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Abstract 

Disused rat hindlimb caused by sciatic neurectomy and nerve freezing is characterized by skeletal muscle 

atrophy and bone loss accompanying alterations in trabecular bone architecture.  We studied the time 

course responses of the two-dimensional architecture of trabecular bone and the relationships between 

bone loss and muscle atrophy using unilateral sciatic nerve denervation and nerve freezing model rats of 

temporary disuse atrophy. 

Fischer-344 male rats aged 11 weeks were denervated and frozen by contact with a stainless steel rod 

cooled by liquid nitrogen.  The right and left tibiae, soleus and extensor digitorum longus muscle of 

denervated and control rats were obtained at 1, 3, 7, 10 days and 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 weeks after surgery.  

Histomorphometric analyses were performed on longitudinal sections of proximal tibial metaphyseal 

secondary spongiosa. 

Marked trabecular bone loss and muscle weight loss were observed mainly at 7-10 days and 1-3 days after 

denervation, respectively.  Time courses of the percent decrease in trabecular width and length from 0 day 

(i.e., thinning rate; TR and fragmentation rate; FR) were not matched at 7-10 days and 5-6 weeks after 

denervation. Both the thickness and length of trabecular bone were significantly decreased after NF.  

Trabecular thickness, number, and bone area at 4w were greater than that at 3w, but did not return to the 

control level. The scatterplot for TR: FR showed that the FR changed stepwise with the first threshold 

between 12-25% of TR.  

These findings suggested that 1) the sciatic nerve freezing resulted in a marked loss of trabecular bone 

mostly within first two weeks after surgery; 2) the temporary denervation and subsequent reinnervation 

reversibly affects the trabecular bone architecture, especially trabecular thickness and trabecular number. 

 

 

 

１．緒言 

スポーツによる事故や傷害により安静・不活動を余儀なくされると、成長期の正常な発育に影響

がでたり、またその期間が長くなると骨格筋や骨の萎縮を免れることができない。本研究では、発

育期に突発的に起こる不活動状態が、身体運動を実施するために必要な骨や骨格筋に及ぼす形態的

および機能的影響を経時的に検討する。これにより不活動による骨と骨格筋の萎縮の時系列的なず

れを明らかにすることが可能となる。傷害などでの不活動による運動器の形態や機能の変化を研

究するには、実験的傷害モデル動物を人為的に作成することが必要となる。神経切除手術は恒

久的な運動器の機能障害モデルを作成し、これに対して神経凍結法による神経麻痺は一過性の

機能障害モデルを作成する。 
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除神経による体肢の不活動は骨格筋の萎縮を生じさせると同時に骨量を劇的に低下させ、骨梁

