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1. はじめに 

 神経障害性痛は, “体性感覚系の病変や疾患によって引き起こされる疼痛”

と定義される. 神経障害性痛は中枢神経, 末梢神経のいずれの障害によっても

起こり得るが, 特に末梢神経障害性痛は日常臨床で遭遇する機会が多い. 末梢

神経障害性痛は罹患患者の生活の質を大幅に低下させるため, 近年さまざまな

治療手段が報告されている. しかし, 実臨床上はそれらの治療効果は限定的で

あることが多い. 例えば, 神経障害性痛に対する薬物治療としては電位依存性

Caチャネルα2δサブユニットリガンド（例: プレガバリン）や, 三環系抗う

つ薬（例: アミトリプチリン, イミプラミン）, セロトニン・ノルエピネフリン

再取り込み阻害薬（例: デュロキセチン）が第一選択とされているが, そのう

ち最も効果的とされている三環系抗うつ薬でも Number Need to Treat 

（NNT）は 3.6 であり, 患者の満足度は高くない 1. 末梢神経障害性痛は, 障害

された末梢神経局所のみを標的とした治療が困難なことから, 中枢神経系の痛

み修飾が注目され, 心理療法やリハビリテーションを含めた集学的治療が行わ

れている 2. 痛みの集学的治療は比較的高い効果を上げているが施行可能な施設

は少なく, 集学的治療の中の個々の治療根拠は十分でない. そのため, 神経障害

性痛の新たな治療戦略が望まれている. 

 神経障害性痛とそれによる慢性痛に対しては前述のようにリハビリテーショ

ンが推奨されている. その根拠として, 運動療法により中枢神経系の痛み修飾

を軽減させる効果に加えて, 末梢神経障害性痛で障害四肢の筋・骨の萎縮が認

められることから, 廃用予防としての効果が挙げられる. 四肢の筋・骨を生じ

る代表的な末梢神経障害性痛疾患としては, 帯状疱疹後神経痛, 腰椎変性疾患, 

複合性局所疼痛症候群, 外傷性末梢神経損傷がある 3. これらの疾患での筋・骨
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萎縮は患者の機能予後を悪化させ, 慢性痛への移行につながるが 4-6,リハビリテ

ーションに抵抗性の筋・骨萎縮も多い 7,8. これまで, 末梢神経障害患者の筋・

骨萎縮は不動化など痛み行動の結果と考えられていた 4,5. しかし, 一方で神経

障害後の筋・骨萎縮は痛みによる不動化のみでは説明できないとする報告も多

く 9,10, その病的意義は不明である. 

 近年, 末梢神経障害に関連する局所炎症が痛みの増悪や慢性痛への移行に関

与することが報告されており, 神経原性炎症として注目されている 11-13（図

1）. 神経原性炎症では, 神経障害後に一次神経自由終末から subtance P, 

calcitonin gene-related peptide （CGRP）などの炎症性ペプチドが放出され, 

tumor necrosis factor-α （TNFα）, interleukin-1β （IL-1）などのサイトカ

インや, 肥満細胞から放出されるヒスタミンを介して, 障害局所の血管拡張や

血管透過性亢進が起こる. 血管から浸潤した白血球（マクロファージ, 好中球, 

リンパ球）やそれらが放出したサイトカイン（TNFα, IL-1β, chemokine 

［C-C motif］ligand2 ［CCL2］, C-C chemokine receptor type2 ［CCR2］）

によって障害局所の細胞（シュワン細胞やマクロファージ）が活性化し, 末梢

神経系へ集積することで一次知覚神経の閾値が低下し末梢神経感作を起こす. 

また,  一次知覚神経の入力が反復, 持続することで, 脊髄後角の二次ニューロ

ンの閾値が低下し, 中枢性感作が起こり, 慢性痛へ移行すると考えられている. 

最近では, 神経原性炎症には特にM1マクロファージの関与が大きいと報告さ

れており, 痛みの増悪や慢性痛への移行につながることが分かっている 14-19. 

 本研究では, 末梢神経障害後の神経原性炎症では, M1マクロファージが痛み

と同様に, 筋・骨萎縮を引き起こす因子となると仮説を立てた. さらに障害局

所でM1マクロファージを抑制することで筋・骨萎縮や慢性痛への移行の回避
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が可能となると考えた（図 2）. 本研究の目的は, 末梢神経障害モデルマウス

で, 筋・骨萎縮へのM1マクロファージの関与を明らかにし, M1マクロファ

ージの抑制により筋・骨萎縮を回避することである. 

図 1 神経原性炎症の模式図 

 

 

 

 

 

 

図 2 本研究の仮説 
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2. 実験材料と方法 

2-1 使用動物 

 6-7週齢のオスのWT C57BL/6J マウス, C57BL/6-Tg（CAG-EGFP）マウス

（いずれも SLC, Hamamatsu, Japan）, LysM Cre tandem TOMATO マウス

（CLEA, Tokyo, Japan）を使用した. 実験動物は 12時間ごとの明暗サイクル

で適切な室温調整の上, 食餌と水は自由に摂取できるように管理した. 

 

2-2 動物モデル 

神経障害モデル 

 神経障害モデルとしては, 末梢神経障害性痛モデルとして確立している絞扼

性神経障害（Chronic Constriction Injury: CCI）モデルを作成した 20. マウス

を 1.5%イソフルランで全身麻酔導入したのち, 右大腿骨直上で皮膚切開を加

え, 大腿二頭筋間を分けて, 右坐骨神経を露出した. 坐骨神経を 5-0モノクリル

で 1㎜間隔をあけて 4回軽く結紮したのち, 筋層と皮膚を 5-0絹糸で縫合した. 

