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Abstract  

 

Nit r ic oxide (NO) is invo lved in the regulat ion o f many 

phys io logica l processes,  such as vascular  relaxat ion,  neurotransmission,  

and immune regulat ion. The invo lvement  of NO in nerve cell death and 

neurodegenerat ive disease has been suggested. NO -synthesiz ing enzyme 

(nit r ic oxide synthase (NOS)) has been ident ified and its dist r ibut ion and 

funct ion in var ious t issues and organs have been invest igated. There are 3 

iso forms o f NOS: nNOS present  in nerve cells,  eNOS present  in vascular  

endothelial cells,  and iNOS synthesizing NO in response to  cytokine 

st imulat ion. In this study, to clar ify the act ion of NOS in nerve 

regenerat ion after t ransect ion of the sciat ic nerve in mice, we 

immunohistochemically invest igated NOS expression.  

The expression o f nNOS was posit ive in some Schwann cells around 

the stumps on the central sides  on day 1,  and the number o f 

nNOS-posit ive Schwann cells increased on day 7.  On day 14,  

nNOS-posit ive Schwann ce lls were disappeared in the stumps, but  nNOS 

was expressed in the growing axons from the stumps. The number o f 

nNOS-posit ive axons increased on day 21.  Inflammatory cells infilt rat ing 

around the stumps were expressed for iNOS on day 1,  but  the posit i vit y 

level decreased after day 7.  eNOS was expressed in blood vessels on the 

stump from day 7,  and the number o f eNOS-posit ive blood vesse ls 

decreased thereaft er.  

It  was suggested that  3 iso forms of NOS are close ly associated with 

the healing process after  t ransect ion o f the sciat ic nerve in mice. Of note,  

NO may be invo lved in the pro liferat ion and migrat ion o f Schwann ce lls,  

the regenerat ion o f axon at  the ear ly days after t ransect ion o f the nerve.  

 

Key words: nit r ic oxide synthase,  nNOS, sciat ic nerve, n erve regenerat ion,  

Schwann cell,  immunohistochemistry  
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和 文 抄 録  

 一 酸 化 窒 素（ N O） は ， 血 管 の 弛 緩 ， 神 経 伝 達 や 免 疫 系

の 調 節 な ど の 多 く の 生 理 的 過 程 に 必 要 で あ る 。 神 経 細 胞

死 や 神 経 変 性 疾 患 の 発 症 に は ， N O が 関 わ っ て い る こ と

が 示 唆 さ れ て い る 。 現 在 ， 種 々 の 組 織 ・ 器 官 に お い て ，

N O を 産 生 す る 酵 素 で あ る 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素（ N O S）の

局 在 と そ の 機 能 が 検 討 さ れ て い る 。 N O S に は ， 神 経 細 胞

に 存 在 す る n N O S， 血 管 内 皮 細 胞 に 存 在 す る e N O S， サ イ

ト カ イ ン の 刺 激 に よ り N O を 合 成 す る i N O S の ３ 種 類 の ア

イ ソ フ ォ ー ム が 存 在 し て い る 。 そ こ で 今 回 我 々 は ， マ ウ

ス 坐 骨 神 経 切 断 後 の 神 経 変 性 と 神 経 再 生 過 程 に お け る

N O S の 働 き を 明 ら か に す る た め に ，N O S の 発 現 を 免 疫 組

織 化 学 的 に 検 索 し た 。  

 切 断 後 １ 日 に お い て ， 切 断 端 中 枢 側 の 周 囲 に n N O S 陽

性 を 示 す シ ュ ワ ン 細 胞 が 散 在 し て お り ， そ の 後 ， 切 断 後

７ 日 で は n N O S 陽 性 の シ ュ ワ ン 細 胞 は 増 加 し た 。 切 断 後

1 4 日 で 切 断 端 か ら n N O S 陽 性 の シ ュ ワ ン 細 胞 は み ら れ な

く な り ， 代 わ っ て ， 切 断 端 か ら 伸 長 す る 軸 索 に n N O S が

発 現 し た 。 n N O S 陽 性 の 軸 索 は 2 1 日 で は 増 加 し た 。 i N O S

は ， 切 断 後 １ 日 で は 切 断 端 周 囲 の 炎 症 性 細 胞 浸 潤 に 発 現

し て い た が ， 切 断 後 ７ 日 以 降 陽 性 反 応 は 減 弱 し た 。 切 断

後 ７ 日 か ら e N O S は ， 切 断 端 の 血 管 に 発 現 を 示 し た が ，

そ の 後 ， e N O S 陽 性 の 血 管 は 減 少 し た 。  

 以 上 の こ と か ら ， マ ウ ス 坐 骨 神 経 切 断 後 に は ３ 種 類 の

N O S が 発 現 し ，治 癒 過 程 に 深 く 関 連 す る こ と が 示 唆 さ れ

た 。 特 に ， 神 経 切 断 後 早 期 に N O は ， シ ュ ワ ン 細 胞 の 増

殖 と 遊 走 お よ び 軸 索 の 再 生 に 関 与 す る こ と が 考 え ら れ た 。  

 

キ ー ワ ー ド ： n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e， n N O S， 坐 骨 神 経 ， 神

経 再 生 ， シ ュ ワ ン 細 胞 ， 免 疫 組 織 化 学  
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緒  言  

末 梢 神 経 は 旺 盛 な 再 生 能 を も ち ， 傷 害 を 受 け て も 機 能

回 復 す る こ と が 報 告 さ れ て い る が ， 完 全 に 断 裂 す る と 機

能 回 復 は 難 し い と さ れ て い る 1 ）。 こ れ ま で ， 形 態 学 的 手

法 2 ） や 遺 伝 子 改 変 3 ）， i P S 細 胞 の 応 用 4 ） に よ り ，末 梢 神

経 損 傷 に お け る 神 経 再 生 過 程 の 検 索 が 行 わ れ て き た 。 末

梢 神 経 が 切 断 さ れ た 場 合 ， 切 断 端 中 枢 側 に は 脱 分 化 と と

も に 増 殖 し た シ ュ ワ ン 細 胞 が 遊 走 し ， こ の シ ュ ワ ン 細 胞

か ら な る 細 胞 塊 ，す な わ ち n e r v e  b r i d g e を つ く り ，こ の

細 胞 塊 内 を 軸 索 が 伸 長 す る こ と が 判 明 し て い る 5 ）。 こ の

神 経 再 生 の 過 程 に は ， n e r v e  g r o w t h  f a c t o r  ( N G F )
 6 ）， b r a i n  

d e r i v e d  n e u r o t r o p h i c  f a c t o r  ( B D N F )
 7 ），c i l i a r y  n e u r o t r o p h i c  

f a c t o r  ( C N T F )
 8 ）， f i b r o b l a s t  g r o w t h  f a c t o r  ( F G F )

 9 ），

t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r -β ( T G F -β )
1 0 ） な ど の 細 胞 増 殖

因 子 や 転 写 因 子 1 1 ） お よ び シ グ ナ ル 伝 達 経 路  1 2 ） が 関 わ

っ て い る 。 加 え て ， シ ュ ワ ン 細 胞 の 細 胞 膜 に は ， 様 々 な

細 胞 接 着 分 子 が 発 現 し ， こ れ ら の 分 子 が 神 経 再 生 の 促 進

に 関 与 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 1 3 ）。末 梢 神 経 の 軸 索 の

伸 長 に は シ ュ ワ ン 細 胞 と 密 接 な 関 係 が あ り ， シ ュ ワ ン 細

胞 が 末 梢 神 経 の 軸 索 の 再 生 方 向 を 示 す ガ イ ド と し て 働 く

機 構 が 存 在 す る と 考 え ら れ て い る 5 ）。  

 一 方 ，フ リ ー ラ ジ カ ル の 一 種 で あ る 一 酸 化 窒 素（ 以 下；

N O）は 多 数 の 分 子 タ ー ゲ ッ ト を も つ メ ッ セ ン ジ ャ ー で あ

る  1 4 ~ 1 6 )。N O は 受 容 体 を 介 す る こ と な く 細 胞 膜 を 自 由 に

通 過 し ， 多 く の 機 能 を 発 揮 す る こ と が 知 ら れ て お り ， 神

経 伝 達 1 7 )や 免 疫 応 答 1 8 )， 血 管 系 の 調 節 1 9 )の 他 に ア ポ ト

ー シ ス 2 0 )や 創 傷 治 癒 2 1 )に も 関 与 し て い る 。こ の N O を 産

生 す る 酵 素 で あ る 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 （ 以 下 ； N O S） は

３ 種 類 の ア イ ソ フ ォ ー ム か ら な り ， ア イ ソ フ ォ ー ム の 違

い に よ り 神 経 型 N O S（ 以 下； n N O S），誘 導 型 N O S（ 以 下 ；

i N O S），内 皮 型 N O S（ 以 下； e N O S）に 分 類 さ れ る 2 2 )。n N O S
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は 中 枢 神 経 お よ び 末 梢 神 経 の 細 胞 体 や 軸 索 に 恒 常 的 に 発

現 し ， シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る 2 3 ）。

i N O S は 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン ，リ ポ 多 糖 な ど に よ り 発 現 が

誘 導 さ れ ， 免 役 応 答 や 生 体 防 御 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ

て お り 2 4 ）， e N O S は 血 管 内 皮 細 胞 や 血 小 板 な ど に 発 現 し

て 血 管 平 滑 筋 弛 緩 に よ る 血 圧 の 調 整 や 血 小 板 の 粘 着 と 凝

集 抑 制 に 関 わ っ て い る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 2 5 ）。し

か し ，こ れ ら ３ 種 の N O S の 発 現 状 況 は 生 体 の 細 胞 や 組 織 ，

臓 器 ご と に 異 な っ て お り ，そ れ ぞ れ に 発 現 す る N O S の 種

類 や 局 在 ，機 能 に 関 し て 今 な お 検 討 さ れ 続 け て い る 2 6 ~ 2 8 )。 

こ れ ま で ，種 々 の 末 梢 神 経 で n N O S の 発 現 が 報 告 2 9 ~ 3 1 ）

さ れ て お り ， i n  v i t r o で は 神 経 細 胞 や シ ュ ワ ン 細 胞 で も

n N O S を 発 現 す る こ と が 判 明 し て い る 3 2 ）。 ま た ， 末 梢 神

経 を 圧 迫 し 損 傷 し た 場 合 に は ， 損 傷 軸 索 を 取 り 巻 く シ ュ

ワ ン 細 胞 に n N O S が 発 現 す る と い わ れ て い る 3 3 ）。し か し

末 梢 神 経 を 切 断 し た 実 験 に お い て は ， 切 断 さ れ た 神 経 の

脊 髄 後 根 神 経 節 で の n N O S の 発 現 を 解 析 し た 報 告 3 4 ） は

み ら れ る も の の ，切 断 端 に お け る N O S の 発 現 に つ い て は

検 討 さ れ て お ら ず ， 末 梢 神 経 切 断 後 の 神 経 再 生 過 程 に お

け る N O S の 発 現 と そ の 動 態 に 関 し て は ，現 在 ま で 不 明 で

あ る 。  

そ こ で 本 研 究 で は ， マ ウ ス 坐 骨 神 経 切 断 後 ， 切 断 端 中

枢 側 に お け る 軸 索 と シ ュ ワ ン 細 胞 で の N O S の 機 能 を 解

明 す る 目 的 で ，各 種 N O S の 発 現 と そ の 局 在 を 免 疫 組 織 化

学 的 に 検 索 し た 。  

 