構造の崩壊へと導く 1,2,3,4)。骨強度は骨の量、質、構造の 3 つの要因に規定されており、骨梁構造

はそれに影響する一要因である 5,6)。不活動とした骨は骨形成の低下と骨吸収の増加による骨量低

下を示すことが報告されている 3,7,8)。不動化による力学的因子の低下及び卵巣摘出などによる内

分泌性因子の減少にともなう海綿骨における骨量低下過程は、骨梁骨の狭小化や断片化を呈する

所見が観察されている 9)。骨梁骨の断片化は力学的に有効な縦横構造を乱し、力学的刺激の伝達

が低下した部分では骨梁の消失が顕著であるともいわれる 9）。薬剤や運動刺激によって骨形成機

能を促進させた場合、皮質骨や骨梁骨幅の増大による骨量増加並びに石灰化は改善する。しかし

ながら、一旦断片化した骨梁間の再連結は起こりにくいものと推察されており 10,11)、一過性の傷

害などによる廃用性骨萎縮からの骨量回復後にも、完全な骨梁構造の回復は困難であると推察さ

れる。これまで不動化による骨梁骨幅や骨梁数の減少など各種骨組織形態計測からの報告がみら

れるが 1,2,3,4)、狭小化と断片化の進行程度や両者の相関関係については明らかではない。 

また、筋の収縮は骨格運動を可能にし、身体運動を介して骨に適度な力学的負荷を与え、骨量

の保持増大に正の影響を及ぼす。また一方で、不活動な状態にすると骨量も筋重量も同様に低下

する 8）。骨とそれに付着する骨格筋とは力学的負荷を介して機能的に密接な関係にある。さらに、

組織間においても廃用性萎縮や活動性肥大の進行程度に時間的ずれが存在すると、筋収縮力と骨

の機械的強度とはパラレルに変化せず、その比も経時的に異なってくる。このずれは一過性の不

活動状態からの回復過程などにおいても、考慮されるに値するものと考えられる。神経凍結法で

は一定期間神経の機能を麻痺させて、筋を不活動な状況にすることが可能であり、回復過程も観

察することが可能であるので、傷害を想定した実験モデルとして適する。 

本研究では、坐骨神経を切除または凍結麻痺により下肢を一過性に不活動とした骨格筋と脛骨

骨梁の形態的変化の特徴と骨量低下について経時的に観察し、さらに骨萎縮や骨梁構造崩壊から

の回復過程について検討した。 

 

 

２．研究方法 

本実験は日本生理学会により規定された「生理学領域における動物実験に関する基本指針」お

よび「鹿屋体育大学動物実験指針」を遵守して行った。実験動物には、室温 23±2℃、湿度 55±

5％、照明を 12 時間の明暗サイクルで制御した環境下にて飼育した 11 週齢の Fischer 344 系雄性

ラット 64 匹（体重 210-280g）を用いた。ペントバルビタール(50mg/kg)麻酔下において、左大腿

骨大転子後部を切開し、坐骨神経を 4-5mm 切除した。その後縫合糸で切開部を縫合し、通常飼育

にもどした 12)。除神経後 1, 3, 7, 10 日後、および 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 週目に除神経側及びその対側

肢ならびに偽処置群の脛骨を採取して分析に供し、経時的変化を検討した。また左坐骨神経の凍

結麻痺も同様に行いその回復過程を観察した。採取した脛骨は組織化学的分析の前に計測最小単

位 0.01mm のノギスにて長軸骨長を 3 回計測し、その中央値もしくは 2 回重複値をデータとした
13,14）。また同時にヒラメ筋（SOL）並びに長趾伸筋（EDL）を採取して、筋湿重量を計測した。 

実験動物は麻酔下で腹大動脈より固定液（1％グルタールアルデヒド、1％パラフォルムアルデ

ヒド及び 0.05％塩化カルシウムを 0.1mol/L リン酸緩衝液に溶解し、pH7.4 に調整）を注入し、潅

流固定を室温にて約 30 分間行った。次に、採取した脛骨の近位部を正中断してさらに約 90 分間

同固定液中に浸漬した 15)。その後各サンプルは 0.1mol/L・EDTA（エチレンジアミン四酢酸を 0.1M
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カコジル酸ナトリウム溶液に溶解し pH7.4 に調整、4℃）にて 6-8 週間脱灰した後、エタノール(70, 

