
筋組織の外科的侵襲後の筋機能回復過程

宮 下 照 展

Influence　 by　 Invasive　 surgical　 Procedures　 for　the　 Anterior　 Digastric　 Muscle

　 on　 the　 Neuromuscular　 Junctions　 and　 the　 Myohyoid　 Nerve　 in　Rat

Terunobu　 MIYASHITA

　　　 To　 examine　 the　 influence　 of　surgical　 injury　 to　 the　 digastric　 muscles　 on　 the　 functions

of　 neuromuscular　 junctions　 and　 the　 retrogade　 axonal　 transport　 of　 the　 myohyoid　 nerve,

the　 following　 two　 procedures　 were　 performed　 in　 rat;1)liftoff　 of　 the　 anterior　 digastic

muscles　 fｒom　 surrounding　 tissues　 at　 the　 perimysium　 and　 2)neurectomy　 of　 the　 myohy-

oid　 nerve.

　　　 The　 acetylcholine　 esterase(AChE)activity　 and　 the　 number　 of　 type　 2C　 muscle　 fiber

muscle　 tissues　 were　 histochemically　 examined　 3,7,14,21,28,42,56　 and　 84　 days　 after

the　 surgery. In　 addition,　 the　 recovery　 of　retrograde　 axonal　 transport　 was　 evaluated　 by

the　 injection　 of　horseradish　 peroxidase(HRP)into　 the　 muscle　 tissue　 followed　 by　 histo-

chemical　 detection　 of　 HRP-positive　 cells　 in　 the　 medulla.　 In　 the　 liftoff　 group,　 HRP-posi-

tive　 cells　 were　 detected　 at　the　 nucleus　 of　the　 fifth　 spinal　 tract　 on　 day　 21,　 while　 the　 AChE

activity　 in　 the　 muscle　 tissue　 was　 observed　 on　 day　 28.　 These　 results　 suggest　 that　 the

retrograde　 axonal　 transport　 was　 recovered　 first　 and　 thereafter　 the　 function　 of　 neuro-

muscular　 junction　 might　 be　 recovered.

　　　 Type　 2C　 muscle　 fibers　 tended　 to　decrease　 after　 day　 28,　 though　 once　 increased　 on　 day

14,suggesting　 that　 replacement　 of　 degenerated　 fibers　 by　 newly　 growing　 ones　 might

have　 occurred.　 In　 the　 neurectomy　 group,　 neither　 AChE　 activity　 nor　 HRP　 retrograde

transport　 was　 observed　 even　 on　 day　 84,　 indicating　 that　 no　 re-innervation　 occurred.

Type　 2C　 muscle　 fibers　 increased　 in　 number　 on　 day　 14,　 but　 unlike　 the　 liftoff　 group,　 they

decreased　 gradually　 after　 day　 21,　 suggesting　 that　 no　 replacement　 by　 intactf ｉbers　 oc-

curred．

Key　 words anterior　 digasyric　 muscle,　 myoneural　 junction,acetylcholine　 esterase,　 horseradish

peroxidase(HRP),　 type　 2C　 fivers

緒 言

　筋組織 にとって支配神経の断裂は大きな侵襲で

ある1～3)。運動神経の支配が絶たれ ると末梢筋の

機能は失われ,筋 線維が萎縮 し療痕化 をきた し,

その影響で顎骨が変形するとの報告がある4・5)。顎

口腔領域では表情筋や軟口蓋諸筋のように筋束が

小 さくても審美的,形 態的に重要で,か つ発音や
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嚥下などの機能に不可欠な筋組織が存在する。 こ