材 料 お よ び 方 法  

1． 実 験 動 物  

実 験 動 物 に は 1 0 週 齢 ， 雄 性 C 5 7 B L / 6 J J c l 系 マ ウ ス （ 日

本 ク レ ア ， 東 京 ） を 用 い た 。 実 験 動 物 用 固 形 飼 料 （ オ リ

エ ン タ ル 酵 母 ， 東 京 ） と 水 を 自 由 に 摂 取 さ せ ， 奥 羽 大 学
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実 験 研 究 施 設 内（ 室 温 2 3℃ ，湿 度 6 5％ ）で 飼 育 し た 。な

お ， 動 物 飼 育 は 奥 羽 大 学 動 物 実 験 委 員 会 の 承 認 （ 動 物 実

験 許 可 番 号 ： 平 成 2 7 年 度 第 2 0 1 5 - 2 4 号 ）を 得 て ，奥 羽 大

学 動 物 実 験 規 程 を 遵 守 し 行 っ た 。  

2． 手 術 方 法  

 メ デ ト ミ ジ ン （ 0 . 1 5 m g / k g）， ミ ダ ゾ ラ ム （ 2 m g / k g） お

よ び ブ ト ル フ ァ ノ ー ル （ 5 . 0 m g / k g） の 三 種 混 合 麻 酔 薬 の

腹 腔 内 投 与 で 麻 酔 を 行 っ た 後 ， 右 側 大 腿 部 外 側 面 を 剃 毛

し ，大 腿 二 頭 筋 の 起 始 部 直 下 で 同 神 経 を 剖 出 さ せ ,大 転 子

の 近 位 で 完 全 に 神 経 を 切 断 し た 。 さ ら に 切 断 部 よ り 遠 位

の 坐 骨 神 経 を １ m m 切 除 し 連 続 性 を 完 全 に 絶 ち ， 坐 骨 神

経 切 断 端 を 中 枢 側 と 末 梢 側 に 離 断 し た 。 そ の 後 ， 絹 糸 を

用 い て 完 全 閉 鎖 創 と し て 終 了 し た 。 手 術 後 は 鎮 痛 薬 と し

て メ ロ キ シ カ ム （ 0 . 2 m g / k g） を 最 長 ３ 日 間 ， 2 4 時 間 お き

に 皮 下 注 射 し た 。  

3． 試 料 作 製 方 法  

坐 骨 神 経 を 切 断 し た マ ウ ス は ， 切 断 後 １ 日 ， ７ 日 ， 1 4

日 ，2 1 日 目 に ジ エ チ ル エ ー テ ル 吸 入 麻 酔 後 に ペ ン ト バ ル

ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム （ 5 0 m g / k g ） の 腹 腔 内 投 与 を 行 い ，

開 胸 し て 左 心 室 よ り 生 理 食 塩 水 を 灌 流 し た 。そ の 後 ，４ %

パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド・リ ン 酸 緩 衝 液（ p H 7 . 4）で 灌 流 固

定 後 ，切 断 し た 坐 骨 神 経 を 周 囲 筋 組 織 と と も に 摘 出 し た 。

さ ら に ，同 液 に て ４ ℃ 2 4 時 間 浸 漬 固 定 し ， 3 0％ シ ョ 糖 液

に て 氷 結 防 止 処 置 を 行 い ， T i s s u e  M o u n t （ 白 井 松 器 機 ，

東 京 ） に 包 埋 ， 液 体 窒 素 で 急 速 凍 結 し ， ク リ オ ス タ ッ ト

（ M I C R O M， G e r m a n y） に て ， 厚 さ 1 0 μ m の 坐 骨 神 経 縦 断

面 の 連 続 切 片 を 作 製 し た 。 切 片 に は ヘ マ ト キ シ リ ン ー エ

オ ジ ン （ H - E） 染 色 お よ び 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を 行 い ，

光 学 顕 微 鏡 下 に て 観 察 し た 。  

4． 免 疫 組 織 化 学 的 染 色  

5 



薄 切 標 本 は ，0 . 3 % H ２ O ２ 含 有 メ タ ノ ー ル 溶 液 に て 1 5 分

間 処 理 し ， 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 不 活 性 化 し た 。 次

い で 1 0 ％ 正 常 ヤ ギ ま た は 正 常 ウ サ ギ 血 清  

（ V E C T A S T A I N
®

 E l i t e  A B C  K i t ,  V E C T O R  L a b .  I n c . ,  C A ,  

U S A） に て １ 時 間 ， ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 を 行 い ， そ の 後 一

次 抗 体 を 反 応 さ せ た 。  

本 研 究 で は 一 次 抗 体 と し て ， 抗 ヒ ト n N O S ヤ ギ ポ リ ク

ロ ー ナ ル 抗 体（ L i f e  S p a n  B i o S c i e n c e s  I n c . ,  WA ,  U S A）（ 希

釈 倍 率 1 : 1 0 0 0），抗 ヒ ト i N O S ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体

（ S a n t a  C r u z  B i o t e c h n o l o g y  I n c . ,  C A ,  U S A ）（ 希 釈 倍 率

1 : 5 0 0 0），抗 ヒ ト e N O S ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体（ S a n t a  

C r u z  B i o t e c h n o l o g y  I n c . ,  C A ,  U S A）（ 希 釈 倍 率 1 : 1 0 0 0 0），

な ら び に シ ュ ワ ン 細 胞 を 識 別 す る た め の 抗 S 1 0 0 タ ン パ

ク ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ニ チ レ イ バ イ オ サ イ エ ン

ス ,  東 京 ）（ 希 釈 倍 率 1 : 1 0 0） お よ び 末 梢 神 経 軸 索 を 標 識

す る た め 抗 ヒ ト P G P 9 . 5 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体  

（ U l t r a c l o n e  I n c . ,  U K）（ 希 釈 倍 率 1 : 1 0 0 0 0）を 用 い た 。各

一 次 抗 体 は 室 温 に て ， 1 2 時 間 反 応 さ せ た 。  

次 に ， 二 次 抗 体 と し て ビ オ チ ン 標 識 抗 ヤ ギ ・ ウ サ ギ 抗

体 も し く は ビ オ チ ン 標 識 抗 ウ サ ギ ・ ヤ ギ 抗 体  

（ V E C T A S T A I N
®  

E l i t e  A B C  K i t ,  V E C T O R  L a b .  I n c . ,  C A ,  

U S A） を 室 温 に て １ 時 間 ， そ の 後 ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 標 識

ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン  （ V E C T A S T A I N
®

 E l i t e  A B C  K i t ,  

V E C T O R  L a b .  I n c . ,  C A ,  U S A）  を １ 時 間 室 温 に て 反 応 さ

せ た 。 3 . 3 - d i a m i n o b e n z i d i n e  t e t r a h y d r o c h l o r i d e  （ D A B ）

（ ニ チ レ イ バ イ オ サ イ エ ン ス ， 東 京 ） に て 発 色 を 行 い ，

５ % m e t h y l  g r e e n（ 武 藤 化 学 薬 品 ， 東 京 ） に て 核 染 後 ， 光

学 顕 微 鏡 下 に て 観 察 を 行 っ た 。 ま た ， 切 片 の 洗 浄 に は

0 . 0 5 M  T r i s 塩 酸 緩 衝 液 （ p H 7 . 6） を ， 抗 血 清 の 希 釈 に は

0 . 1 M  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e（ P B S）（ p H 7 . 4）を 用 い た 。

免 疫 染 色 の 陰 性 対 照 と し て ， 一 次 抗 体 の 代 わ り に 正 常 ウ
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サ ギ ま た は ヤ ギ 血 清 （ D A K O  C o r p . ,  C A ,  U S A） を 用 い て

同 様 の 反 応 を 行 っ た 。  

n N O S と S 1 0 0 タ ン パ ク の 二 重 蛍 光 免 疫 染 色 な ら び に

n N O S と P G P 9 . 5 の 二 重 蛍 光 免 疫 染 色 は ，ま ず 1 0％ 正 常 ロ

バ 血 清 （ S a n t a  C r u z  B i o t e c h n o l o g y  I n c . ,  C A ,  U S A） を 用 い

１ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 を 行 い ， 各 抗 体 の 希 釈 倍 率 を

1 : 1 0 0 と し た 抗 体 混 合 液 を 室 温 に て 1 2 時 間 反 応 さ せ た 。

次 い で ，A l e x a  F l u o r  4 8 8 標 識 抗 ヤ ギ・ロ バ 抗 体（ B i o s s  I n c . ,  

M A ,  U S A）（ 希 釈 倍 率 1 : 1 0 0） と A l e x a  F l u o r  5 5 5 標 識 抗 ウ

サ ギ・ロ バ 抗 体  （ B i o s s  I n c . ,  M A ,  U S A）（ 希 釈 倍 率 1 : 1 0 0）

の 抗 体 混 合 液 を 暗 室 内 に て ２ 時 間 室 温 で 反 応 さ せ ， 封 入

後 直 ち に 蛍 光 顕 微 鏡 下 に て 観 察 し た 。  

 

結  果  

１ ． 正 常 坐 骨 神 経 に お け る 各 N O S の 局 在  

 坐 骨 神 経 は 周 囲 を 神 経 上 膜 に 包 ま れ ， 多 く の 神 経 線 維

が 束 を な し て 走 行 し て お り ， 内 部 に は 血 管 も 観 察 さ れ た

（ 図 １ a）。  

n N O S の 陽 性 反 応 は 神 経 組 織 の 一 部 に わ ず か な が ら み

ら れ ， 神 経 上 膜 の 結 合 組 織 中 に も 陽 性 反 応 が 認 め ら れ た

（ 図 １ b）。 i N O S の 陽 性 反 応 は ，神 経 組 織 と そ の 周 囲 で は

観 察 さ れ な か っ た （ 図 １ c）。 ま た ， 神 経 組 織 中 の 血 管 に

e N O S の 陽 性 反 応 が 認 め ら れ た が ,神 経 線 維 に e N O S の 陽

性 反 応 は み ら れ な か っ た （ 図 １ d）。 神 経 組 織 中 に ， S 1 0 0

タ ン パ ク で 標 識 さ れ た シ ュ ワ ン 細 胞 が 軸 索 の 走 行 と 一 致

し て 配 列 し て い た（ 図 １ e）。ま た ， P G P 9 . 5 を 用 い た 染 色

で は ， 多 く の 軸 索 に 陽 性 反 応 が み ら れ た （ 図 １ f）。  

 抗 n N O S 抗 体 と 抗 S 1 0 0 タ ン パ ク 抗 体 を 用 い た 二 重 蛍 光

免 疫 染 色 で は ， n N O S と S 1 0 0 タ ン パ ク の 共 発 現 は 認 め ら

れ な か っ た （ 図 ２ a ~ c）。 こ れ に 対 し て ， 抗 n N O S 抗 体 と
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抗 P G P 9 . 5 抗 体 を 用 い た 二 重 蛍 光 免 疫 染 色 で は ， n N O S と