コントロール手術としては, 同様に坐骨神経の露出は行うが, 結紮はせずに皮

膚, 筋層を縫合した（図 3）. 当手術施行後には下肢の麻痺は起こらず, 摂食行

動にも影響はなかった. 
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図 3 絞扼性神経損傷モデル                     

左：マウス右坐骨神経   右 坐骨神経結紮後 

 

下肢固定モデル 

これまで末梢神経障害後の筋・骨萎縮の原因としては, 痛みによる不動化の影

響が大きいと考えられていた. マウスの下肢の不動化の影響を調べるために下

肢固定モデルを作成した. 下肢不動化モデルとしては, シーネや弾性包帯によ

る下肢固定が一般的である 21. 本研究でもこれらのモデルを作成したが, 下肢

の固定が不十分で容易に外れてしまう上に, 咬傷による下肢の炎症のために正

確な下肢の重量, 骨密度の測定ができなかった. そこで, 本研究では独自の下肢

固定モデルとして, ultraviolet（UV）硬化樹脂（Kiyohara Co.,Ltd, Osaka, 

Japan）を使用してマウスの下肢を不動化した. マウスを 1.5%イソフルランで

全身麻酔導入したのち, 右股関節, 膝関節, 足関節を UV硬化樹脂で固定した

（図 4）. 当処置の施行後にも摂食行動は通常通り行えていた. 
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図 4 UV硬化樹脂によるマウスの右下肢固定モデル 

マクロファージ除去モデル  

 筋・骨萎縮に対するマクロファージの影響を検討するためにマクロファージ

除去モデルを作成した. マクロファージはクロドロン酸リポソーム（Xigieia 

Bioscience, Tokyo, Japan）で除去した. CCI施行の直後にクロドロン酸リポソ

ーム 100μg/匹をマウスの尾静脈から単回投与した.  

 

臨床で使用可能な薬剤の投与モデル 

クロドロン酸リポソームによる体内からのマクロファージの完全な除去は臨

床で行うことはできない. そこで, 神経原性炎症の抑制として, 抗炎症薬や神

経障害性痛治療薬によって筋・骨萎縮の抑制が可能かを検討した. CCI施行の

直後にデキサメタゾン（2mg/kg, 皮下投与, Fuji Pharma Co., Ltd., Toyama, 

Japan）, プレガバリン（30mg/kg, 経口投与, Pfizer Japan Inc., Tokyo, 

Japan）, アミトリプチリン（10mg/kg, 経口投与, Nichi-Iko Pharmaceutical 

Co., Ltd., Toyama, Japan）, ノイロトロピン（60NU/kg, 腹腔内投与, Nippon 

Zoki pharmaceutical Co., Ltd., Osaka, Japan）, ロキソプロフェン（3mg/kg, 
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経口投与, Daiichi Sankyo, Ltd., Tokyo, Japan）を投与した. これらの薬剤は, 

1日 1回を 1週間連日投与した. 

 

2-3 筋重量の測定 

 筋萎縮の評価として, C57BL/6Jマウスで CCI施行 1週間後の筋重量を測定

した. CCI施行 1週間後にマウスを頸椎脱臼により安楽死させたのち, 右の大

腿二頭筋と腓腹筋を採取し重量を測定した. 

 

2-4 全骨密度の測定 

 骨萎縮の評価として, 下肢の骨密度を Computed Tomography（CT）スキャ

ンで測定した. C57BL/6J マウスを 1.5%イソフルランで麻酔導入し, 下肢の CT

スキャンを Latheta Laboratory CT（Hitachi, Tokyo, Japan）を使用して撮影

した. これをコントロールとして記録したのち, マウスに CCIを行い, 個別ケ

ージで管理した. 下肢の CTスキャンは 1週ごとに 5週間撮影した. 撮影した

画像は CTスキャンに付属したソフトウェアで解析し, 大腿骨と脛骨の全骨密

度を計測した. 全骨密度は 0.5mmスライスごとに計測し, その平均値を比較し

た. 

 

2-5 免疫組織染色 

 下肢骨の炎症細胞と破骨細胞を免疫組織染色で解析した. C57BL/6Jマウスの

CCI施行 1週間後に頸椎脱臼による安楽死処置を行い, 右大腿骨を採取した. 
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骨標本の脱灰, 切片の作成は共同病理株式会社（Kobe, Japan）に依頼し, 

TRAP染色を TRAP/ALP 染色キット（FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Corporation, Osaka, Japan）を使用して行った. 作成した病理標本は光学顕微

鏡（FSX100, Olympus, Tokyo, Japan）で 4倍対物レンズ（N.A.0.1）を用い

て解析した. 得られた画像は Fiji win64 ソフトウェア（Rasband, W.S, 

ImageJ; U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA）で解析し

た. 1.5mm×2mmの視野中の破骨細胞をソフトウェア上で免疫染色の差から単

色に分離し, その数を測定した.  

 

2-6 生体イメージング 

 障害神経とその周囲組織の細胞反応を画像化するために, 当教室で行ってい

る手法 22で生体二光子顕微鏡による検討を行った. はじめに, リソソーム産生

細胞の動態を観察するために, LysM Cre Tandem TOMATOマウスを使用した. 

CCI施行 1週間後にウレタン（1.5g/kg）の腹腔内投与による麻酔を行い, 下肢

の皮膚を除去したのちに倒立顕微鏡（Eclipse Ti, Nikon, Tokyo, Japan）に設

置した保温したピエゾドライブステージ（Tokai Hit; Nikon, Tokyo, Japan）に

静置した. 細胞動態と血流を可視化するために FITC dextran（5mg/匹,Merck 

KGaA, Darmstadt, Germany）と Hoecst 33342（3mg/匹, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA）を尾静脈より投与した. 組織は Ti:sapphire 

レーザー（Vision II; Coherent,inc.,Santa Clara, CA, USA）を使用して

920nmで励起し, XY画像を A1R-MPシステム（Nikon）で得た. 対物レンズ

としては 40倍水浸レンズ（Nikon）（N.A.1.15）を使用した. 1画像当たりの

描写時間は 0.1秒に設定した. 