80, 90, 95, 100％)で脱水しパラフィン包埋を行った。包埋試料は滑走ミクロトームを用い 5µm に

縦断薄切し、脱パラフィンの後にヘマトキシリン-エオシン（H-E）染色、アザン染色を施した。

破骨細胞を観察するため、切片は酒石酸抵抗性酸性フォスファターゼ（TRAP）にて、37℃で 60

分間インキュベーションした。基質液は、0.1M 酢酸ナトリウムとバルビタールナトリウムを含む

ミハエリス緩衝液に 0.4％ナフトール AS-BI リン酸塩並びにパラローズアニリン塩酸塩を混和し

て作製した。使用前にはこれを濾過して pH5.0 に調整した。これに 50mM L-酒石酸を加えたもの

を染色液とした 16)。サンプルは各々EDTA で脱灰し、パラフィン包埋したあと、縦断薄切試料を

作成した。これらを Azan、H-E もしくはトルイジンブルー染色を行い、脛骨近位端の縦断面を光

学顕微鏡にて観察した。同時に顕微鏡に設置した CCD カメラを介してパーソナルコンピュータ

に画像を取り込み、画像解析ソフトにて脛骨近位端の骨梁骨断面の微細構造解析を行った 17,18）。

骨量の指標として、骨梁骨面積は計測した全面積に対する骨梁骨の占める割合として算出した。 

また、骨梁の幅及び長さ(連続性)の経時的変化を検討するために、Mellish at al
17)の結節・支柱

解析をもとにして、各骨梁断面について平均梁骨幅並びにその長軸方向の平均長を計測した。3

個以上の骨梁板(strut)の結合点(結節)を持つ骨梁断面については、各結節間の距離および結節から

自由端終末までの距離の長軸方向の和を計測した。なお、一次海綿骨を除外するため、成長板か

ら 1mm 遠位側に離れた 1.8×2.4 mm の領域を計測範囲とした 19,20)。この計測領域の四方端にかか

る骨梁板は計測から除外した。また、術後 10 週目までの筋湿重量と骨梁骨面積の減少率は、術

前の値(100%)からのレベルを各々相対値で算出し、両者の変化の相関関係の検討に供した。 

各データは平均値±標準偏差により表示し、平均値の差の検定においてはノンパラメトリック

テストを採用した。各群の経日的変化の差を検定するために Mann-Whitny U test を行った。また

2 群間の差を検定するために Wilcoxon single-rank test を行った 8)。有意水準は危険率 5％未満とし

た。 

 

 

３．研究成果 

坐骨神経切除によりSOL とEDLの筋重量は除神経後 1-3日目以後から有意に(p<0.05)低下した。

除神経前に比較して、除神経後 4-5 週目までに SOL は 75.9％、EDL は 59.8％の低下を示した。そ

の後 7-10 週目までは顕著な変化は観察されなかったが、最大低下率は SOL で 85.2％、EDL で

71.7％であった。また、脛骨骨長は DN、CL ともに実験期間に平均 33mm から 41mm まで増加し

たが、両者に有意な差は見られなかった。 

脛骨近位骨幹端の二次海綿骨骨梁構造の経時的変化を図 1 に示した。CL 側に対し DN 側では

骨梁骨が 7 日目以降消失し始め、長軸方向の連続性も疎となり、断片化し始める所見が観察され

た。また、成長板軟骨に接する近位骨幹端一次海綿骨の骨梁構造については各群とも保持されて

いた。二次海綿骨骨梁骨面積の相対値は、除神経前及び SC、CL 側と比較して、DN 側は除神経

後 3 日目までは有意な変化は見られなかったが、7 日目には有意に(p<0.05)減少した(図 2)。そし

て 10-14 日目までに急激に減少し、その後漸減を呈する骨梁骨の消失過程が観察された。一方 SC

群は実験期間中に 57％の増加を示した。次に除神経による骨梁骨の形態的変化の特徴について、

骨梁骨の平均幅及び長さを経時的に観察した。CL 側では除神経前と比較して除神経後 7 週目ま

で有意な変化は見られず、8 週目以後増大した。一方 DN 側においては、骨梁幅は除神経後 14 日
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目から、骨梁の長さは 7 日目から有意に(p<0.05)減少した。 