P G P 9 . 5 を 共 発 現 す る 部 位 が 散 在 し て い た （ 図 ２ d ~ f）。  

２ ． 神 経 切 断 後 １ 日 に お け る 各 N O S の 局 在  

 神 経 切 断 端 の 細 胞 は 正 常 と 異 な り 膨 化 を 認 め ， 周 囲 に

は 炎 症 反 応 に 伴 う 円 形 細 胞 の 浸 潤 が み ら れ た （ 図 ３ a）。  

 n N O S の 陽 性 反 応 は 切 断 端 周 囲 に 浸 潤 す る 数 多 く の 円

形 細 胞 に み ら れ ， 特 に 切 断 端 に 密 集 し て い た 。 切 断 端 神

経 組 織 の n N O S 陽 性 反 応 は ，正 常 坐 骨 神 経 に お け る n N O S

の 陽 性 反 応 に 比 べ 増 強 し て い た（ 図 ３ b）。 i N O S 染 色 で は

切 断 端 周 囲 に 浸 潤 し た 円 形 細 胞 に 陽 性 反 応 が 出 現 し て い

た が ， 神 経 組 織 で は 陰 性 で あ っ た （ 図 ３ c）。 e N O S 染 色

で は ， 神 経 切 断 端 お よ び 周 囲 組 織 で 顕 著 な 陽 性 反 応 は 認

め ら れ な か っ た（ 図 ３ d）。 S 1 0 0 タ ン パ ク 染 色 に よ り 標 識

さ れ た シ ュ ワ ン 細 胞 は 切 断 端 に 密 集 し て お り ， 正 常 坐 骨

神 経 に お け る シ ュ ワ ン 細 胞 の 配 列 様 式 が み ら れ ， 一 定 の

方 向 性 が 失 わ れ て い た（ 図 ３ e）。 P G P 9 . 5 染 色 で は ，切 断

端 に お い て 多 く の 軸 索 が 陽 性 反 応 を 示 し て い た が ， 正 常

坐 骨 神 経 と 比 べ 膨 化 し て い た （ 図 ３ f）。  

抗 n N O S 抗 体 と 抗 S 1 0 0 タ ン パ ク 抗 体 を 用 い た 二 重 免 疫

染 色 で は ，切 断 端 に n N O S と S 1 0 0 タ ン パ ク の 陽 性 反 応 が

み ら れ ， 正 常 坐 骨 神 経 で は 観 察 さ れ な か っ た n N O S と

S 1 0 0 タ ン パ ク の 共 発 現 が み ら れ た 。 加 え て ， n N O S の み

を 発 現 す る 細 胞 も み ら れ た （ 図 ４ a ~ c）。 こ れ に 対 し て ，

抗 n N O S 抗 体 と 抗 P G P 9 . 5 抗 体 を 用 い た 二 重 蛍 光 免 疫 染 色

で は ， n N O S と P G P 9 . 5 を 共 発 現 す る 部 位 は ほ と ん ど み ら

れ な か っ た （ 図 ４ d ~ f）。  

３ ． 神 経 切 断 後 ７ 日 に お け る 各 N O S の 局 在  

 切 断 後 ７ 日 で は ， 多 く の 紡 錘 形 の 細 胞 が 密 集 し ， 細 胞

塊 を 形 成 し て 切 断 端 よ り 末 梢 側 へ と 伸 長 し て い た 。 切 断

端 で は ， １ 日 で 観 察 さ れ た 膨 化 し た 細 胞 は 存 在 し て い な

か っ た 。 伸 長 し た n e r v e  b r i d g e の 周 囲 で は ， 円 形 細 胞 は
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ほ と ん ど 観 察 さ れ な く な り ， 代 わ っ て 口 径 の 小 さ な 血 管

が 著 明 に 増 殖 し て い た （ 図 ５ a）。  

n N O S の 陽 性 反 応 は ， 切 断 端 周 囲 に 散 在 す る 細 胞 に み

ら れ ， 特 に 紡 錘 形 の 細 胞 で 強 い 傾 向 で あ っ た 。 n N O S 陽

性 を 示 す 紡 錘 形 細 胞 は ， 切 断 端 か ら 細 胞 塊 を 形 成 し ， 末

梢 側 へ と 伸 長 し て い た（ 図 ５ b）。 i N O S の 反 応 は ，切 断 端

周 囲 の 残 存 す る 円 形 細 胞 に 弱 い 陽 性 反 応 が み ら れ た （ 図

５ c）。 e N O S の 反 応 は ， 伸 長 し た 細 胞 塊 の 周 囲 に 増 殖 し

た 血 管 に 陽 性 で あ っ た （ 図 ５ d）。 シ ュ ワ ン 細 胞 の マ ー カ

ー で あ る S 1 0 0 タ ン パ ク に 陽 性 を 示 す 細 胞 は ， 切 断 端 に

密 集 し て 細 胞 塊 を 形 成 し ， 末 梢 側 へ と 伸 長 し て い た （ 図

５ e）。 P G P 9 . 5 染 色 で は ，切 断 端 か ら 伸 長 し た 神 経 組 織 内

に P G P 9 . 5 陽 性 を 示 す 軸 索 の 侵 入 は ほ と ん ど 観 察 さ れ な

か っ た （ 図 ５ f）。  

抗 n N O S 抗 体 と 抗 S 1 0 0 タ ン パ ク 抗 体 を 用 い た 二 重 蛍 光

免 疫 染 色 で は ， 切 断 端 か ら 伸 長 す る 細 胞 塊 に n N O S と

S 1 0 0 タ ン パ ク の 共 発 現 が み ら れ た 。ま た ，細 胞 塊 を 形 成

せ ず に 散 在 す る 細 胞 で も n N O S と S 1 0 0 タ ン パ ク の 共 発 現

が 多 く 認 め ら れ た （ 図 ６ a ~ c）。 抗 n N O S 抗 体 と 抗 P G P 9 . 5

抗 体 を 用 い た 二 重 蛍 光 免 疫 染 色 で は ，P G P 9 . 5 を 発 現 す る

微 細 な 軸 索 が 観 察 さ れ た が ， n N O S と の 共 発 現 は み ら れ

な か っ た （ 図 ６ d ~ f）。  

４ ． 神 経 切 断 後 1 4 日 に お け る 各 N O S の 局 在  

 切 断 端 か ら 伸 長 し た 細 胞 塊 は 切 断 後 ７ 日 に 比 べ ， 増 加

し て お り ， か つ 神 経 組 織 と し て 密 集 し た 形 態 を 呈 し て い

た （ 図 ７ a）。  

n N O S の 陽 性 反 応 を 示 す 細 胞 の 数 は ，切 断 端 か ら 伸 長 し

た 神 経 組 織 内 に み ら れ た が ， 切 断 後 ７ 日 に 比 べ 減 少 し て

い た（ 図 ７ b）。 i N O S の 反 応 は ，切 断 端 周 囲 で は 陰 性 で あ

っ た（ 図 ７ c）が ，切 断 端 か ら 伸 長 し た 神 経 組 織 の 微 細 な

血 管 に e N O S の 弱 陽 性 反 応 が み ら れ た （ 図 ７ d）。 S 1 0 0 タ
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ン パ ク を 用 い た 染 色 で は ，伸 長 し た 神 経 組 織 内 に お い て 、

７ 日 後 と 比 べ ， シ ュ ワ ン 細 胞 が 増 加 し て い た 。 し か し ，

切 断 後 ７ 日 で は シ ュ ワ ン 細 胞 は 細 長 い 細 胞 塊 を 形 成 し て

い た の に 対 し て ，切 断 後 1 4 日 で は 幅 広 い 細 胞 塊 と な っ て

い た（ 図 ７ e）。 P G P 9 . 5 染 色 で は ，７ 日 で は ほ と ん ど 観 察

さ れ な か っ た が ， 数 多 く の P G P 9 . 5 陽 性 軸 索 が 末 梢 側 に

向 か い 伸 長 し て い た （ 図 ７ f）。  

抗 n N O S 抗 体 と 抗 S 1 0 0 抗 体 を 用 い た 二 重 蛍 光 免 疫 染 色

で は ， n N O S の み を 発 現 す る 細 胞 と S 1 0 0 タ ン パ ク の み を

発 現 す る 細 胞 が 多 数 み ら れ た が ， n N O S と S 1 0 0 タ ン パ ク

の 共 発 現 は ほ と ん ど 観 察 さ れ な か っ た （ 図 ８ a ~ c ）。 抗

n N O S 抗 体 と 抗 P G P 9 . 5 抗 体 を 用 い た 二 重 蛍 光 免 疫 染 色 で

は ， n N O S の み を 発 現 す る 細 胞 と P G P 9 . 5 の み を 発 現 す る

細 胞 が 多 数 み ら れ た の に 加 え ， 切 断 後 ７ 日 で は 観 察 さ れ

な か っ た n N O S と P G P 9 . 5 の 共 発 現 が み ら れ た（ 図 ８ d ~ f）。 

５ ． 神 経 切 断 後 2 1 日 に お け る 各 N O S の 局 在  

 切 断 端 か ら 伸 長 し た 軸 索 は ， さ ら に 太 さ を 増 し ， 神 経

上 膜 の 形 成 は み ら れ な い も の の ， 密 に 走 行 し て い た 。 ま

た ，伸 長 し た 神 経 組 織 内 に は 血 管 の 侵 入 も 観 察 さ れ た（ 図

９ a）。  

n N O S の 反 応 は ，伸 長 し た 神 経 組 織 内 に 陽 性 細 胞 が 散 在

し て お り ，そ の 分 布 密 度 は 切 断 後 1 4 日 と 比 べ 増 加 し て い

た （ 図 ９ b）。 i N O S の 陽 性 反 応 は ， 切 断 後 1 4 日 と 同 様 に

伸 長 し た 神 経 組 織 で は み ら れ な か っ た （ 図 ９ c ）。 e N O S

の 反 応 は ， 密 に 形 成 さ れ た 神 経 組 織 内 に 侵 入 し た 血 管 が

陽 性 を 示 し て い た（ 図 ９ d）。 S 1 0 0 タ ン パ ク 染 色 に お い て

は ，伸 長 し た 神 経 組 織 内 で 切 断 後 1 4 日 と 比 べ ，さ ら に シ

ュ ワ ン 細 胞 の 数 が 増 加 し て い た 。切 断 後 2 1 日 に お け る シ

ュ ワ ン 細 胞 は ， 索 状 に 配 列 し ， 軸 索 の 走 行 と 同 様 な 走 行

様 式 を 示 し て い た（ 図 ９ e）。 P G P 9 . 5 染 色 で は ，末 梢 側 に
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向 か い 伸 長 す る 細 長 い 軸 索 が 数 多 く み ら れ ， そ の 数 は 切