10 

 

続いて, 神経障害急性期の細胞反応を観察するために, CAG-eGFPマウスを

使用して生体二光子顕微鏡による観察を行った.  CCIを施行した直後にマウス

をウレタンの腹腔内投与で麻酔し, Rhodamine B dextran（5mg/匹, Thermo 

Fisher Scientific）, Hoecst33342（3mg/匹）と F4/80 Alx647（25μg/匹, 

BioLegend, San Diego, CA, USA）を尾静脈より投与した. 生体二光子顕微鏡

で坐骨神経と周囲組織を 3時間連続観察した.  

 得られたデータは NIS-Elementsに内蔵されている自動アルゴリズムと Fiji 

win64ソフトウェアで画像化, 解析した. マクロファージを 500μm×500μm

の視野で蛍光の差から単色に分離し, その数を測定した. マクロファージ数は

CCIの前後で比較した.  

 

2-7 フローサイトメトリー 

筋に浸潤した細胞はフローサイトメトリーで定量した. C57BL/6Jマウスを使用

して, CCI施行の 1週間後に 1.5%イソフルランによる麻酔導入をした. 血管内

の血球成分を除去するために, 生理食塩水を左心室より送液, 下大静脈より脱

血し, 血液還流を行った. 頸椎脱臼による安楽死処置の後に, 右の大腿二頭筋と

腓腹筋を採取した. 採取した筋は剪刀で細かく切り刻んだのちに, コラゲナー

ゼ処理により細胞を単離した. 単離した細胞は phosphate-buffered saline 

（PBS）で 2回洗浄し, 溶血バッファーで 8.5分処理したのち, 最終的に PBS

中に浮遊させた. 細胞に FcBlock抗体（BD Biosciences, Bedford, MA, 

USA）を加え 15分氷上で静置したのちに, 蛍光色素標識抗体（CD45-FITC:25

μg/ml, Ly6G-BV605:10μg/ml, F4/80-PE: 10µg/ml, CD11b-BV711: 2.5μg/ml, 

CD301-Alx647: 2.5μg/ml, Ly6C-BV421: 2.5μg/ml, いずれも BioLegend）を
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加え, 45分間反応させた. フローサイトメトリーは BD LSR Fortessa（BD 

Biosciences）を使用して行い, FlowJo V10ソフトフェア（Tomy Digital 

Biology, Tokyo, Japan）で解析した. 死細胞の除去には DRAQ7

（BioLegend）を用いた.  

 

2-8 RT-PCR 

 CCI後の筋でのサイトカイン変化を調べるために, reverse transcription-

polymerase chain reaction（RT-PCR）を行った. C57BL/6Jマウスを使用し

て, CCI施行 1週間後に頸椎脱臼による安楽死処置を行った. 右の大腿二頭筋

と腓腹筋を採取し, Trizol（Thermo Fisher Scientific）を用いて筋組織より

RNAを抽出した. Primscript逆転写酵素（Takara Bio, Kusatsu, Japan）に

より cDNAを合成し, RT-PCRには Taqmanプローブ（TNFα, IL-1β, CCL2, 

CCR2, Thermo Fisher Scientific）を使用した. RT-PCRは 10ngの cDNAを使

用して, Vii A real time PCR system（Thermo Fisher Scientific）で行った. 

得られたデータはΔΔ-Ct-methodで解析した. mRNAの発現レベルはコント

ロール手術群との相対比で比較した.  

 

2-9  統計解析 

 統計解析は Graphpad Prism 7 ソフトウェア（GraphPad Software, Inc., 

San Diego, CA, USA）を用いて行った. 結果は平均±標準誤差で示した. 2群

の統計学的有意差はMann-Whitney U testを用いて検定した. P値<0.05 を統

計学的に有意差ありと判断した. 事前に検討したデータに基づいた Power 
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analysisでは, power=0.80, α=0.05の条件では, 有意差を検出するために必要

なサンプル数は各群で n=6で十分と判断した. 

 本研究は自治医科大学動物実験委員会の承認を得た（17217-01）. 本研究

のマウスの Categories of biomedical experiments based on increasing ethical 

concerns for non-human species（Scientists Center for Animal Welfare）の

苦痛度は Dと判断した. 侵襲的な処置は可能な限り全身麻酔下に行った. マウ

スに持続的な横たわり, 呼吸促拍, 努力呼吸, あえぎ, 7日間に 25％以上の体重

減少を認めた場合は全身麻酔下に頸椎脱臼による安楽死処置を行った. 
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3. 結果 

3-1 末梢神経障害後早期に筋・骨萎縮が生じる 

近年, 神経障害後の神経原性炎症で, 末梢神経へのM1マクロファージの浸

潤が痛みの増悪に重要な役割を果たし, その機序として TNFα, IL-1β, CCL2, 

CCR2などのサイトカインが関わっていることが分かっている 11-19. 本研究で

は神経障害後の筋・骨萎縮にもM1マクロファージが関わっていると考え, 神

経障害モデルマウスで神経障害後の筋・骨萎縮へのM1マクロファージの関与

と, M1マクロファージの抑制による筋・骨萎縮の回避の可能性について検証し

た. 本研究では神経障害モデルとして CCIモデルを作成した. はじめに, CCI

後の筋・骨萎縮の程度を明らかにするために, CCI後の筋重量と全骨密度を測

定した. 

 

 C57BL/6Jマウスの CCI施行 1週間後に大腿二頭筋と腓腹筋を採取し, 筋重

量を測定した. CCI施行 1週間後の大腿二頭筋の重量はコントロール手術群

（218±14［範囲 160-260］mg, n=8）と比較して CCI群（121±13［80-189］

mg, n=8）で有意に低下した（P<0.05）. 同様に, 腓腹筋重量もコントロール

手術群（195±8［160-233］mg, n=8）と比較して CCI群（105± 11［64-160］

mg, n=8）で有意に低下した（P<0.05）（図 5）. 

 下肢の全骨密度を CTスキャンで測定した. CTスキャンは CCI施行後 5週

後まで毎週測定した. 大腿骨で, 全骨密度は CCI施行前（469±8［350-643］

mg/cm3）と比較して, CCI施行 2週間後（417±6［264-572］mg/cm3）に有意

に低下した（n=8, P<0.05）. 脛骨でも同様に, 全骨密度は CCI施行前（598±9 

［320-783］mg/cm3）と比較して, CCI施行 2週間後（561±68［253-796］
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mg/ cm3）に有意に低下した（n=8, P<0.05）. コントロール手術群では大腿

骨, 脛骨のいずれでも CCI施行前後で全骨密度に差はなかった（図 6）. 