骨梁骨の低下率及び筋重量の低下率について除神経後の日数をマッチさせて各平均値を図 3に

2 次元プロットしたところ、両者間にはアイデンティティラインに合致せず、必ずしも相対的に

同様な減少程度を示さなかった。骨梁骨の消失が生じる前に筋重量の減少が優位に起こり、その

後傾向が逆転し、骨梁骨の方が減少程度が優位となる段階的な変化様相を呈した。骨梁骨の幅と

長さの相対的な減少程度を経時的に比較検討するために、同様に 2 次元プロットした（図 4）。両

者は直線関係になく、段階的に減少率を増していた。また、骨梁骨の幅が 12％減少した時点まで

は長さの変化はなく、幅が 25％減少した時点に急激に長さが 50％減少し、その後 4 週目まで長

さは変化しなかった。 

神経凍結法では、麻痺手術後 2-3 週間で歩行運動が可能となり、筋収縮張力も術前の値まで回

復した。神経凍結麻痺による不動化が骨梁構造に及ぼす変化を観察したところ、二次海綿骨骨梁

骨面積は凍結麻痺による不活動後 3 日目までは有意な変化は見られなかったが、1 週目には有意

に(p<0.05)減少し、その後漸減を呈する骨梁骨の消失過程が観察された(図 5)。骨梁骨の形態的変

化の特徴について、骨梁幅は凍結麻痺後 2 週目から、骨梁の長さは 1 週目から有意に(p<0.05)減

少して断片化し始めた(図 6)。骨梁の断片化率と狭小化率は 2 週目ではいずれも約 50％,50％とい

う構造的特徴を呈していた。その後骨量は3週目まで神経凍結前の29％レベルにまで低下したが、

4 週目には 3 週目よりも高いレベルへ増加し、47％レベルまで有意に(p<0.05)増加した。4 週目に

おいては骨梁幅が 2 週目のレベルまで増加し、骨梁数が増加した。骨梁骨の幅と長さの相対的な

減少程度を経時的に比較検討するために、不活動前からの低下率を算出したところ、両者は共に

不活動後の経過日数に従い段階的に減少率を増した。骨梁骨の幅が 12％減少した時点までは長さ

の変化はなく、幅が 25％減少した時点に急激に長さが 50％減少し、その後 4 週目まで長さは変

化しなかった。 
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図 1  脛骨近位端二次海綿骨骨梁骨面積の相対的変化． 

       □Sham; 偽処置,   CL; 対側肢, ●DN; 除神経肢.  * p<0.05, 平均± SD. 
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図 2 骨梁骨幅(A)および骨梁骨長(B)の経時的変化． 

     □Sham; 偽処置,   CL; 対側肢, ●DN; 除神経肢.  * p<0.05, 平均± SD. 
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図 3 不活動による骨梁骨面積(%)の減少と筋重量(%)

の減少の相互関係．A:ヒラメ筋(SOL), B:長趾伸筋

(EDL) 
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図 4 不動化による骨梁骨の狭小化と断片化の相互関係． 
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図 5. 除神経並びに神経凍結麻痺による骨梁骨面積の経時的変化 

●; 神経凍結麻痺群, ◇;除神経群. *P<0.01, vs 0h. #P<0.01, vs 除神経群. 平均± SD. 
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図 6 神経凍結麻痺による骨梁骨長(A)と幅(B)の経時的変化 

 NF; 神経凍結麻痺群, C;対側肢. *P<0.01, vs 0h. 平均± SD. 

 

 

 

 

 