断 後 1 4 日 に 比 べ 増 加 し て い た （ 図 ９ f）。  

抗 n N O S 抗 体 と 抗 S 1 0 0 タ ン パ ク 抗 体 を 用 い た 二 重 蛍 光

免 疫 染 色 で は ， n N O S の み を 発 現 す る 細 胞 と S 1 0 0 の み を

発 現 す る 細 胞 が 多 数 み ら れ た が ， 切 断 後 1 4 日 と 同 様 に ，

n N O S と S 1 0 0 タ ン パ ク の 共 発 現 は ほ と ん ど 観 察 さ れ な か

っ た（ 図 1 0 a ~ c）。こ れ に 対 し て ，抗 n N O S 抗 体 と 抗 P G P 9 . 5

抗 体 を 用 い た 二 重 蛍 光 免 疫 染 色 で は ， n N O S と P G P 9 . 5 の

共 発 現 が み ら れ ，共 発 現 を 示 す 細 胞 の 数 は 切 断 後 1 4 日 に

比 べ 増 加 し て い た （ 図 1 0 d ~ f）。  

な お ， 正 常 坐 骨 神 経 と 切 断 後 の 坐 骨 神 経 の S 1 0 0 タ ン

パ ク 陽 性 細 胞 お よ び P G P 9 . 5 陽 性 細 胞 に お け る n N O S の 経

時 的 発 現 状 況 を 表 に 示 す （ 表 １ ）。  

 

考  察  

末 梢 神 経 の 再 生 過 程 を 解 析 す る 研 究 に は ， 旺 盛 な 再 生

能 を も つ マ ウ ス が 用 い ら れ る こ と か ら 1 3 ），本 研 究 で も マ

ウ ス 坐 骨 神 経 を 用 い ， 神 経 切 断 後 の 神 経 再 生 過 程 を 形 態

学 的 手 法 に よ り 検 討 し た 。 観 察 部 位 は 神 経 切 断 後 シ ュ ワ

ン 細 胞 に ガ イ ド さ れ 再 生 す る 神 経 組 織 ， 特 に 軸 索 の 再 生

に 焦 点 を 絞 る た め ， 切 断 端 中 枢 側 を 検 索 対 象 と し た 。 ま

た ， 正 常 時 2 3 ） や 損 傷 時 3 3 ,  3 4 ） に お い て 発 現 が 着 目 さ れ

て い る N O S を 検 索 分 子 と し て ，神 経 再 生 過 程 で の 発 現 細

胞 と そ の 機 能 に 関 し て 検 討 し た 。  

ま ず ，正 常 坐 骨 神 経 で は ， n N O S の 発 現 が わ ず か な が ら

P G P 9 . 5 で 標 識 さ れ る 軸 索 に 認 め ら れ た 。 し か し な が ら ，

S 1 0 0 で 標 識 さ れ る シ ュ ワ ン 細 胞 に は 発 現 が 認 め ら れ な

か っ た こ と か ら ， 正 常 時 の シ ュ ワ ン 細 胞 で は n N O S は 発

現 し て い な い こ と が 示 さ れ た 。 軸 索 に n N O S の 陽 性 が 認

め ら れ た こ と は ， 従 来 の 報 告 2 3 ） と 同 様 に ， シ グ ナ ル 伝

達 が 行 わ れ て い る た め と 考 え る 。 ま た ， e N O S も 坐 骨 神
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経 組 織 中 の 一 部 の 血 管 内 皮 細 胞 に 発 現 が み ら れ た が ， こ

れ は 他 の 器 官 に お い て 通 常 確 認 さ れ る 血 流 調 節 な ど の 機

能 と 同 様 の 現 象 2 5 ） が 坐 骨 神 経 組 織 に お い て も 観 察 さ れ

る 結 果 で あ る と み な さ れ る 。こ れ に 対 し て ， i N O S の 発 現

は 正 常 坐 骨 神 経 で は 確 認 さ れ な か っ た 。 i N O S は ，サ イ ト

カ イ ン や リ ポ 多 糖 な ど の 刺 激 因 子 に よ り 炎 症 時 に 発 現 さ

れ る と さ れ て い る 3 5 ）。正 常 坐 骨 神 経 で は 炎 症 反 応 が 随 時

起 き て い る と は 考 え ら れ な い た め ，i N O S の 発 現 が 観 察 さ

れ な か っ た と 考 え る 。  

坐 骨 神 経 切 断 後 １ 日 の 切 断 端 中 枢 側 に お い て ， 正 常 と

は 異 な り 軸 索 断 端 の 膨 化 を 認 め ， 周 囲 に 炎 症 性 細 胞 浸 潤

が 認 め ら れ た 。 n N O S と S 1 0 0 タ ン パ ク の 二 重 蛍 光 免 疫 染

色 像 で は ， 切 断 端 表 層 に は S 1 0 0 タ ン パ ク で 標 識 さ れ る

シ ュ ワ ン 細 胞 に ， n N O S の 陽 性 反 応 が 確 認 さ れ た こ と か

ら ， 切 断 に よ る 刺 激 を 受 け た 切 断 端 表 層 の シ ュ ワ ン 細 胞

が n N O S を 発 現 し ，N O を 産 生 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。

し か し ， P G P 9 . 5 で 標 識 さ れ る 軸 索 で は ， n N O S の 発 現 が

認 め ら れ な か っ た こ と か ら ， 軸 索 で は N O を 産 生 し て い

な い こ と が 伺 え る 。 こ れ ま で ， 坐 骨 神 経 切 断 後 の シ ュ ワ

ン 細 胞 を 培 養 し た 実 験 で 培 養 シ ュ ワ ン 細 胞 が n N O S を 発

現 し ， 神 経 再 生 の 誘 導 の 可 能 性 を 示 唆 し た 報 告 3 2 ） が あ

る 。 こ の 報 告 よ り ， 本 研 究 の 神 経 切 断 後 １ 日 目 に み ら れ

る シ ュ ワ ン 細 胞 に お け る n N O S の 発 現 は ， 神 経 再 生 を 促

す こ と に 関 与 す る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 切 断 端 で は 炎 症

性 細 胞 と み ら れ る 円 形 を 呈 し た 細 胞 が 数 多 く 観 察 さ れ ，

こ の 細 胞 に i N O S の 陽 性 反 応 が 認 め ら れ た 。 坐 骨 神 経 を

結 紮 す る こ と に よ り ， そ の 圧 迫 刺 激 か ら 結 紮 部 周 囲 に

i N O S の 陽 性 反 応 を 認 め た 報 告 3 6 ） も あ り ，こ の 結 果 は 切

断 刺 激 に よ り 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン な ど が 誘 発 さ れ た こ と

に よ る 炎 症 反 応 が 惹 起 さ れ た も の で あ る と 考 え ら れ た 。

一 方 ， e N O S の 発 現 は 切 断 端 に お い て 認 め ら れ な か っ た
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こ と は ，神 経 再 生 過 程 に e N O S が 関 与 し な い 結 果 で あ り ，

切 断 後 １ 日 で は 血 管 新 生 も 行 わ れ て は い な い た め で あ る

と 考 え ら れ る 。  

 坐 骨 神 経 切 断 後 ７ 日 で ， 切 断 端 中 枢 側 か ら 再 生 す る 神

経 組 織 の 先 端 に n N O S 陽 性 を 示 す 細 胞 が 観 察 さ れ ， 細 胞

塊 を 形 成 し 末 梢 側 へ と 伸 長 し て い た 。 こ の n N O S 陽 性 を

示 す 細 胞 は ， n N O S と S 1 0 0 タ ン パ ク の 二 重 蛍 光 免 疫 染 色

で 共 発 現 が 認 め ら れ た こ と か ら シ ュ ワ ン 細 胞 と 同 定 さ れ

た 。 ７ 日 後 に み ら れ た 細 胞 塊 の 周 囲 に 散 在 す る 細 胞 に 多

く の 共 発 現 が み ら れ た こ と か ら ， 切 断 端 周 囲 に は n N O S

を 発 現 す る シ ュ ワ ン 細 胞 が 増 加 し て い る と 考 え ら れ た 。

ま た ， P G P 9 . 5 で 標 識 さ れ た 軸 索 は 短 く 観 察 さ れ た が ，

n N O S と の 二 重 蛍 光 免 疫 染 色 よ る 共 発 現 は 観 察 さ れ な か

っ た 。 こ の 結 果 か ら 軸 索 は 短 く 伸 長 し て い る が ， N O は

産 生 し て い な い と 考 え ら れ た 。 さ ら に ， e N O S を 発 現 す

る 微 細 な 血 管 が 多 く 認 め ら れ た こ と か ら ， 細 胞 塊 周 囲 に

新 生 血 管 が 増 殖 ， 切 断 さ れ た 神 経 組 織 の 修 復 に e N O S が

関 与 す る こ と が 考 え ら れ る 。 ま た ， 神 経 損 傷 時 に 血 管 か

ら の シ グ ナ ル が シ ュ ワ ン 細 胞 の 遊 走 を 促 進 さ せ る 働 き が

あ る と の 報 告 も あ る 3 7 ）。 血 管 に お け る e N O S の 発 現 は ，

N O の 産 生 が シ ュ ワ ン 細 胞 周 囲 の フ リ ー ラ ジ カ ル 環 境 に

働 き か け ， シ ュ ワ ン 細 胞 の 活 発 な 活 動 を 維 持 す る こ と に

も 関 与 す る 可 能 性 が あ る と も 推 察 さ れ る 。  

 再 生 す る 軸 索 が 伸 長 す る 場 合 ， シ ュ ワ ン 鞘 が 形 成 さ れ

て 後 に 軸 索 が シ ュ ワ ン 鞘 に 向 か っ て 再 生 す る こ と ， シ ュ

ワ ン 細 胞 が 再 生 軸 索 の 方 向 づ け に 影 響 を 及 ぼ す こ と が 知

ら れ て い る 3 8 ）。ま た ，末 梢 神 経 が 切 断 さ れ る と ，再 生 の

た め に 遊 走 し た シ ュ ワ ン 細 胞 は 脱 分 化 し ， 幼 弱 な 細 胞 に

戻 る こ と が 可 能 で あ り ， シ ュ ワ ン 細 胞 は 線 維 芽 細 胞 と と

も に 切 断 端 中 枢 側 に お い て n e r v e  b r i d g e と 呼 ば れ る 細 胞

塊 と し て 群 が り ， E p h r i n B - E p h B 2 シ グ ナ ル 伝 達 の 結 果 ，
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S o x 2 を 上 昇 さ せ る こ と で シ ュ ワ ン 細 胞 表 面 に N カ ド へ