 末梢神経障害後の筋・骨萎縮の原因として, これまで痛みによる不動化の影

響が大きいと考えられていた 4,5. 筋・骨萎縮に対する不動化の影響を調べるた

めに, UV硬化樹脂による下肢固定モデルで筋重量・骨密度を測定した.  

下肢固定群では大腿二頭筋で, CCI施行 1週間後の筋重量（188±8［157-

212］mg, n=8）はコントロール手術群と比較して有意差はなかった

（P=0.12）. 腓腹筋でも, CCI施行 1週間後の筋重量（167±10［122-207］

mg, n=8）はコントロール手術群と比較して有意差はなかった（P=0.10）（図

7）. 

大腿骨の全骨密度は下肢固定前（501±6［403-666］mg/cm3）と比較して, 

固定 2週間後（499±6［264-572］mg/cm3）で有意差はなかった（n=8, 

P=0.60）. 脛骨でも同様に, 全骨密度は下肢固定前（659±5［403-797］

mg/cm3）と比較して, 固定 2週間後（561±68［406-697］mg/cm3）で有意差

はなかった（n=8, P=0.15）（図 8）.  

CCI施行 1週間後に筋萎縮が, 2週間後に骨萎縮がおこることが分かった. 筋・

骨萎縮への下肢不動化の影響は少ないと考えられた. CCIモデルは神経障害後

の痛みモデルとしてのみでなく, 筋・骨萎縮のモデルとしても有用であると考

えられた. 
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図 5 下肢筋重量 神経障害群                          

神経障害群で, コントロール手術群と比較して 1週間後に下肢の筋重量が有意

に低下した（n=8, *P<0.05）.  

 

図 6 下肢全骨密度 神経障害群                         

神経障害群で, 神経障害前と比較して 2週間後に下肢骨密度が有意に低下した

（n=8, *P<0.05）.  
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図 7 下肢筋重量 下肢固定群                          

下肢固定モデルではコントロール手術群と比較して, 1週間後の下肢筋重量に有

意差はなかった（n=8）. 

 

図 8 下肢全骨密度 下肢固定群                    

下肢固定モデルでは固定前と比較して 2週間後の下肢全骨密度に有意差はなか

った（n=8）.  
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3-2 神経障害後に筋・骨への M1マクロファージ浸潤が生じる 

 続いて, CCI後の筋・骨萎縮の分子メカニズムについて検討を進めた. 分子

メカニズムとしては, 神経原性炎症, 特に近年神経障害性痛への関与が注目さ

れているM1マクロファージに着目した 14-19. CCIモデルでの障害神経の周囲

組織の現象を明らかにするために, 骨の免疫組織染色と, 筋の生体イメージン

グを行った. 

 大腿骨の炎症細胞と破骨細胞を免疫組織染色で解析した. C57BL/6J マウス

の CCI施行 1週間後に大腿骨を採取し, TRAP染色を行った. 破骨細胞数を

CCI群とコントロール手術群で比較した. 手術 1週間後に, コントロール手術

群（32±9［4-67］個/mm2, n=8）と比較して, CCI群（61±9［33-90］個/mm2, 

n=8）で破骨細胞数が有意に増加した（P<005）（図 9）.  

 LysM Cre tandem TOMATO マウスで, CCI施行 1週間後の障害神経と周囲

の筋の細胞動態を生体イメージングを使って解析した. 坐骨神経周囲へのリソ

ソーム産生細胞の浸潤が CCI群で認められた. コントロール手術群ではリソソ

ーム産生細胞の浸潤は軽度だった. 続いて, 神経障害急性期の細胞動態を明ら

かにするために, CCI施行直後に CAG-eGFPマウスの下肢組織を観察した. 

CCI群で, 神経障害 2時間後よりマクロファージの血管内から筋への浸潤が観

察された. コントロール手術群では神経障害急性期にマクロファージの筋への

浸潤は観察されなかった（図 10）. 

 生体イメージングで観察された筋へのマクロファージの浸潤をフローサイト

メトリーで定量した. マクロファージのサブタイプは組織により表面抗原の発

現に差がありその定義が異なるが, 筋組織では CD301陰性細胞をM1マクロ

ファージ, CD301陽性細胞をM2マクロファージと定義する報告が多く 23, 24, 
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本研究でもこの定義を採用した. CCI施行 1週間後に大腿二頭筋と腓腹筋を採

取し, 細胞を単離したのちにフローサイトメトリーで解析した. 大腿二頭筋で, 

手術 1週間後にM1マクロファージ（Ly6c+, F4/80+, CD301-/CD11b+）数は

コントロール手術群（3±0.4［1.7-5.5］×105個/筋, n=8）と比較して, CCI群 

（9.3±0.9［5.7-13.9］×105個/筋, n=8）で有意に増加した（P<0.05）. 腓腹筋

でも同様に, M1マクロファージ数がコントロール手術群（0.7±0.2［0.2-1.5］ 

×105個/muscle, n=8）と比較して, CCI群（1.6±0.3［0.7-3.5］×105個

/muscle, n=8）で有意に増加した（P<0.05）（図 11）. 

 CCI施行後にM1マクロファージが筋・骨に浸潤することが明らかになった. 

