AChR epsilon mRNA の発現量を

検出し、GAPDH をリファレンス遺伝子として

算出した。  

 酵素免疫定量解析として、組織はマウス・

ラット HGF 臓器抽出液（特殊免疫研究所）内

で均質化し、4℃で 30 分間遠心して中間層を

回収した。組織サンプルおよび血漿はラット

HGF EIA（特殊免疫研究所）を用いて ELISA

法を行い、マイクロプレートリーダー

（TECAN）を用いて HGF protein 量を検出し

た。 

 免疫組織学的解析として、クライオスタッ

トを用いて凍結組織切片を作成し、固定後、

HGF、リン酸化 c-Met、MuSK、AChR の検出の

ためα-bungarotoxin conjugate Alexa Fluor 

555、チロシンリン酸化抗体を用いて蛍光抗

体法による免疫染色を行った。それらの局在

は蛍光顕微鏡 Bio Zero（キーエンス）を用

いて検出・撮影した。 

 

４．研究成果 

 

 ラット足底筋湿重量は脱神経 3日後より対

照群と比較して有意に減少した（図１）。 

 足底筋における HGF、c-Met mRNA 発現量は

どちらも脱神経 1日後より脱神経筋において

有意に増加した。HGF mRNA 発現量は 7日まで

徐々に増加し、対照群の 3.5 倍となった。ま

た、c-Met mRNA 発現量は脱神経 3日後の 5倍

をピークに減少し、7 日後では 4.2 倍となっ

た（図２）。 

また、MuSK、Dok7、AChR-alpha、AChR-gamma、

AChR-epsilon mRNA 発現量は脱神経 3 日後で

は有意に増加していた（図３）。 

 ELISA 法により HGF protein level を調査

した結果、足底筋および血漿において、すべ

ての期間で有意な変化は認められなかった

（図４）。 

免疫染色により HGF は基底膜および AChR

の周辺に、また、チロシンリン酸化および 

MuSK は AChR と同様の部位に観察された。し



 

 

かし、リン酸化 c-Met の局在は検出できなか

った。 

これらの結果は、脱神経後早期において

c-Met 発現量に対して HGF の産生もしくは血

液を介した供給が不足していることを示し

ていると考えられた。また、神経筋接合部に

おいて HGFおよびチロシンリン酸化が観察さ

れたが、リン酸化 c-Met が確認できず、現時

点では、HGF が神経筋接合部のリモデリング

に関与していることを明言できない。 

 今後、さらに長期的な観察や in vitro の

実験系による研究が必要であると考えられ

た。 
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