リ ン が 局 在 し て ， n e r v e  b r i d g e 内 に 切 断 端 中 枢 側 か ら 伸

長 し た 軸 索 が 侵 入 す る 5 ）。 以 上 よ り ， 本 研 究 に お い て も

シ ュ ワ ン 細 胞 が 軸 索 の 伸 長 を 誘 導 す る た め に ， 軸 索 の 伸

長 に 先 立 ち 遊 走 し ， 細 胞 塊 ， す な わ ち n e r v e  b r i d g e を 形

成 し た と 考 え ら れ る 。 こ の 過 程 に お い て N O は ， シ ュ ワ

ン 細 胞 の シ グ ナ ル 放 出 や 接 着 タ ン パ ク に よ る 細 胞 魂 形 成

に 関 与 す る 可 能 性 が 伺 わ れ た 。  

 坐 骨 神 経 切 断 後 1 4 日 で は ，切 断 端 か ら 伸 長 し た 細 胞 塊

は さ ら に 増 加 し て い た 。二 重 蛍 光 免 疫 染 色 に よ り ， n N O S

と S 1 0 0 の 共 発 現 は 観 察 さ れ ず ，シ ュ ワ ン 細 胞 で の n N O S

の 発 現 は 消 失 し ， N O を 産 生 し て い な い こ と を 示 し た 。

こ れ に 対 し て ， 切 断 端 か ら 伸 長 し た 神 経 組 織 に n N O S と

P G P 9 . 5 を 共 発 現 す る 部 位 を わ ず か で あ る が 認 め ら れ た 。

こ れ は 軸 索 が n N O S を 発 現 す る 状 態 と な り ， 軸 索 で N O

産 生 が 開 始 さ れ た 結 果 で あ る 。 ま た ， わ ず か に シ ュ ワ ン

細 胞 塊 へ の 軸 索 の 侵 入 も 認 め ら れ た こ と か ら ， シ ュ ワ ン

細 胞 塊 内 を 軸 索 が 通 過 す る と シ ュ ワ ン 細 胞 は N O の 放 出

を 停 止 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

坐 骨 神 経 切 断 後 2 1 日 で は ，二 重 蛍 光 免 疫 染 色 の 結 果 か

ら 1 4 日 と 同 様 に シ ュ ワ ン 細 胞 で は n N O S は 発 現 し て お ら

ず ，軸 索 で n N O S が 発 現 し そ の 分 布 密 度 は 切 断 後 1 4 日 に

比 べ 増 加 し て い た 。 切 断 後 2 1 日 の 再 生 軸 索 に お け る N O

の 産 生 に つ い て は ， 坐 骨 神 経 切 断 後 の 脊 髄 後 根 神 経 節 に

n N O S が 発 現 し て ， 神 経 再 生 の 促 進 に 関 わ る と い う 報 告

3 4 ） が あ り ， 軸 索 が 伸 長 す る た め に オ ー ト ク ラ イ ン 的 に

N O を 産 生 す る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 切 断 後 2 1 日 以 降 の

軸 索 の 再 生 と 伸 長 に 関 し て は ，切 断 端 末 梢 側 に お け る N O

産 生 も 考 慮 に 入 れ 検 索 す る 必 要 が あ る と 思 わ れ た 。  

本 研 究 結 果 か ら ， 末 梢 神 経 で は 正 常 時 お よ び 切 断 後 に

お い て ，n N O S を 介 し て N O が 軸 索 ま た は シ ュ ワ ン 細 胞 か
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ら 神 経 再 生 の 過 程 に 応 じ て ， 段 階 的 に 産 生 さ れ る こ と が

推 察 さ れ た 。 つ ま り ， 神 経 切 断 後 の 神 経 組 織 に お け る

n N O S は ， 切 断 後 初 期 の 増 殖 す る シ ュ ワ ン 細 胞 に 強 く 発

現 し ， 軸 索 が シ ュ ワ ン 細 胞 魂 を 通 り 抜 け た 1 4 日 後 で は ，

シ ュ ワ ン 細 胞 に お い て 消 失 し ， 代 わ っ て 軸 索 に 発 現 し て

い た 。 こ れ ら の 発 現 調 整 は ， 再 生 さ れ る 軸 索 と シ ュ ワ ン

細 胞 間 で 何 ら か の 情 報 交 換 が 行 わ れ な く て は 成 立 し な い 。

再 生 軸 索 と シ ュ ワ ン 細 胞 間 に は ， 細 胞 接 着 分 子 を 介 し た

接 着 が あ り ， n e u r a l  c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e（ N C A M） な ど

の 接 着 分 子 が シ ュ ワ ン 細 胞 の 足 場 と し て 軸 索 伸 長 に 役 立

ち ， さ ら に t i g h t  j u n c t i o n や g a p  j u n c t i o n が 軸 索 と シ ュ ワ

ン 細 胞 間 に 介 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 3 9 )。こ の 報 告 で

は ，軸 索 と シ ュ ワ ン 細 胞 間 に は あ る 種 の 情 報 が 交 換 さ れ ，

両 者 が 接 触 す る こ と に よ り ， 軸 索 が 伸 長 す る と い う 機 構

が 存 在 す る と 述 べ ら れ て い る 。 本 研 究 に お い て も 神 経 切

断 後 1 4 日 目 で シ ュ ワ ン 細 胞 塊 に 軸 索 が 侵 入 し て い た こ

と か ら ， こ こ に も 軸 索 と シ ュ ワ ン 細 胞 の 情 報 交 換 が な さ

れ て お り ，n N O S を 介 し た N O が 情 報 伝 達 物 質 と し て 働 き ，

相 互 作 用 が 発 揮 さ れ る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 ま た ， シ ュ

ワ ン 細 胞 の 表 面 に は 基 底 膜 が あ り ， こ の 中 に l a m i n i n，

f i b r o n e c t i n，t e n a s c i n - C な ど の 軸 索 突 起 伸 長 に お い て 支 持

的 な 働 き を 担 う と さ れ る タ ン パ ク が 存 在 す る 1 3 )。本 研 究

で は 神 経 切 断 後 １ 日 目 と ７ 日 目 に n N O S が シ ュ ワ ン 細 胞

に 発 現 を 認 め た こ と か ら ， N O が 軸 索 伸 長 を 促 す 目 的 で

シ ュ ワ ン 細 胞 に お い て 支 持 的 に 働 い て い る 可 能 性 も 示 唆

さ れ た 。 い ず れ に し て も ， 神 経 周 膜 や 基 底 膜 の 再 生 は ，

神 経 切 断 後 の 予 後 を 左 右 す る 現 象 で あ り ， n N O S を 介 し

た N O 産 生 が 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が 考 え ら れ た 。  

  

結  論  

マ ウ ス 坐 骨 神 経 お よ び 神 経 切 断 後 の 再 生 過 程 に お け る

15 



N O S の 発 現 と そ の 局 在 に つ い て 免 疫 組 織 学 的 に 検 索 し ，

以 下 の 結 論 を 得 た 。  

 １ ． 正 常 坐 骨 神 経 に お い て ， 軸 索 の 一 部 に n N O S の 発

現 が 観 察 さ れ た が ， シ ュ ワ ン 細 胞 で は n N O S の 発 現 は 認

め ら れ な か っ た 。 ま た ， e N O S を 発 現 す る 血 管 も 観 察 さ

れ た が ， i N O S の 発 現 は み ら れ な か っ た 。  

２ ． n N O S は ， 神 経 切 断 後 １ 日 で 切 断 端 周 囲 に 散 在 す

る シ ュ ワ ン 細 胞 に 発 現 し て い た 。 そ の 後 ７ 日 で n N O S を

発 現 す る シ ュ ワ ン 細 胞 は 増 殖 し ， 切 断 端 に 細 胞 塊 を 形 成

し た が ， 1 4 日 で は n N O S を 発 現 す る シ ュ ワ ン 細 胞 は 観 察

さ れ な か っ た 。  

３ ．切 断 後 1 4 日 で 切 断 端 か ら 伸 長 す る 軸 索 に n N O S の

発 現 が 出 現 し ，2 1 日 で は 数 多 く の 伸 長 す る 軸 索 に ，n N O S

の 発 現 が 認 め ら れ た 。  

４ ．切 断 後 １ 日 の 切 断 端 周 囲 に ， i N O S を 発 現 す る 円 形

細 胞 が 数 多 く み ら れ た が ，徐 々 に 減 少 し ， 1 4 日 で は 観 察

さ れ な か っ た 。  

５ ． e N O S の 発 現 は ， 切 断 後 １ 日 の 切 断 端 周 囲 で は み

ら れ な か っ た が ， ７ 日 で は e N O S を 発 現 す る 微 細 な 血 管

が 多 数 観 察 さ れ ， 以 降 減 少 し た 。  

 以 上 の こ と か ら ， マ ウ ス 坐 骨 神 経 切 断 後 に は ３ 種 の

N O S が 発 現 し ，再 生 過 程 に 深 く 関 連 す る こ と が 示 唆 さ れ

た 。 特 に ， n N O S の 発 現 が 切 断 後 早 期 の シ ュ ワ ン 細 胞 と

切 断 後 1 4 日 以 降 に お け る 伸 長 す る 軸 索 に 認 め ら れ た こ

と か ら ， 一 酸 化 窒 素 が シ ュ ワ ン 細 胞 の 増 殖 と 遊 走 お よ び

軸 索 の 再 生 に 関 与 す る こ と が 考 え ら れ た 。  

 

本 論 文 の 要 旨 は ， 第 1 2 0 回 日 本 解 剖 学 会 総 会 ・ 全 国 学

術 集 会 ・ 第 9 2 回 日 本 生 理 学 会 大 会 合 同 大 会 （ 平 成 2 7 年

3 月  神 戸 ），第 5 7 回 歯 科 基 礎 医 学 会 学 術 大 会・総 会（ 平

成 2 7 年 9 月  新 潟 ）， 第 6 0 回 奥 羽 大 学 歯 学 会 （ 平 成 2 7
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利 益 相 反  

本 論 文 に 関 し て ， 開 示 す べ き 利 益 相 反 は 無 い 。  

 

参 考 文 献  

1 )  C h h a b r a ,  A . ,  A h l a w a t ,  S . ,  B e l z b e r g ,  A . ,  A n d r e s e i k ,  G.  :  

P e r i p h e r a l  n e r v e  i n j u r y  g r a d i n g  s i m p l i f i e d  o n  M R  

n e u r o g r a p h y :  A s  r e f e r e n c e d  t o  S e d d o n  a n d  S u n d e r l a n d  

c l a s s i f i c a t i o n s .  2 4 ; 2 1 7 - 2 2 4  2 0 1 4 .  