れらの筋線維では支配神経の連続性が保たれてい

ても,わ ずかな外科的侵襲で機能が全て失われて

しまう場合 もあるという78)。

　一方,滝 沢2),は 顎骨から剥離 された咬筋が再

付着する際,筋 組織の一部に形態的変化を認める

が,機 能的影響は小 さい と報告 している。 また,

遊離された骨格筋であっても神経血管吻合が可能

であれば十分に機能回復するとの報告もある4～6)。

　 そこで本研究では,周 囲組織から筋束を剥離す

る外科的侵襲が筋組織に及ぼす影響と筋機能の経

時的な回復様相を,神 経筋接合部と筋線維 タイプ

の変化 を酵素組織化学的に,さ らに逆行性軸索輸

送の変化をHRP標 識す ることによって検討 した。

材料と方法

　 1.実 験動物

　実験動物には8～10週 齢の雄Wistar系 ラット

(体重250～300g)を 用いた。オ リエンタル社製

実験動物用固形試料と水道水 を1週 間以上自由に

与 え,健 康状態に異常がないことを確認したのち

実験に供 した。

　 2.外 科的処置

　 ラッ トを仰臥位 とし,上 顎切歯にマスクを装着

してDiethyl　Ether(WAkO)お よびFLUOTHANE

(武田薬品)の 全身麻酔下 に下顎骨のオ トガイ下

部から舌骨部 までを剃毛 し,正 中の下顎問軟骨結

合部か ら舌骨部に向かって皮膚切開を加え,顎 二

腹筋前腹および咬筋を明示 した。本研究では,実

験群を以下の2群 に分けて行った。

　 1)神 経切断群

　顎二腹筋前腹 と咬筋 を確認 し,両 筋の筋膜の境

界に位置する顎舌骨筋神経を明示 し(写 真2),

メスで切離 した。尚,神 経の切断端は,中 枢側,

末梢側 ともに翻転結紮 した。

　 2)　筋剥離群

　顎二腹筋前腹を起始部および停止部に付着 して

いる腱に侵襲を与 えないように して筋腹のみを無

鉤モスキー ト鉗子 を用いて周囲組織 と筋膜 との間

隙で完全に剥離 し,筋 束に進入する微細な顎舌骨

筋神経顎二腹筋枝およびオ トガイ下動静脈を筋腹

から切離 した(写 真1)。

2009

　 3.観 察方法

　手術 後3,7,14,21,28,42,56,84日 を経過 した

ラ ッ ト各5匹 お よび,対 照群 と しての未処置 ラッ

トの顎二腹筋前 腹 につ いて を以下 の観 察 を行 な っ

た。なお,観 察 には光 学顕微鏡(Nikon　 XUW-31>

を 使 用 し,デ ー タ の 統 計 処 理 に はMann-

Whitney　 U-test　 with　 Bonferroni　 correctionを

用 いた。

　 1)組 織 化学的観察

　 顎二腹筋 前腹 を起始 部か ら停 止部 にわたって採

取 し,水 練和 した トラガカン トゴム(和 光純薬社製)