このM1マクロファージ浸潤が CCI施行後の筋・骨萎縮につながることが示唆

された. 
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図 9  大腿骨免疫組織染色 神経障害群                     

神経障害モデルでは, コントロール手術群と比較して, 大腿骨の破骨細胞数が

有意に増加していた（紫：破骨細胞, n=8, *P<0.05）. 
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図 10 坐骨神経・大腿二頭筋 生体イメージング             

神経障害群では神経障害１週間後に神経周囲組織にリソソーム産生細胞（*）

が増加していた（a: 神経障害群, b: コントロール手術群, 赤：リソソーム産生

細胞, 緑: 細胞質, 青: 核）. 神経障害急性期では, 神経障害２時間後から神経

周囲の血管から筋へのマクロファージ（**）の浸潤が観察された（c: 神経障害

群, d: コントロール手術群, 赤：血流, 緑：細胞質, 青: 核, 白：マクロファー

ジ）. 
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図 11 下肢筋フローサイトメトリー 神経障害群                  

神経障害群では,コントロール手術群と比較して下肢のM1マクロファージ

（Ly6C+ /F4/80+, CD301- /CD11b+）が有意に増加していた（n=8, P<0.05）. 
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3-3 神経障害後のM1マクロファージ浸潤には TNFα, IL1-β, CCL2, CCR2

が関与する 

 神経障害性痛で, TNFα, IL-1β, CCL2, CCR2 などの炎症性サイトカインが

神経原性炎症の発生に関わっている 11-13. 本研究ではこれらのサイトカインが

CCI後の筋・骨へのM1マクロファージ浸潤や筋・骨萎縮にも関与しているの

ではないかと考えた. そこで, CCI施行後の筋のサイトカインの変化を RT-PCR

で検討した. C57BL/6J マウスの CCI施行 1週間後に, 大腿二頭筋と腓腹筋を

採取し, RT-PCRを行った. mRNAの発現レベルはコントロール手術群との相

対比で比較した. 大腿二頭筋で, 手術 1週間後にmRNA発現比は CCI群で増

加していた（TNFα: relative expression; 6.1±0.2［5.3-6.8］, IL-1β: 3.8±0.2 

［3.0-4.3］, CCL2: 2.6±0.2［2.3-3.2］, CCR2: 3.3±0.2［2.7-3.8］, n=8）. 同

様に, 腓腹筋でもmRNA発現比が CCI群で増加していた（TNFα: 2.5±0.2 

［2.1-3.1］, IL-1β: 2.9±0.3［2.1-3.7］, CCL2: 2.4±0.1［2.1-3.0］, CCR2: 

2.3±0.1［2.0-2.8］, n=8）（図 12）. 

 

図 12 下肢筋 RT-PCR 神経障害群                        

神経障害群で, コントロール手術群と比較して１週間後に TNF-α, IL-1β, 

CCL2, CCR2のmRNAが増加していた（n=8, *p<0.05）. 



23 

 

3-4 クロドロン酸リポソームによる M1マクロファージの除去で, 神経障害後

の筋・骨へのマクロファージ浸潤が抑制される 

 本研究の第 2の目的は, M1マクロファージの抑制によって神経障害後の筋・

骨萎縮が抑制できるかを検討することである. 近年, クロドロン酸リポソーム

によるM1マクロファージの除去が, 神経原性炎症と神経障害性痛を軽減する

ことが報告されている 14. 本研究では CCI施行後にM1マクロファージをクロ

ドロン酸リポソームで除去した. M1マクロファージ除去の効果を検討するた

めに, CCI施行後の骨の免疫組織染色と, 筋のフローサイトメトリーを行った. 

クロドロン酸リポソームによる生体からのM1マクロファージの除去率を脾

臓組織のフローサイトメトリーで検討した. 脾臓組織のフローサイトメトリー

では, M1マクロファージ数は CCI群で 13.8±1.4（9.1-18.8）×105個/脾 

（n=8）に対して, クロドロン酸リポソーム投与群では 1.0±0.2（0.4-1.4）×

105個/脾（n=8）であり, クロドロン酸リポソームの投与で 90%以上のM1マ

クロファージを除去できた. 

免疫組織染色では, CCI施行 1週間後に未治療群と比較して, マクロファー

ジ除去群（30±9［6-52］個/mm2, n=8）で破骨細胞数が有意に減少していた

（P<0.05）（図 13）. 

フローサイトメトリーでは, CCI施行後 1週間後に大腿二頭筋で, 未治療群

と比較してマクロファージ除去群（0.4±0.1［0.1-13.9］×105個/筋, n=8）で

M1マクロファージ数が有意に低下していた. 腓腹筋でも, CCI施行後 1週間

後に未治療群と比較して, マクロファージ除去群（0.4±0.1［0.1-10.5］×105個/

筋, n=8）でM1マクロファージ数が有意に低下していた（P<0.05）（図 14）. 



24 

 

 CCI後のM1マクロファージの筋・骨への浸潤はクロドロン酸リポソームに

よるマクロファージ除去で抑制された. この結果から, CCI後の筋・骨萎縮も

マクロファージの除去によって回避できる可能性が示唆された. 

 

図 13 大腿骨免疫組織染色 神経障害 1週間後 マクロファージ除去群            

マクロファージ除去群で, 未治療群と比較して神経障害１週間後の大腿骨の破

骨細胞数が有意に減少した（n=8, *P<0.05）. 

 

図 14 下肢筋フローサイトメトリー 神経障害 1週間後         

マクロファージ除去群                         

マクロファージ除去群で, 未治療群と比較して神経障害１週間後の下肢筋の

M1マクロファージ数が有意に減少した （n=8, *p<0.05）.  
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3-5 M1マクロファージの除去で神経障害後の筋・骨萎縮が抑制される 

 続いて, マクロファージ除去による筋・骨萎縮への影響を調べるために, マ

クロファージ除去群の筋重量と全骨密度を測定し, 未治療群と比較した. 

 大腿二頭筋重量は, CCI施行 1週間後に未治療群と比較して, マクロファー

ジ除去群（204±11［161-230］mg, n=8）で有意に増加した（P<0.05）.同様に

腓腹筋重量も CCI施行 1週間後に未治療群と比較して,マクロファージ除去群

（230±12［189-264］mg, n=8）で有意に増加した（P<0.05）（図 15）. 