2 )  M a r t i n i ,  R . ,  S c h a c h n e r ,  M .  :  I m m u n o e l e c t r o n  

m i c r o s c o p i c  l o c a l i z a t i o n  o f  n e u r a l  c e l l  a d h e s i o n  

m o l e c u l e s  ( L 1 ,  N - C A M ,  a n d  m y e l i n - a s s o c i a t e d  

g l y c o p r o t e i n )  i n  r e g e n e r a t i n g  a d u l t  m o u s e  s c i a t i c  n e r v e .  J .  

C e l l .  B i o l .  1 0 6 ; 1 7 3 5 - 1 7 4 6  1 9 8 8 .  

3 )  G r o c h m a l ,  J . ,  M i d h a ,  R .  :  R e c e n t  a d v a n c e s  i n  s t e m  

c e l l - m e d i a t e d  p e r i p h e r a l  n e r v e  r e p a i r .  C e l l s  T i s s u e s  

O r g a n s .  2 0 0 ; 1 3 - 2 2  2 0 1 4 .  

4 )  X u ,  W. ,  C o x ,  C . S . ,  L i ,  Y.  :  I n d u c e d  p l u r i p o t e n t  s t e m  

c e l l s  f o r  p e r i p h e r a l  n e r v e  r e g e n e r a t i o n .  J .  S t e m  C e l l s .  

6 ; 3 9 - 4 9  2 0 1 1 .  

5 )  K i m ,  H . A . ,  M i n d o s ,  T . ,  P a r k i n s o n ,  D . B .  :  P l a s t i c  

f a n t a s t i c :  S c h w a n n  c e l l s  a n d  r e p a i r  o f  t h e  p e r i p h e r a l  

n e r v o u s  s y s t e m .  S t e m  C e l l s  T r a n s l .  M e d .  2 ; 5 5 3 - 5 5 7  

2 0 1 3 .  

6 )  Ve r g e ,  V. M . ,  R i o p e l l e ,  R . J . ,  R i c h a r d s o n ,  P. M .  :  N e r v e  

g r o w t h  f a c t o r  r e c e p t o r s  o n  n o r m a l  a n d  i n j u r e d  s e n s o r y  

n e u r o n s .  J .  N e u r o s c i .  9 ; 9 1 4 - 9 2 2  1 9 8 9 .  

7 )  M a n s o u r - R o b a e y ,  S . ,  C l a r k e ,  D . B . ,  Wa n g ,  Y. C . ,  B r a y ,  

G. M . ,  A g u a y o ,  A . J .  :  E f f e c t s  o f  o c u l a r  i n j u r y  a n d  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  b r a i n - d e r i v e d  n e u r o t r o p h i c  f a c t o r  o n  

17 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chhabra%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25114384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahlawat%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25114384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Belzberg%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25114384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andreseik%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25114384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martini%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2453520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schachner%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2453520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2453520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2453520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grochmal%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25825283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Midha%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25825283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25825283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25825283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23817134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mindos%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23817134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parkinson%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23817134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=stem+cells+translational++medicine+2013+2+553
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verge%20VM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2538586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Riopelle%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2538586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richardson%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2538586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2538586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8127857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8127857


s u r v i v a l  a n d  r e g r o w t h  o f  a x o t o m i z e d  r e t i n a l  g a n g l i o n  c e l l s .  

P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U  S  A .  9 1 ; 1 6 3 2 - 1 6 3 6  1 9 9 4 .  

8 )  R e z e n d e ,  A . C . S . ,  V i e i r a ,  A . S . ,  R o g é r i o ,  F . ,  R e z e n d e ,  

L . F. ,  B o s c h e r o ,  A . C . ,  N e g r o ,  A . ,  L a n g o n e ,  F .  :  E f f e c t s  o f  

s y s t e m i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  c i l i a r y  n e u r o t r o p h i c  f a c t o r  o n  

B a x  a n d  B c l - 2  p r o t e i n s  i n  t h e  l u m b a r  s p i n a l  c o r d  o f  

n e o n a t a l  r a t s  a f t e r  s c i a t i c  n e r v e  t r a n s e c t i o n .  B r a z .  J .  M e d .  

B i o l .  R e s .  4 1 ; 1 0 2 4 - 1 0 2 8  2 0 0 8 .  

9 )  J u n g n i c k e l ,  J . ,  H a a s e ,  K . ,  K o n i t z e r ,  J . ,  T i m m e r ,  M . ,  

G r o t h e ,  C .  :  F a s t e r  n e r v e  r e g e n e r a t i o n  a f t e r  s c i a t i c  n e r v e  

i n j u r y  i n  m i c e  o v e r - e x p r e s s i n g  b a s i c  f i b r o b l a s t  g r o w t h  

f a c t o r .  J .  N e u r o b i o l .  6 6 ; 9 4 0 - 9 4 8  2 0 0 6 .  

1 0 )  S c h e r e r ,  S . S . ,  K a m h o l z ,  J . ,  J a k o w l e w ,  S . B .  :  A x o n s  

m o d u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  

f a c t o r - b e t a s  i n  S c h w a n n  c e l l s .  G l i a .  8 ; 2 6 5 - 2 7 6  1 9 9 3 .   

1 1 )  L e ,  N . ,  N a g a r a j a n ,  R . ,  Wa n g ,  J . Y. ,  A r a k i ,  T . ,  S c h m i d t ,  

R . E . ,  M i l b r a n d t ,  J .  :  A n a l y s i s  o f  c o n g e n i t a l  

h y p o m y e l i n a t i n g  E g r 2 L o / L o  n e r v e s  i d e n t i f i e s  S o x 2  a s  a n  

i n h i b i t o r  o f  S c h w a n n  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  m y e l i n a t i o n .  

P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U  S  A .  1 0 2 ; 2 5 9 6 - 2 6 0 1  2 0 0 5 .  

1 2 )  P a r r i n e l l o ,  S . ,  N a p o l i ,  I . ,  R i b e i r o ,  S . ,  W i n g f i e l d ,  

D i g b y . P . ,  F e d o r o v a ,  M . ,  P a r k i n s o n ,  D . B . ,  D o d d r e l l ,  R . D . ,  

N a k a y a m a ,  M . ,  A d a m s ,  R . H . ,  L l o y d ,  A . C .  :  E p h B  s i g n a l i n g  

d i r e c t s  p e r i p h e r a l  n e r v e  r e g e n e r a t i o n  t h r o u g h  

S o x 2 - d e p e n d e n t  S c h w a n n  c e l l  s o r t i n g .  C e l l .  1 4 3 ; 1 4 5 - 1 5 5 .  

2 0 1 0 .  

1 3 )  H a l l ,  S .  :  N e r v e  r e p a i r :  a  n e u r o b i o l o g i s t ’ s  v i e w .  J .  H a n d .  

S u r g .  B r .  2 6 ; 1 2 9 - 1 3 6  2 0 0 1 .  

1 4 )  F ö r s t e r m a n n ,  U ,  S e s s a ,  W. C .  :  N i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e s :  

r e g u l a t i o n  a n d  f u n c t i o n .  E u r .  H e a r t .  J .  3 3 ; 8 2 9 - 8 3 7  

2 0 1 2 .  

18 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8127857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rezende%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19039380
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vieira%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19039380
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rog%C3%A9rio%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19039380
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boschero%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19039380
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Negro%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19039380
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Langone%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19039380
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19039380
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19039380
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jungnickel%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16758491
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haase%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16758491
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Konitzer%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16758491
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Timmer%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16758491
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grothe%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16758491
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16758491
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scherer%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8406683
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamholz%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8406683
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jakowlew%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8406683
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8406683
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15695336
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagarajan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15695336
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15695336
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Araki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15695336
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmidt%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15695336
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmidt%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15695336
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Milbrandt%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15695336
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=proc+natl+acad+sci+usa+2005+102+2596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parrinello%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20869108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Napoli%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20869108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ribeiro%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20869108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wingfield%20Digby%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20869108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wingfield%20Digby%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20869108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fedorova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20869108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parkinson%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20869108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doddrell%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20869108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakayama%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20869108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adams%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20869108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lloyd%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20869108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20869108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=F%C3%B6rstermann%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21890489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sessa%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21890489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=european+heart+journal++2012+33+829


1 5 )  M a g r i n a t ,  G. ,  M a s o n ,  S . N . ,  S h a m i ,  P. J . ,  We i n b e r g ,  

J . B .  :  N i t r i c  o x i d e  m o d u l a t i o n  o f  h u m a n  l e u k e m i a  c e l l  

d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  g e n e  e x p r e s s i o n .  B l o o d .  

8 0 ; 1 8 8 0 - 1 8 8 4  1 9 9 2 .  

1 6 )  O ' D e l l ,  T . J . ,  H a w k i n s ,  R . D . ,  K a n d e l ,  E . R . ,  A r a n c i o ,  

O .  :  T e s t s  o f  t h e  r o l e s  o f  t w o  d i f f u s i b l e  s u b s t a n c e s  i n  

l o n g - t e r m  p o t e n t i a t i o n :  e v i d e n c e  f o r  n i t r i c  o x i d e  a s  a  

p o s s i b l e  e a r l y  r e t r o g r a d e  m e s s e n g e r .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  

U  S  A .  8 8 ; 1 1 2 8 5 - 1 1 2 8 9  1 9 9 1 .  

1 7 )  O h ,  S .  :  T h e  g e n e r a t i o n  o f  n i t r i c  o x i d e  a n d  i t s  r o l e s  i n  

n e u r o t r a n s m i s s i o n  a n d  n e u r o t o x i c i t y .  K e i o  J .  M e d .  

4 4 ; 5 3 - 6 1  1 9 9 5 .  

1 8 )  H e s s e ,  M . ,  C h e e v e r ,  A . W. ,   J a n k o v i c ,  D . ,  W y n n ,  T . A .  :  

N O S - 2  m e d i a t e s  t h e  p r o t e c t i v e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  a n d  

a n t i f i b r o t i c  e f f e c t s  o f  t h e  T h 1 - i n d u c i n g  a d j u v a n t ,  I L - 1 2 ,  

i n  a  T h 2  m o d e l  o f  g r a n u l o m a t o u s  d i s e a s e .  A m .  J .  P a t h o l .  

1 5 7 ; 9 4 5 - 9 5 5  2 0 0 0 .  