に よ りコル ク栓(径15mm,厚 さ5mm)上 に 筋線

維が垂 直 にな るよ うに植立 し,液 体窒 素で冷 却 し

た イソペ ンタン を用 い20～30秒 で 急 速凍 結固定

した。 標本 は-25℃ の ク リオ ス タ ッ ト(Leitz社

製Cryostat　 1720)内 で 厚 さ8μmの 連続 切 片 を

作製 した。埜 中の方 法9)に 準 じて神 経筋接合 部 の

機能 判 定 の た めに ア セチル コ リ ンエ ス テ ラー ゼ

(以 下AChE)染 色 を行 い40倍 の接 眼 レ ンズ一

視野 あたいの陽性 数 を計測 した,ま た筋線維 タイ

プの変 化 を検 索 す るため に アデ ノシ ン トリボス

フ ァターゼ(以 下ATPase)染 色 を行 い全 筋線維

数 あた りの タイプ2C線 維 の出現率 を算 定 した。

　 2)神 経追跡実験

　 神 経追跡 実験 は伊藤10),羽 山11)の 方 法 に準 じて

行 った。検 索期 間の48時 間前 に10%horseradish

peroxidase-wheat　 germ　 agglutintin(以 下WGA-

HRP;TOYOBO)溶 液 を顎二腹筋 前腹 に注 入 し

た。 まず,ラ ッ トを仰 臥 位 とし,FLUOTHANE

全 身 麻酔下 にオ トガイ下部 に皮切 を加 え,顎 舌骨

筋神経,オ トガ イ下動静 脈 を傷 つ けない よ うに注

意 しなが ら顎二 腹筋 前腹 を明示 し,筋 腹 中央 に,

ハ ミル トンマ イ クロ シ リンジ を用 いて10μm注

入 した(写 真3)。 生 理食 塩水 で洗 浄後 完全 閉鎖

創 と し,ラ ッ トを48時 間 生存 させ た後 にチ オペ

ンタール(ラ ボナール)0.2～0.3mg/gの 腹 腔 内

麻 酔下 で灌 流 固定 を行 った。左 心室心尖 か ら上行

大動脈 に向 けて カニ ュー レを挿 入 し,ヘ パ リン加

生理食塩 水200mlを 灌 流 して血液 を除去 した。次

に,1%パ ラ ホル ムアル デ ヒ ドと1%グ ル ター

ル アル デ ヒ ドを含 む0.1Mリ ン酸緩 衝 液(pH7.2>

で 灌 流 固定 し,そ の 後 に10%庶 糖 を含 む0.1Mリ

(22)
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写真1

　 a　 筋剥離群

　　 顎二腹筋前腹を起始部から停止部にかけて完全に剥

離した。

　 b　 神経切断群

　　 顎二腹筋前腹と咬筋の間に見られる顎舌骨筋神経の

みを切断し反転結紮 した。

　 c　 WGA-HRP注 入時の写真

　　 起始部から顎二腹筋前復中央部にハ ミル トンマイク

ロシリンジ使用し,10%WGA-HRPを10μl手 動で

注入した。

ン酸緩衝液200mlで 灌流 した12)。　HRP神 経標識

細胞体観察のため,頭 頂開頭部より大脳を取 り出

し延髄 と橋 を摘 出 し,30%庶 糖 と1%グ ルター

ルアルデ ヒ ドを含む0.1Mリ ン酸緩衝液中に4℃

で24時 間浸潰 した。その後,厚 さ60μmの 水平

断凍結連続切片を作製 し,Tetramethylbenzidin

(以下TMB)を 用いてHRPを 発色 し可視化 し

た。HRP反 応終了後にゼ ラチ ンコーティングを

施 したスライ ドガラスに切片を張り付け,室 温下

で約4時 間乾燥 させ光学顕微鏡明視野にてHRP

神経標識細胞を検索 した。中枢での局在 を検索す

るに当たって,閂 部(obex)を 最後野 とし,橋 に

存在する三叉神経脊髄路核(以 下sp5)に 出現

したHRP神 経標識細胞数 を計測 した。　HRP神

経標識ニューロンの検索 においてHRP反 応産物

を均質に含む もの,ま たは不均質に含んでいても

核が比較的明瞭に分かるものを陽性細胞とし観察 し

た13～16)(図1)。

　sp5に 見られるHRP神 経標識細胞数の平均 を

算定 し,経 時的変化を観察 し,統 計学的に対照群

と実験群を比較 した。

実 験 結 果

　 1.組 織化学的所見

　 1)AChE染 色

　対照群:顎 二腹筋前腹中央部にAChE活 性が

多数み られ機能的に神経筋接合部が確認 された

(写 真2a)。 一 視野 あた りの 筋線 維数 に対 し

AChE活 性 を示 す もの は平 均64.2±21.31個 で

あった(図2)。

　神経切断群:術 後3日 例ではAChE活 性が顎

二腹筋前腹中央部にみ られたが,術 後7日 例で消

失 しその後84日 例 においても観察で きなかった

(23)
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図1

a)検 索部位(外側面)

b)切 断面　 　 　 /

写真2　 AChE染 色

写真4　 WGA-HRP神 経標識法による中枢局在

写真3　 ATPase染 色

(写真2d)。

　筋剥離群:AChE活 性数は術後3日 例で減少 し

術後7日 例で消失 したが(写 真2b),術 後28日 例

で再度出現 した(写 真2c)。 以後,微 増傾向を示 し,

術後84日 例では対照群に対 し51.7%ま で回復 して

いた(図2)。

　 2)ATPase染 色所見

　 アルカ リ前処置により淡染するものをタイプ1

線維,濃 染するものをタイプ2線 維 とし,さ らに

タイプ2線 維のうち酸前処理のpH4.6で 淡染する

ものをタイプ2A線 維,　pH4.2で 淡染す るものを

タイプ2B線 維,い ずれのpHで も淡染 しない も

のをタイプ2C線 維とした。

　対照群:観 察 され る線維 はタイプ1,タ イプ

2aお よびタイプ2bで タイプ2Cは 認め られなかっ

(24)