 マクロファージ除去群では, 大腿骨の全骨密度は CCI施行前（467±4［309-

647］mg/cm3）と, CCI施行 2週間後（476±4［335-644］mg/cm3）で有意差

はなかった（n=8, P=0.09）. 脛骨の全骨密度も同様に, CCI施行前（613±6 

［270-871)］mg/cm3）と施行後（611±46［329-797］mg/cm3）で有意差はな

かった（n=8, P=0.70）（図 16）. 

 これらの結果から, M1マクロファージが CCI後の筋・骨萎縮に関与してい

ることが明らかになった. さらに, M1マクロファージの抑制による神経障害後

の筋・骨萎縮の回避の可能性が示唆された. 

 

 

 

 

 

 



26 

 

 

図 15 下肢筋重量 神経障害 1週間後 マクロファージ除去群               

マクロファージ除去群で, 未治療群と比較して神経障害 1週間後の下肢筋重量

が有意に増加した（n=8, *P<0.05）. 

 

図 16 下肢全骨密度 神経障害後 マクロファージ除去群                 

マクロファージ除去群では, 神経障害前と比較して神経障害 2週間後の全骨密

度に有意差はなかった（n=8, *P<0.05）. 
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3-6 神経障害後のデキサメタゾン, プレガバリン, ロキソプロフェン投与が

筋・骨への M1マクロファージ浸潤を抑制する 

 クロドロン酸リポソームによる体内からの完全なM1マクロファージ除去は, 

臨床で行うことはできない. 本研究の第 3の目的は, 臨床研究につなげるため

に, 臨床で使用可能な薬剤でM1マクロファージの筋・骨への浸潤の抑制や

筋・骨萎縮の回避が可能かを明らかにすることである. 抗炎症薬としてデキサ

メタゾンとロキソプロフェンを, 神経障害性痛治療薬としてプレガバリン, ノ

イロトロピン, アミトリプチリンを検討した. 近年, 神経原性炎症とそれにつ

づく痛みに, 末梢性感作に加えて中枢性感作が関わっていることが報告されて

いる 11-13. 本研究では, デキサメタゾン, ロキソプロフェン, プレガバリンを主

に末梢神経系に作用する薬剤として, ノイロトロピンとアミトリプチリンを中

枢神経系に作用する薬剤として検討した. これらの薬剤は CCI施行後に 1週

間連日投与した. これらの薬剤のM1マクロファージ浸潤への効果を明らかに

するために, CCI施行後に骨の免疫組織染色と, 筋のフローサイトメトリーを

行った. 薬剤投与群で得られた結果を未治療群と比較した. 

 CCI施行 1週間後に, 大腿骨の免疫組織染色で, 未治療群と比較してデキサメ

タゾン群（26±9［9-58］個/mm2, n=8）, プレガバリン群（31±4［18-40］個

/mm2, n= 8）とロキソプロフェン群（32±5［19-50］個/mm2, n= 8）で破骨細

胞数が有意に低下した（P<0.05）. ノイロトロピン群（65±7［43-91］個

/mm2, n=8, P=0.81）とアミトリプチリン群（58±6［33-79］個/mm2, n=8, 

P=0.94）は, 未治療群と比較して破骨細胞数に有意差はなかった（図 17）. 

 大腿二頭筋のフローサイトメトリーでは, CCI施行 1週間後にデキサメタゾ

ン群（3.1±0.4［1.8-4.7］×105個/筋, n=8）, プレガバリン群（5.4±0.9［2.7-
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9.5］×105個/筋, n=8）, ロキソプロフェン群（5.2±1.1［2.2-9.9］×105個/筋, 

n=8）で未治療群と比較してM1マクロファージ数が低下した（P<0.05）. ノ

イロトロピン群（8.1±1.5［4.4-11.9］×105個/筋; n=8, P=0.57）とアミトリプ

チリン群（10.4±2.3［6.8-17.6］×105個/筋; n=8, P>0.99）では未治療群と比較

してM1マクロファージ数に有意差はなかった. 腓腹筋のフローサイトメトリ

ーでは, CCI施行 1週間後にデキサメタゾン群（0.9±0.2［0.3-1.4］×105個/筋, 

n=8）, プレガバリン群 （1.6±0.9［0.6-3.2］× 105個/筋, n=8）, ロキソプロフ

ェン群（1.3±0.2［1.0-2.1］×105個/筋, n=8）で未治療群と比較してM1マクロ

ファージ数が低下した（P<0.05）. ノイロトロピン群（2.6±0.6［1.1-4.1］

×105個/筋; n=8, P=0.37）とアミトリプチリン群（2.5±0.4［1.8-3.6］×105個/

筋; n=8, P=0.11）では未治療群と比較してM1マクロファージ数に有意差はな

かった（図 18）. 

 CCI施行後のデキサメタゾン, プレガバリン, ロキソプロフェンの投与が

筋・骨へのM1マクロファージ浸潤を抑制した. 予想に反して, 中枢神経系を

介する効果が主であるアミトリプチリンとノイロトロピンは筋・骨へのM1マ

クロファージ浸潤を抑制できなかった. これらの結果から, デキサメタゾン, 

プレガバリン, ロキソプロフェンで CCI施行後の筋・骨萎縮も抑制できる可能

性が示唆された. 
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図 17 免疫組織染色 神経障害 1週間後 薬剤投与群                                       

デキサメタゾン, プレガバリン, ロキソプロフェン投与群で, 未治療群と比較し

て神経障害 1週間後に大腿骨の破骨細胞数が有意に低下した（n=8, *P<0.05）. 

 

図 18 下肢筋フローサイトメトリー 神経障害 1 週間後 薬剤投与群                          

デキサメタゾン, プレガバリン, ロキソプロフェン投与群で, 未治療群と比

較して下肢筋のM1マクロファージ数が有意に減少した（n=8, *P<0.05）. 
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3-7 神経障害後のデキサメタゾン投与が完全に, プレガバリン, ロキソプロフ

ェン投与が部分的に筋・骨萎縮を抑制する 

 続いて, 薬剤投与の筋・骨萎縮に対する効果を調べるために, 薬剤投与群の

筋重量と全骨密度の結果を未治療群と比較した. 