1 9 )  F ö r s t e r m a n n ,  U . ,  M ü l s c h ,  A . ,  B ö h m e ,  E . ,  B u s s e ,  R .  :  

S t i m u l a t i o n  o f  s o l u b l e  g u a n y l a t e  c y c l a s e  b y  a n  

a c e t y l c h o l i n e - i n d u c e d  e n d o t h e l i u m - d e r i v e d  f a c t o r  f r o m  

r a b b i t  a n d  c a n i n e  a r t e r i e s .  C i r c .  R e s .  5 8 ; 5 3 1 - 5 3 8  

1 9 8 6 .  

2 0 )  B r ü n e ,  B . ,  v o n ,  K n e t h e n , A . ,  S a n d a u ,  K . B .  :  N i t r i c  o x i d e  

( N O ) :  a n  e f f e c t o r  o f  a p o p t o s i s .  C e l l .  D e a t h .  D i f f e r .  

6 ; 9 6 9 - 9 7 5  1 9 9 9 .  

2 1 )  G h a l a y a n i ,  P. , J  a h a n s h a h i ,  G. ,  B i r a n g ,  R . ,  B a z a z z a d e h ,  

M .  :  A s s e s s m e n t  o f  t h e  e f f e c t  o f  d i o d e  l a s e r  t h e r a p y  o n  

i n c i s i o n a l  w o u n d  h e a l i n g  a n d  e x p r e s s i o n  o f  i N O S  a n d  

e N O S  o n  r a t  o r a l  t i s s u e .  D e n t .  R e s .  J .  ( I s f a h a n ) .  

1 0 ; 3 4 8 - 5 2  2 0 1 3 .  

2 2 )  P o u l o s ,  T . L . ,  L i ,  H .  :  S t r u c t u r a l  b a s i s  f o r  
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i s o f o r m - s e l e c t i v e  i n h i b i t i o n  i n  n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e .  A c c .  

C h e m .  R e s .  4 6 ; 3 9 0 - 3 9 8  2 0 1 3 .  

2 3 )  M e l i k i a n ,  N . ,  S e d d o n ,  M . D . ,  C a s a d e i ,  B . ,  C h o w i e n c z y k ,  

P . J . ,  S h a h ,  A . M .  :  N e u r o n a l  n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e  a n d  

h u m a n  v a s c u l a r  r e g u l a t i o n .  T r e n d s .  C a r d i o v a s c .  M e d .  

1 9 ; 2 5 6 - 2 6 2  2 0 0 9 .  

2 4 )  S a t o ,  K . ,  M i y a k a w a ,  K . ,  T a k e y a ,  M . ,  H a t t o r i ,  R . ,  Y u  i ,  

Y . ,  S u n a m o t o ,  M . ,  I c h i m o r i ,  Y . ,  U s h i o ,  Y . ,  T a k a h a s h i ,  K .  :  

I m m u n o h i s t o c h e m i c a l  e x p r e s s i o n  o f  i n d u c i b l e  n i t r i c  o x i d e  

s y n t h a s e  ( i N O S )  i n  r e v e r s i b l e  e n d o t o x i c  s h o c k  s t u d i e d  b y  

a  n o v e l  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  a g a i n s t  r a t  i N O S .  5 7 ; 3 6 - 4 4 .  

1 9 9 5 .  

2 5 )  K l a h r ,  S .  :  T h e  r o l e  o f  n i t r i c  o x i d e  i n  h y p e r t e n s i o n  a n d  

r e n a l  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n .  N e p h r o l .  D i a l .  T r a n s p l a n t .  

1 6 ; 6 0 - 6 2  2 0 0 1 .  

2 6 )  A m b e ,  K . ,  Wa t a n a b e ,  H . ,  T a k a h a s h i ,  S . ,  N a k a g a w a ,  T . ,  J ,  

S a s a k i .  :  P r o d u c t i o n n a n d  p h y s i o l o g i c a l  r o l e  o f  N O  i n  t h e  

o r a l  c a v i t y .  J a p a n e s e  D e n t a l  S c i e n c e  R e v i e w .  5 1 ; i n  

P r e s s .   

2 7 )  I s h i o k a ,  M . ,  I s h i z u k a ,  Y. ,  S h i n t a n i ,  S . ,  Ya n a g i s a w a ,  T . ,  

I n o u e ,  T . ,  S a s a k i ,  . J ,  Wa t a n a b e ,  H .  :  E x p r e s s i o n  p r o f i l e s  

o f  N O S  i s o f o r m s  i n  g i n g i v a  o f  n N O S  k n o c k o u t  m i c e .  

T i s s u e .  C e l l .  4 6 ; 1 2 2 - 1 2 6  2 0 1 4 .  

2 8 )  K u w a n a ,  M . ,  Wa t a n a b e ,  H . ,  A b e ,  S . ,  Ya n a g i s a w a ,  T . ,  

S a s a k i ,  J .  :  E x p r e s s i o n  o f  M n - S O D ,  i N O S  a n d  e N O S  

m R N A s  i n  o s t e o b l a s t s  f r o m  t h e  m a x i l l a  o f  o s t e o p e t r o t i c  

m i c e .  A n a t .  H i s t o l .  E m b r y o l .  4 2 ; 1 2 4 - 1 2 9  2 0 1 3 .  

2 9 )  C h a k d e r ,  S . ,  B a n d y o p a d h y a y ,  A . ,  R a t t a n ,  S .  :  N e u r o n a l  

N O S  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  g a s t r o i n t e s t i n a l  m y e n t e r i c  

n e u r o n s  a n d  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s .  A m .  J .  P h y s i o l .  

2 7 3 ; 1 8 6 8 - 1 8 7 5  1 9 9 7 .   
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3 0 )  G o n z a l e z - C a d a v i d ,  N . F . ,  B u r n e t t ,  A . L . ,  M a g e e ,  T . R . ,  

Z e l l e r ,  C . B . ,  V e r n e t ,  D . ,  S m i t h ,  N . ,  G i t t e r ,  J . ,  R a j f e r ,  J .  :  

E x p r e s s i o n  o f  p e n i l e  n e u r o n a l  n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e  

v a r i a n t s  i n  t h e  r a t  a n d  m o u s e  p e n i l e  n e r v e s .  B i o l .  R e p r o d .  

6 3 ; 7 0 4 - 7 1 4  2 0 0 0 .  

3 1 )  F l o w e r d e w ,  S . E . ,  W i c k ,  D . ,  H i m m e l e i n ,  S . ,  H o r n ,  A . K . ,  

S i n i c i n a ,  I . ,  S t r u p p ,  M . ,  B r a n d t ,  T . ,  T h e i l ,  D . ,  H ü f n e r ,  

K .  :   C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  n e u r o n a l  p o p u l a t i o n s  i n  t h e  

h u m a n  t r i g e m i n a l  g a n g l i o n  a n d  t h e i r  a s s o c i a t i o n  w i t h  

l a t e n t  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s - 1  i n f e c t i o n .  P L O S  O N E  

8 ; e 8 3 6 0 3  2 0 1 3 .  

3 2 )  S h e n ,  A . ,  G a o ,  S . ,  B e n ,  Z . ,  Wa n g ,  H . ,  J i a ,  J . ,  T a o ,  T . ,  

N i u ,  S . ,  L i ,  X . ,  C h e n g ,  C .  :  I d e n t i f i c a t i o n  a n d  p o t e n t i a l  

r o l e  o f  P S D - 9 5  i n  S c h w a n n  c e l l s .  N e u r o l .  S c i .  

2 9 ; 3 2 1 - 3 3 0  2 0 0 8 .  

3 3 )  G a o ,  S . ,  F e i ,  M . ,  C h e n g ,  C . ,  Yu ,  X . ,  C h e n ,  M . ,  S h i ,  S . ,  

Q i n ,  J . ,  G u o ,  Z . ,  S h e n ,  A .  :  S p a t i o t e m p o r a l  e x p r e s s i o n  o f  

P S D - 9 5  a n d  n N O S  a f t e r  r a t  s c i a t i c  n e r v e  i n j u r y .  

N e u r o c h e m .  R e s .  3 3 ; 1 0 9 0 - 1 1 0 0  2 0 0 8 .  

3 4 )  Ve r g e ,  V. M . ,  X u ,  Z . ,  X u ,  X . J . ,  W i e s e n f e l d - H a l l i n ,  Z . ,  

H ö k f e l t ,  T .  :  M a r k e d  i n c r e a s e  i n  n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e  

m R N A  i n  r a t  d o r s a l  r o o t  g a n g l i a  a f t e r  p e r i p h e r a l  a x o t o m y :  

i n  s i t u  h y b r i d i z a t i o n  a n d  f u n c t i o n a l  s t u d i e s .  P r o c .  N a t l .  

A c a d .  S c i .  U  S  A .  8 9 ; 1 1 6 1 7 - 1 1 6 2 1  1 9 9 2 .  

3 5 )  M i l l s ,  C . D . ,  T h o m a s ,  A . C . ,  L e n z ,  L . L . ,  M u n d e r ,  M .  :  

M a c r o p h a g e :  S H I P  o f  I m m u n i t y .  F r o n t .  I m m u n o l .  5 ; 6 2 0  

2 0 1 4 .  

3 6 )  G o n z á l e z - H e r n á n d e z ,  T . ,  R u s t i o n i ,  A .  :  E x p r e s s i o n  o f  

t h r e e  f o r m s  o f  n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e  i n  p e r i p h e r a l  n e r v e  

r e g e n e r a t i o n .  J .  N e u r o s c i .  R e s .  5 5 ; 1 9 8 - 2 0 7  1 9 9 9 .  