* 
* 

* * * 

* 

* 

* 

* * * 
* 



11/13 

４．考察 

本研究では第一に、筋重量と脛骨骨量及び骨長の変化について検討した。除神経や神経凍結麻

痺による不活動にともない EDL及び SOLの筋重量は最終的には 70％以上減少し顕著な低下を示

した。一過性であっても傷害等での不活動は、発育期の筋の急激な萎縮につながることを示唆す

るものであった。骨量を反映する骨梁骨面積については、SC では実験期間中に 57％増加したが、

DN では 90％低下した。除神経による不動化は、加齢、発育による正常な骨量の獲得を妨げるだ

けでなく、さらなる骨量の低下を招くことが判明した。また、本研究では除神経後 1, 3, 7, 10, 14, 

21, 28 日目と 4 週目まででも 7 点の観察時点を設定して骨量低下の経時的変化を観察した結果、

除神経後 7-10 日に有意な低下が観察され始め、二次海綿骨に対して除神経による影響が量的に現

れる時間的ずれが 1-2 週目の間にあることが示された。 

脛骨骨長に関して、除神経も対照群も実験期間中に差がなく増加し、また DN の脛骨近位端一

次海綿骨の骨梁骨も CL、SC と同等に保持されていることから、神経切除による不動化では、発

育期の脛骨の長軸方向の正常な成長を妨げないことが示唆される。脛骨長軸方向の成長率につい

ても同様に不活動による影響はなく 8）、また、ギプス固定や後肢懸垂、宇宙飛行による非加重に

おいても長骨長軸成長率に影響がないことが報告されており 19)、脛骨の長育に影響しないことが

示された。力学的刺激のシグナル伝達機構のなかで、骨の長軸成長に関与する成長板軟骨細胞と、

骨基質の代謝に関与する細胞すなわち骨芽細胞や破骨細胞の力学的刺激に対する反応性が異な

るものと考えられる。一方、卵巣摘出によるエストロゲン欠乏時には、長骨長軸成長、成長板軟

骨の幅や軟骨細胞数並びに一次海綿骨骨梁骨が影響されることも報告されている 15,20)。発育期の

の成長板軟骨細胞並びに骨長軸の伸長に対して、内分泌性因子と力学的因子の影響は異なるもの

と推察される。 

第二に、骨と骨格筋間の萎縮進行過程について検討した。DN における筋重量の有意な減少は、

SOL では手術後 1 日目から、EDL では 3 日目から観察されその反応は早かったが、骨梁骨におい

ては DN の影響が量的に観察されるまで 1 週間以上を要した。骨格筋細胞内のタンパク分解を担

うライソゾーム酵素活性は除神経後 24-72 時間で約 2 倍に増加すると報告されている 21)。 また、

Weinreb et al 
l7)は除神経後 30-72時間後にTRAP活性が認められる破骨細胞数の増加や破骨細胞表

面の増大を報告しており、ライソゾーム酵素の反応は筋細胞と大きな差はないようである。しか

しながら除神経による不活動では、骨吸収パラメータは 1 週目ごろから上昇し始めることが報告

されており 7,22)、骨においては不活動に対する細胞の反応が生じてから組織に影響を及ぼすまで

時間を要すると考えられた。これらのことから、骨-骨格筋間における不活動に対する量的時間的

反応性の時間的ずれが生じることが考えられた。 

第三に、骨量および骨梁骨微細構造の経時的変化と不活動からの回復について検討した。本研

究では除神経や神経凍結麻痺の初期においては骨梁骨の断片化は進行せず、狭小化の方が先行す

ることが特徴的であった。不活動による骨量減少過程は、不活動 2 週目までの急激な減少（激減

層）から 3 週目以降の緩やかな減少（漸減層）に分かれる。この期間、骨梁は狭小化と断片化を

呈するようになるが、その進行は直線的ではなく段階的に進行する。特に断片化に関しては、50％、

75％、80％と進行し、初期の長さを 1 としたとき、(1/2)
n で断片化のステージ(n)が存在して進行

していく。本研究で観察された除神経や神経麻痺初期の骨梁骨に位置する破骨細胞は、全体的に

瀰漫性に存在し、一領域を集中的に吸収するようなものではなかったことから、骨梁骨全体を均

一に吸収していき、骨梁幅がある程度減少したところで断片化が進行するのではないかと考えら
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れた。各断片化ステージからの回復効果を検討すると、第一段階の断片化からでは効果的である

ことが伺える。一旦断片化した骨梁間の再連結は困難であるとも推察されており、一過性の傷害

などによる廃用性骨萎縮からの骨量回復後にも、完全な骨梁構造の回復は困難であると思われる

が、少なくとも骨梁の断片化率が 50％、狭小化率 50％の場合においては、骨量回復効果が期待

できるものと考える。また骨量回復した骨梁骨の構造解析から、骨梁の長さに関しては改善が認

められないが、骨梁幅と骨梁数の増加が認められたことから、骨梁の断片化よりも狭小化に関し

て改善効果がみられ、骨梁の幅と数における構造的可塑性が示唆された。 

 

 

５．総括 

本研究では坐骨神経の切除によって引き起こされる不活動が、脛骨骨梁骨の微細構造並びに下

腿骨格筋重量に及ぼす影響を経時的に観察し、萎縮進行程度の不均衡について検討した。坐骨神

経切除（不動化)による組織レベルでの形態的変化は 7-10 日目頃から始まり、それ以降、骨強度

にも負の影響を及ぼしているものと推察された。また、骨梁骨の吸収過程において狭小化と断片

化の進行程度は段階的に進行し、縦断横断構造の変化過程にも時間的ずれが生じるものと考えら

れた。さらに、骨と骨格筋の萎縮進行程度は量的時間的に一致せず、両組織間に量的時間的ずれ

が存在することが示唆された。また坐骨神経凍結法により一過性に不活動となった下肢における

脛骨の骨萎縮は 1-2 週間で急激に進行した。二次海綿骨の骨梁構造は狭小化ならびに断片化する

ようになるが、その進行は直線的ではなく段階的に進行することが認められた。骨梁構造の断片

化率が 50％、狭小化率 50％の段階までにおいては回復効果が認められ、構造に関しても狭小化

の改善に効果があることが示唆された。 
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