 未治療群と比較して, 大腿二頭筋重量は CCI施行 1週間後にデキサメタゾン

群（274±15［213-331］mg, n=8), プレガバリン群（166±15［108-212］mg, 

n=8）, ロキソプロフェン群（186±28［125-261］mg, n=8）で有意に増加した

（P<0.05）. 腓腹筋重量は未治療群と比較して, CCI施行 1週間後にデキサメ

タゾン群（253±14［192-291］mg, n= 8）, プレガバリン群（169±19［88-

244］mg, n= 8） で有意に増加した（P<0.05）. ロキソプロフェン群では腓

腹筋重量は未治療群と有意差はなかった（175±30［93-267］mg, n=8, P= 

0.10）（図 19）. 

 大腿骨の全骨密度は, デキサメタゾン群で CCI施行前（484±5［348-642］

mg/cm3, n= 8）と比較して CCI施行 2週間後（470± 4［345-619)］mg/cm3）

で有意差はなかった（P=0.10）. プレガバリン群（CCI前: 502±7［332-

676］vs. 2週間後: 462±6［31-627］mg/cm3）, ロキソプロフェン群（494±7 

［329-670］vs. 441±6［282-611］mg/cm3）では全骨密度が CCI施行 2週間後

に低下した（n=8, P<0.05）. 脛骨の全骨密度は, CCI施行前と比較して, CCI

施行 2週間後でいずれの群でも有意差はなかった（デキサメタゾン群: 606±5 

［309-832］vs. 606±6［275-825］mg/cm3, n=8, P=0.35, プレガバリン群: 600 

±9［333-785］vs. 605±10［270-714］mg/cm3, n=8, P=0.43, ロキソプロフェ

ン群: 601±9［321-782］vs. 605±11［279-853］mg/cm3, n=8, P=0.22）（図

20）. 
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図 19 下肢筋重量 神経障害 1週間後 薬剤投与群                                         

大腿二頭筋では, デキサメタゾン, プレガバリン, ロキソプロフェン投与群で, 

腓腹筋ではデキサメタゾン, プレガバリン投与群で, 未治療群と比較して筋重

量が増加した（n=8, *P<0.05）. 

 

図 20 下肢全骨密度 神経障害後 薬剤投与群                                         

大腿骨では, デキサメタゾン投与群で, 脛骨ではデキサメタゾン, プレガバリ

ン, ロキソプロフェン投与群で, 神経障害前と比較して神経障害 2週間後の全

骨密度に有意差はなかった（n=8, *P<0.05） 



32 

 

4. 考察 

 本研究により, M1マクロファージの浸潤が末梢神経障害後の筋・骨萎縮を増

悪させることが明らかになった. これまで, 神経障害後の筋・骨萎縮は痛み行

動や不動化の結果と考えられていた 4,5. 神経障害後の筋・骨萎縮は不動化の

みでは説明できないという報告も多い 9,10が, その詳細な機序は不明だった. 

本研究では神経障害後の筋・骨萎縮の原因としてM1マクロファージに着目し

た. 近年, M1マクロファージは神経原性炎症に伴う神経障害性痛の原因とし

て注目されている 14-19. これまで, M1マクロファージは神経障害時の痛みのみ

に着目されていたが, 本研究はM1マクロファージが筋・骨萎縮にも関与する

ことを明らかにした. 

  

 神経原性炎症では, 周囲の血管から浸潤したM1マクロファージにより末梢

神経のワーラー変性が起こり, 痛覚過敏を起こすと報告されている 14. 障害さ

れた神経にM1マクロファージが誘導される機序としては, TNFα, IL-1β, 

CCL2, CCR2などの炎症性サイトカインが関与する 9,12. 本研究でも同様に筋

組織での TNFα, IL-1β, CCL2, CCR2が増加した. また, 生体イメージング

で, M1マクロファージが筋・骨組織内でなく, 周囲の血管壁に浸潤する様子が

観察できた. これらの結果からは, サイトカインに誘導されたM1マクロファ

ージが筋・骨組織を障害する機序としては, 貪食作用ではなくサイトカインな

どのメディエーターを介するものであると考えられた. 近年, 慢性閉塞性肺疾

患や, 関節リウマチ, 炎症性筋炎などの炎症性疾患で, 筋・骨萎縮が起こるこ

とが分かっている 25. これらの疾患では, TNFα, IFN-γ, IL-6, IL-8などの炎

症性サイトカインが増加しており, インスリン抵抗性の増加や活性酸素の増加, 
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虚血を通して筋萎縮を起こすと報告されている 26-28. 神経障害後の筋萎縮も同

様の機序で起こっている可能性がある. 同様に, 脳や末梢神経に存在する

vasoactive intestinal peptide（VIP）と calcitonin gene-related peptide

（CGRP）が骨の神経系調節に関わっている 29. これらのペプチドは骨形成を

促進し, 骨吸収を抑制する. VIPは TNFα, IL-6を抑制し 30, CGRPは TNFα

を抑制する 31. VIPと CGRPは神経障害での骨萎縮にも炎症性サイトカイン

を介して関与している可能性がある. 加えて, IL13や IL-4などのM2マクロ

ファージが関与するサイトカインが神経障害後の痛み反応を抑制すると報告さ

れている 15,19.  今後は, 神経障害後の筋・骨萎縮の詳細な機序を明らかにする

ために, M2マクロファージの誘導や抗サイトカイン治療を通した神経障害治療

の研究が必要と考えられる. 一方で, 中枢性感作が神経原性炎症やそれに伴う

痛みに関わることが分かっている 11-13. しかし本研究では, 予想に反して中枢

神経系に主に作用するアミトリプチリンとノイロトロピンは, 神経障害後の

M1マクロファージ浸潤や筋・骨萎縮を抑制できなかった. この結果からは, 

神経障害後の筋・骨萎縮に中枢神経系の影響は少ないと考えられた.  