3 7 )  C a t t i n ,  A . L . ,  B u r d e n ,  J . J . ,  Va n ,  E m m e n i s . L . ,  M a c k e n z i e ,  
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図 表 の 解 説  

図 １ ： 正 常 坐 骨 神 経 に お け る H - E 染 色 像 お よ び 各 N O S

抗 体 と S 1 0 0 タ ン パ ク 抗 体 ， P G P 9 . 5 抗 体 に よ る 免 疫 染 色

像  

a： H - E 染 色 ， b： n N O S， c： i N O S， d： e N O S， e： S 1 0 0，  

f： P G P 9 . 5  b a r = 1 0 0  m  

坐 骨 神 経 は 多 く の 神 経 線 維 が 束 を な し て 走 行 し ， 内 部

に は 血 管 （ w h i t e  a r r o w） も み ら れ る 。 n N O S の 陽 性 反 応

は 神 経 組 織 の 一 部 （ b l a c k  a r r o w）， e N O S の 陽 性 反 応 は 神

経 組 織 中 の 血 管（ w h i t e  a r r o w）に み ら れ る が ， i N O S は 陰

性 で あ る 。神 経 組 織 中 に ， S 1 0 0 タ ン パ ク で 標 識 さ れ る シ

ュ ワ ン 細 胞 （ b l a c k  a r r o w h e a d） が 索 状 に 配 列 し ， P G P 9 . 5

で 標 識 さ れ る 軸 索 が 数 多 く 走 行 す る 。  

図 ２：正 常 坐 骨 神 経 に お け る n N O S 抗 体 と S 1 0 0 タ ン パ ク

抗 体 ， P G P 9 . 5 抗 体 と の 二 重 蛍 光 免 疫 染 色 像  

a： n N O S ( g r e e n )， b： S 1 0 0 ( r e d )， c： M e r g e ( y e l l o w )，  

d： n N O S ( g r e e n )， e： P G P 9 . 5  ( r e d )， f： M e r g e ( y e l l o w )， 

b a r = 1 0 0  m  

n N O S と S 1 0 0 タ ン パ ク の 共 発 現 部 位 は み ら れ な い が ，

n N O S と P G P 9 . 5 を 共 発 現 す る 部 位 （ w h i t e  a r r o w） が 観 察

さ れ る 。  

図 ３：神 経 切 断 後 １ 日 に お け る H - E 染 色 像 お よ び 各 N O S

抗 体 と S 1 0 0 タ ン パ ク 抗 体 ， P G P 9 . 5 抗 体 に よ る 免 疫 染 色

像  

a： H - E 染 色 ， b： n N O S， c： i N O S， d： e N O S， e： S 1 0 0，  

f： P G P 9 . 5  b a r = 1 0 0  m  

神 経 切 断 端 （ d o t t e d  l i n e） の 細 胞 は 膨 化 し て お り ， 周

囲 に は 円 形 細 胞 （ a s t e r i s k） が 浸 潤 す る 。 切 断 端 に n N O S

陽 性 細 胞 （ b l a c k  a r r o w） が 散 在 し て お り ， 切 断 端 周 囲 に

浸 潤 し た 円 形 細 胞（ a s t e r i s k）は i N O S 陽 性 で あ る 。 e N O S

の 陽 性 反 応 は ， み ら れ な い 。 切 断 端 に S 1 0 0 タ ン パ ク で



標 識 さ れ た シ ュ ワ ン 細 胞 （ b l a c k  a r r o w h e a d） と P G P 9 . 5

で 標 識 さ れ た 軸 索 （ w h i t e  a r r o w h e a d） が 密 集 し て い る 。  

図 ４：神 経 切 断 後 １ 日 に お け る n N O S 抗 体 と S 1 0 0 タ ン パ

ク 抗 体 ， P G P 9 . 5 抗 体 と の 二 重 蛍 光 免 疫 染 色 像  

a： n N O S ( g r e e n )， b： S 1 0 0 ( r e d )， c： M e r g e ( y e l l o w )，  

d： n N O S ( g r e e n )， e： P G P 9 . 5  ( r e d )， f： M e r g e ( y e l l o w )， 

b a r = 1 0 0  m  

神 経 切 断 端 に n N O S と S 1 0 0 タ ン パ ク ， P G P 9 . 5 の 発 現

が 強 く み ら れ ， n N O S と S 1 0 0 タ ン パ ク の 共 発 現 が 観 察 さ

れ る （ w h i t e  a r r o w）。 し か し ， n N O S と P G P 9 . 5 の 共 発 現

す る 部 位 は み ら れ な い 。  

図 ５：神 経 切 断 後 ７ 日 に お け る H - E 染 色 像 お よ び 各 N O S

抗 体 と S 1 0 0 タ ン パ ク 抗 体 ， P G P 9 . 5 抗 体 に よ る 免 疫 染 色

像  

a： H - E 染 色 ， b： n N O S， c： i N O S， d： e N O S， e： S 1 0 0，  

f： P G P 9 . 5  b a r = 1 0 0  m  

神 経 切 断 端（ r e d  d o t t e d  l i n e）に は 紡 錘 形 の 細 胞 が 密 集 ，

細 胞 塊 （ y e l l o w  d o t t e d  l i n e） を 形 成 し 伸 長 し て い る 。 切

断 端 か ら 伸 長 す る 細 胞 塊 に n N O S の 陽 性 反 応 （ b l a c k  

a r r o w） が み ら れ ， 周 囲 の 円 形 細 胞 に は i N O S の 弱 陽 性 反

応 が 観 察 さ れ る 。 e N O S は ， 細 胞 塊 周 囲 の 微 細 な 血 管

（ w h i t e  a r r o w）に 陽 性 反 応 が み ら れ る 。切 断 端 か ら S 1 0 0

タ ン パ ク で 標 識 さ れ た シ ュ ワ ン 細 胞 （ b l a c k  a r r o w h e a d）

が 密 集 し 細 胞 塊 を 形 成 し て い る が ，P G P 9 . 5 で 標 識 さ れ た

軸 索 の 侵 入 は ほ と ん ど み ら れ な い 。  

図 ６：神 経 切 断 後 ７ 日 に お け る n N O S 抗 体 と S 1 0 0 タ ン パ

ク 抗 体 ， P G P 9 . 5 抗 体 と の 二 重 蛍 光 免 疫 染 色 像  

a： n N O S ( g r e e n )， b： S 1 0 0 ( r e d )， c： M e r g e ( y e l l o w )，  

d： n N O S ( g r e e n )， e： P G P 9 . 5  ( r e d )， f： M e r g e ( y e l l o w )， 

b a r = 1 0 0  m  

神 経 切 断 端 か ら 伸 長 す る 細 胞 塊 に n N O S と S 1 0 0 タ ン パ



ク の 発 現 が 強 く み ら れ ， n N O S と S 1 0 0 タ ン パ ク は 共 発 現

し て い る （ w h i t e  a r r o w）。 し か し ， n N O S と P G P 9 . 5 の 共

発 現 は み ら れ な い 。  

図 ７：神 経 切 断 後 1 4 日 に お け る H - E 染 色 像 お よ び 各 N O S

抗 体 と S 1 0 0 タ ン パ ク 抗 体 ， P G P 9 . 5 抗 体 に よ る 免 疫 染 色

像  

a： H - E 染 色 ， b： n N O S， c： i N O S， d： e N O S， e： S 1 0 0，  

f： P G P 9 . 5  b a r = 1 0 0  m  

神 経 切 断 端 か ら 伸 長 す る 細 胞 塊 （ y e l l o w  d o t t e d  l i n e）

は 増 加 し ， 密 集 し て い る 。 n N O S 陽 性 細 胞 （ b l a c k  a r r o w）

は ， 切 断 端 か ら 伸 長 し た 神 経 組 織 内 に み ら れ る が ， ７ 日

目 に 比 べ 分 布 は 疎 で あ る 。 i N O S は 陰 性 で あ る が ，伸 長 し

た 神 経 組 織 の 血 管 に e N O S の 弱 陽 性 反 応 が み ら れ る 。 伸

長 し た 神 経 組 織 内 に は 数 多 く の S 1 0 0 タ ン パ ク で 標 識 さ

れ た シ ュ ワ ン 細 胞（ b l a c k  a r r o w h e a d）と P G P 9 . 5 で 標 識 さ

れ た 軸 索 （ w h i t e  a r r o w h e a d） が み ら れ る 。  

図 ８ ： 神 経 切 断 後 1 4 日 に お け る n N O S 抗 体 と S 1 0 0 タ ン

パ ク 抗 体 ， P G P 9 . 5 抗 体 と の 二 重 蛍 光 免 疫 染 色 像  

a： n N O S ( g r e e n )， b： S 1 0 0 ( r e d )， c： M e r g e ( y e l l o w )，  

d： n N O S ( g r e e n )， e： P G P 9 . 5  ( r e d )， f： M e r g e ( y e l l o w )， 

b a r = 1 0 0  m  

神 経 切 断 端 か ら 伸 長 す る 神 経 組 織 内 に n N O S と S 1 0 0

タ ン パ ク の 発 現 は み ら れ る も の の ，共 発 現 は み ら れ な い 。

し か し ，伸 長 す る 神 経 組 織 内 に は n N O S と P G P 9 . 5 を 共 発

現 す る 部 位 が わ ず か に み ら れ る （ w h i t e  a r r o w）。  

図 ９：神 経 切 断 後 2 1 日 に お け る H - E 染 色 像 お よ び 各 N O S

抗 体 と S 1 0 0 タ ン パ ク 抗 体 ， P G P 9 . 5 抗 体 に よ る 免 疫 染 色

像  

a： H - E 染 色 ， b： n N O S， c： i N O S， d： e N O S， e： S 1 0 0，  

f： P G P 9 . 5  b a r = 1 0 0  m  



神 経 切 断 端 か ら 伸 長 し た 軸 索 は 口 径 を 増 し ， 密 に 走 行

し て い る 。 さ ら に ， 軸 索 間 に は 太 い 血 管 （ w h i t e  a r r o w）

が 形 成 さ れ て い る 。 n N O S 陽 性 細 胞 （ b l a c k  a r r o w） は ，

切 断 端 か ら 伸 長 し た 神 経 組 織 内 に 散 在 し て い る が ， i N O S

陽 性 細 胞 は 観 察 さ れ な い 。 軸 索 間 に は ， e N O S 陽 性 の 血

管 （ w h i t e  a r r o w） が 侵 入 し て い る 。 伸 長 し た 神 経 組 織 内

に は ， S 1 0 0 タ ン パ ク で 標 識 さ れ た シ ュ ワ ン 細 胞 （ b l a c k  

a r r o w h e a d）と P G P 9 . 5 で 標 識 さ れ た 軸 索（ w h i t e  a r r o w h e a d）

が み ら れ ， 1 4 日 目 に 比 べ 増 加 し て い る 。  

図 1 0： 神 経 切 断 後 2 1 日 に お け る n N O S 抗 体 と S 1 0 0 タ ン

パ ク 抗 体 ， P G P 9 . 5 抗 体 と の 二 重 蛍 光 免 疫 染 色 像  

a： n N O S ( g r e e n )， b： S 1 0 0 ( r e d )， c： M e r g e ( y e l l o w )，  

d： n N O S ( g r e e n )， e： P G P 9 . 5  ( r e d )， f： M e r g e ( y e l l o w )， 

b a r = 1 0 0  m  

神 経 切 断 端 か ら 伸 長 す る 神 経 組 織 内 に n N O S と S 1 0 0

タ ン パ ク の 発 現 は み ら れ る も の の ，共 発 現 は み ら れ な い 。

し か し ，伸 長 す る 神 経 組 織 内 に は n N O S と P G P 9 . 5 を 共 発

現 部 位 が 数 多 く み ら れ る （ w h i t e  a r r o w）。  

表 １ ： 正 常 坐 骨 神 経 と 切 断 後 の 坐 骨 神 経 の S 1 0 0 タ ン パ

ク 陽 性 細 胞 お よ び P G P 9 . 5 陽 性 細 胞 に お け る n N O S の 発 現  

─ ： 陰 性 ， ±： 弱 陽 性 ， ＋ ： 陽 性  



 



 





 





 





 







 