Vol.36　 　No.4 筋組織の外科的侵襲後の筋機能回復過程:宮 下 153

図2　 AChE活 性 を認めた神経筋接合部の経時的変化

　　 両群ともに術後3日例で減少し術後7日例で消失した。

　　 神経切断群では術後3日例以降観察されなかった。

　　 筋剥離群で28日 例で再度出現した後,増 加傾向を

示し,術 後84日 例では対照群に対し51.7%ま で増加

した。

図4　 HRP神 経標識細胞の出現数の経時的変化

　　 神経切断群では術後84日 例まで見られなかった。

　　 筋剥離群では術後21日 例以降に微増する傾向がみ

られ,術 後84日 例では対照群に対し46.1%ま で回復

した。

　 　 　 　 　 Mann-Whitney　 U-test　with　Bonferroni　correction

図3　 タ イプ2C線 維 の 出現 率

　 　 両 群 と も術 後14日 例 で 出 現 し,以 後 術 後84日 例 ま

で認 め られ た 。 しか し,出 現 率 は両群 問 に差 が み ら

れ た。

た(写 真3a,　b)。

　神経切断群:術 後14日 例で タイプ2C線 維が出

現 し(写真3e,f),56日 例以降減少傾向に転 じた(図

3)。

　筋剥離群:術 後14日 例で神経切断群同様 タイ

プ2c線 維がはじめて出現 した(写 真3c,　d)。 術後

21日 例以降出現率は減少 した ものの実験期間を

通 じて筋剥離群 と比べつねに低い出現率 を示 した

が,14日 例以降実験期間 を通 じ統計学的な有意

差は認められなかった(図3)。

　 2.神 経追跡実験

　対照群:逆 行性軸索輸送によるHRP神 経標識

細胞がsp5に て確認できた(写 真4a,　b)。 連続

切片でsp5中 の標識細胞は平均は48.6±4.39個

であった(図4>。

　 神 経切 断群:術 後3日 例 か ら84日 例 まで,

HRP神 経標識細胞は確認で きなかった。

　筋剥離群:術 後3日 例 から術後14日 例 までは,

HRP神 経標識細胞は認め られなかったが,術 後

21日 例か ら出現 した後,徐 々に増加す る傾 向が

みられ,術 後84日 例では対照群に対 し46.1%ま で

増加 していた(写 真4c,　d)。

　対照群 と実験群の問に統計学的な有意差は認め

られなかった(図4)。

考 察

　神経線維が断裂す ると,そ の情報は中枢に伝達

され一次変性(障 害変性〉 と二次変性(ワ ーラー

変性)が 生 じる。やがて断裂部 より末梢方向へ再

生軸索が伸長 し,末 梢神経側に残存する神経内膜

管内に進入する1,17)。神経断裂後の回復経過 を検

索する上で,神 経線維内に出現する再生軸索の観

(25)
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察は不可欠である。 しか し,こ の再生軸索の伸長

は形態学的な回復であり,必 ず しも機能的回復を

示すものではない2,12,18,19)。AChEはニューロンで

合成 され,神 経刺激に応 じてシナプス部の神経末

端から放出 される20)。筋発生の段階では筋芽細胞

が融合 し筋管細胞の増加に伴いAChE活 性 も増

加する21～23)。分化 した筋細胞においては神経筋接

合部に終板型AChEと して特異的に高い密度で

局在するが,神 経損傷や断裂により筋機能が低下

し消失すると終板型AChEの 活性 は失われ る24,25)。

したがって,こ のAChE活 性の分布様相や分布

領域を経時的に検索することにより,運 動神経損

傷後の機能回復様相 を把握できる。

　本研究 の神経切断群ではAChE活 性 が消失 し

た。支配神経の連続性が絶たれ,中 枢側から末梢

側に再生軸索が伸長で きず形態的に も修復 しな

かったと推測で きる。一方,筋 剥離群は術後28

日例以降に神経筋接合部のAChE活 性 を認めて

いる。筋束 を周囲組織か ら剥離することにより,

筋組織に侵入する微細な神経線維は筋線維に近い

位置で連続性 を絶たれ一時的に神経支配が失われ

る。その後,神 経縫合や神経線維 を筋線維内に挿

入するような処置 を施さなくても1,3),神経断端面

に近接 した位置に筋束が収まると,神 経断端から

筋膜周囲に神経線維が侵入 し,軸 索が伸長 して新

たな神経筋接合を得て機能回復すると考えられる。

　 タンパク質 と凝集素の複合体 か らなるWGA-

HRPは,末 梢側の神経断端 から逆行性に軸索輸

送され中枢に標識物質として現れ,神 経線維連絡

の検出に用い られ る10,11,13)。三叉神経に支配 され

る顎二腹筋前腹の遠心性線維の起始核は橋の背外

側部にある三叉神経運動核領域の腹内側部に局在

する31)。筋組織から逆行性に輸送 される神経標識

細胞が脳幹の運動核に局在 しているが,時 間があ

けばこの運動核か らシナプスを1つ 介 して三叉神

経脊髄路核への投射経路 も観察可能である。本研

究においては,顎 二腹筋前腹における支配神経の

連続性の回復と遠心性線維機能の回復を検索する

手段として三叉神経脊髄路核での標識細胞を観察

することで,少 な くとも筋剥離による神経損傷の

回復が行われたことの証拠 となる。神経追跡実験

から,筋 剥離群の術後21日 例以降に多角形で大
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きく,樹 状突起を有するHRP神 経標識細胞をsp