 本研究では,  筋・骨へのマクロファージ浸潤を抑制するためにクロドロン酸

リポソームの投与を行った. 予備実験としてM1マクロファージ除去のための

適切なクロドロン酸リポソームの投与量を検討したところ, 本研究より少量の

投与では, 脾臓組織で十分なM1マクロファージの除去はできず, 筋・骨への

M1マクロファージの浸潤も抑制できなかった. 本研究での投与量が筋・骨へ

のM1マクロファージ浸潤の抑制が可能な最小量だった. しかし, 本研究での

投与量でもクロドロン酸リポソームによるマクロファージの除去では, マウス

が感染症や除去されたマクロファージ隗による塞栓症のために処置 2週間後か

ら全身状態が悪化したので, 4週間以内にすべて安楽死させた. クロドロン酸リ
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ポソームの投与は神経障害後の筋・骨萎縮へのM1マクロファージの影響を検

討する上では有用だったが, 安全に臨床使用が可能な投与量ではビスホスホネ

ート製剤の神経障害後の筋・骨萎縮の予防効果は示せなかった. 一方で, 近年, 

神経障害後の骨代謝異常に伴う痛みが神経原性骨痛として報告されている. こ

の病態は複合性局所疼痛症候群で議論されることが多いが, この病態に対して

は骨痛のみでなく, 神経障害性痛に対してもビスホスホネート製剤が有用であ

ると報告されており 32, ビスホスホネート製剤が神経障害後の筋・骨萎縮の予

防にも有効である可能性は残されている. 本研究では, クロドロン酸リポソー

ムの臨床使用が可能な投与量では神経障害後の筋・骨萎縮に対して十分な予防

効果が示せなかったが, 今後もビスホスホネート製剤の筋・骨萎縮の抑制にも

着目した適切な投与量の検討が必要である. ビスホスホネート製剤に加えて, 

本研究では臨床研究に直結する薬剤として, 抗炎症薬としてデキサメタゾンと

ロキソプロフェンを, 神経障害性痛治療薬としてプレガバリン, アミトリプチ

リン, ノイロトロピンを使用した. CCI施行後早期からのデキサメタゾン投

与が筋・骨萎縮を完全に, プレガバリンとロキソプロフェンの投与が部分的に

マクロファージの浸潤と筋・骨萎縮を抑制した. 臨床でも, 神経障害後早期

のステロイドや非ステロイド性抗炎症薬, 抗けいれん薬の投与が筋・骨萎縮の

抑制や慢性痛への移行予防に有効である可能性がある. 特に本研究では, ステ

ロイドが筋・骨萎縮の予防に高い効果を示した. しかし, 現在の臨床では, 神経

障害性痛に対するステロイドの使用は痛みに対する効果だけでなく, 副作用の

観点からも議論の余地が大きい 33. 今後は神経障害性痛のみでなく, 筋・骨萎

縮もターゲットとした神経障害後早期の短期間のステロイド使用の臨床研究が

望まれる.  また, 今後は臨床研究として, 薬剤による筋・骨萎縮の抑制に加

えて, 神経障害性痛の診断や治療効果判定としての筋・骨萎縮の評価が必要で
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ある. 加えて, 筋・骨萎縮を抑制することによって慢性痛への移行が予防でき

るかの検討も必要である. 

 

 本研究の限界として, CCI後の筋・骨萎縮が痛みによる不動化などの環境因

子によって起こっていることが否定できない. CCIモデルでは, 明らかな下肢

の麻痺や歩行障害は起こらないが 20, 痛みによる運動量低下の程度や, その

筋・骨萎縮への影響は報告されていない. 本研究でも, CCI後の運動量の変化

は検討していない.  本研究では不動化の筋・骨萎縮への影響を検討するため

に, 代替法として UV硬化樹脂による下肢不動化モデルを作成した. その結果, 

1～2週間の下肢の固定では下肢の筋・骨萎縮は起こらなかった. 下肢不動化モ

デルでは腓腹筋重量が 1週間あたり 22%低下すると報告されており 34, 本研究

での CCI後の筋重量低下よりも軽度である. また, ヒトでの臨床研究では, 脊

髄損傷後の不動化患者の筋量低下は 0.5%/日 35, 骨量低下は 3-6%/月 10,36と報

告されている. 本研究での筋・骨萎縮に対する不動化の影響は小さいと考えら

れるが, より正確にM1マクロファージの筋・骨萎縮への影響を明らかにする

ためには, CCIモデルでの運動量の変化を検討するべきだった. そのためには

定点カメラによる運動量の継続的な観察や, 結紮した神経支配領域以外の筋重

量測定が有用であると考えられる. 

 また, 本研究ではM1マクロファージの筋・骨への浸潤とそれに続く筋・骨

萎縮をいくつかの臨床使用可能な薬剤で抑制することができた. しかし, 本研

究ではそれらの薬剤がM1マクロファージを抑制する機序は明らかにできてお

らず, 筋・骨萎縮の抑制にM1マクロファージの抑制以外の機序が関与してい

る可能性は否定できない. また各薬剤の投与量もヒトで一般的に使用されてい
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る用量と異なっている. 本研究の主目的は末梢神経障害後の筋・骨萎縮とM1

マクロファージの関連を明らかにすることであり, 本研究の結果のみでこれら

の薬剤を臨床に応用することはできない. 今後は臨床研究に応用するために, 

本研究で効果があった薬剤がM1マクロファージの筋・骨への浸潤と筋・骨萎

縮を抑制する詳細な機序と, 有効な投与量の検討が望まれる. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 

 

6．おわりに 

本研究の結果のまとめを図 21に示した. M1マクロファージの浸潤が末梢神経

障害後の筋・骨萎縮を増悪させることが明らかになった. M1マクロファージ

の誘導には炎症性サイトカイン（TNFα, IL-1β, CCL2, CCR2）が関与してい

た. クロドロン酸リポソーム, デキサメタゾン, プレガバリン, ロキソプロフェ

ンによる障害神経局所でのM1マクロファージの抑制により筋・骨萎縮を予防

することができた. 今後臨床でもM1マクロファージの抑制により神経障害後

の筋・骨萎縮の予防が可能になると期待される. 

 

 

図 21 本研究の結果の模式図 
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