5に 確認す ることがで きたので,術 後21日 以前

には末梢における神経の軸索輸送は再開していた

と判断で きる。

　筋原線維 は組織化学的にすべて タイプ2C線 維

である。それらは成長発育に伴って神経支配を得

るとタイプ1線 維,タ イプ2A線 維,タ イプ2B線

維に分化成熟する9,32～34)。根本35)はラッ ト顎二腹

筋前腹において も,こ れ らと同様の結果が得 られ

たと報告 している。一方,高 田1)は神経支配を失っ

た骨格筋線維はタイプ2C線 維 に変化 し運動機能

を失 うが,再 神経支配が得 られれば筋機能は回復

し,そ の経過中にタイプ2C線 維が出現すること

を明 らかに している。 また,滝 沢2)は タイプ2C

線維は再生途上の筋や未分化な筋線維ばかりでな

く,手 術侵襲が加わった筋線維の一部では筋線維

内の神経線維が部分的に断裂 し,そ の結果タイプ

2C線 維が出現す ると述べてい る。本研究では,

骨格筋の分化が終 了 している8～10週 齢のラ ッ

トを使用 した21,36,37)。顎二腹筋前腹は顎舌骨筋神

経の細枝である顎二腹筋枝に支配 され,周 囲の筋

組織 とは筋膜で隔てられ筋束を区別 しやすい骨格

筋である30)。そのため神経切断群では顎二腹筋前

腹に触れず,最 も少ない侵襲で神経支配を完全に

絶つことができ,筋 剥離群では高い再現性で周囲

組織か ら顎二腹筋前腹のみを剥離する手技 を加え

られた。また,起 始 と停止には両群 とも侵襲 を加

えてお らず,筋 線維長の変化を考慮せずに検索が

可能であった1)。本研究の結果では,両 群 ともに

術後14日 例以降にタイプ 2C線維が出現 している。

しか し,出 現率には差が見 られた。これは筋衛生

細胞(Satellite　Cell)が 関与 していると考 えられ

る。筋線維が成熟する間は多く見られるが成長と

ともに減少 している。筋線維に何 らかの変化が起

きると出現するとの報告がある9)。筋再生 が筋発

生 と大きく異 なることは基底膜内で再生が起 こる

ことと,神 経支配下にあることが多いことである9,38)。

壊死が筋線維の一部に見られた際,再 生 も筋線維

の一部で進行する。すなわち神経切断群で出現 し

たタイプ2C線 維 は,　AChE活 性 やHRP神 経標

識細胞の検索結果からも,神 経支配 を絶たれ,運

動機能を失い,萎 縮傾向にある筋線維であること

(26)
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は明 らかである。一方,筋 剥離群のAChE活 性

とHRP神 経標識細胞の検索結果か ら術後21日 例

までは神経支配を失っているため,こ の時期に出

現 したタイプ2C線 維は神経切断群 に類似 してい

ると考 えられ る。 しか し,術 後28日 例以降は筋

組織におけるAChE活 性 とsp　5でHRP神 経標

識細胞が認められ,遠 心性線維の機能回復を示唆

する所見を得た。これ らのことから,神 経剥離群

において術後84日 例 までに認め られるタイプ2C

線維は神経支配を絶たれた線維 と再神経支配 を得

られた再生途上の線維 とが混在 していると考 える。

　筋束を周囲組織から剥離する手技は筋線維に大

きな侵襲 を与 える。本研究において術後21日 例

で神経線維の連続性を示唆する所見を得ることは

で きた。 しか し,術 後84日 例において も正常 な

顎二腹筋前腹に比べ,筋 剥離群における神経筋接

合部のAChE活 性の回復 は51.7%,　 HRP神 経標

識細胞数の回復は46.1%で ある。支配神経が切断

された影響は,長 期にわたり末梢機能にも影響を

及ぼすため,い かに支配神経を温存 して手術でき

るかが機能回復に重要であると考えられる。

結 論

　 ラッ ト顎二腹筋を用いて支配神経切断および筋

剥離に伴 う筋組織への影響について検索 した。

　その結果,支 配神経切断により,神 経筋接合部

におけるAChE活 性 は低下,消 失 し,ほ ぼ同時

期に筋組織内からの逆行性軸索輸送 も遮断 される。

　一方,筋 組織を周囲組織か ら剥離した場合 も一

時的に支配神経の連続性が断たれ るが,術 後21

日までに神経軸索における物質輸送は再開される

ものと考 えられた。 しか し,一 時的な神経線維の

断裂であっても,支 配神経を完全に切断 された筋

線維 と同様 に末梢の筋組織 にはタイプ2C線 維が

出現 した後は,実 験期間を通 じて消失することは

なかった。すなわち筋組織への直接的な侵襲はわ

ずかであっても,神 経線維が一時的にでも断裂 し

た場合は,長 期的に筋線維の変性が続 くことが示

唆 された。
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