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研究成果の概要（和文）：　本研究ではヒトiPS 細胞と人工神経を用いてラットの末梢神経再生を行った。ま
ず、ヒトiPS 細胞（201B7）から分化誘導した第4世代神経前駆細胞を人工神経上で14日間培養し、iPS細胞付加
ハイブリッド型人工神経を作製した。
　次に、免疫不全ラットの坐骨神経欠損(5mm)に、iPS細胞付加ハイブリッド型人工神経を移植した。移植後12週
において人工神経単独移植群に比べて、下肢機能回復が促進し、再生軸索数が増大した。組織学的に腫瘍化は認
めなかった。自家神経移植群が最も下肢機能が回復し、再生軸索数も最大であった。人工神経にヒトiPS細胞由
来神経前駆細胞を付加することでラットの末梢神経再生が促進した。

研究成果の概要（英文）：　Peripheral nerve gaps in rats were repaired using nerve conduits in 
combination with human induced pluripotent stem cell (iPSc). First, the fourth neurospheres derived 
from human iPScs (201B7) were suspended in each conduit (4000,000 cells per conduit) and cultured 
for 14 days. Second, sciatic nerve 5mm gaps in athymic nude rats were reconstructed in the following
 groups: nerve conduit alone, nerve conduit coated with human iPSc-derived neurospheres(iPSc group),
 and autograft. After 12 weeks, motor and sensory functional recovery in rats were improved better 
in the iPSc group than the control group. Histological analysis indicated axonal regeneration in the
 iPSc group was more vigorous than the control group. The fastest functional recovery and the 
greatest axon regeneration occurred in the autograft group. Peripheral nerve regeneration using 
nerve conduits and functional recovery in rats was accelerated by a combination of human 
iPSc-derived neurospheres and nerve conduits.

研究分野： 整形外科　末梢神経再生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究の学術的意義は、1)ヒトiPS細胞と人工神経を併用した末梢神経再生の基礎研究である、2)ヒトiPS細胞
移植の安全性と有効性を実証することで、ヒトiPS細胞移植の臨床応用に直結する研究である、3)自家神経を犠
牲にして移植する従来法の神経移植に代わる新しい再生治療法となりうる、があげられる。本研究によって、ラ
ット末梢神経損傷に対するヒトiPS細胞移植の安全性と有効性が確認されれば、末梢神経再生に対するヒトiPS細
胞移植の臨床応用に向けて重要な基盤研究結果となり、今後は大型動物を用いてヒトiPS細胞移植の安全性と有
効性の確認の実験系へとつなげることができる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 現在、四肢の末梢神経欠損に対する標準治療は自家神経移植であるが、ドナーサイトの正常
神経を犠牲にするという大きな問題を抱えている。そこで我々は自家神経移植の代替治療方法
として、人工多能性幹細胞（Induced pluripotent stem cell 以下 iPS 細胞）と神経再生誘導管
（以下人工神経）を用いた末梢神経再生の基礎研究を行ってきた。これまでの研究成果（科研
費基盤研究 C 平成 21 年度「21591904」、平成 25 年度「25462300」）から、マウス iPS 細胞
由来の神経前駆細胞を人工神経と移植することによって、マウス坐骨神経損傷モデルにおいて
長期的に安全でかつ効率的な神経再生が得られることを実証した。 

次に iPS 細胞の臨床応用へ向けて、本研究ではヒト iPS 細胞を用いて免疫不全ラットの末
梢神経再生を行い、ヒト iPS 細胞移植の有効性について検証した。本研究によって、ラット末
梢神経損傷に対するヒト iPS 細胞移植の有効性が確認されれば、自家神経を犠牲にしていた従
来の神経移植治療に取って代わる新しい再生医療－iPS 細胞移植による末梢神経再生－の臨
床応用へまた一歩近づくこととなる。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではヒト iPS 細胞と人工神経を併用して免疫不全ラットの末梢神経再生を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)iPS 細胞付加ハイブリッド型人工神経の作製 
 人工神経は生体吸収性ポリマーチューブを使用した（図 1）。この人工神経は壁が 2層構造で
あり、内層はポリ乳酸とポリカプロラクトン（50:50）のスポンジ共重合体、外層はポリ乳酸の
マルチファイバーメッシュで構成されている。サイズはラットの坐骨神経に合わせて内径 2mm、
外径 3mm、長さ 7mm とした。この人工神経は内層が蜂巣構造のため細胞の足場としても機能す
る。ニューロスフェア法によって、ヒト iPS
細胞(201B7)から第 4 世代神経前駆細胞を分
化誘導した。次に神経前駆細胞を人工神経に
充填し（1本あたり細胞数 400万個）、in vitro
で 14 日間培養することで人工神経に生着さ
せ、iPS 細胞付加ハイブリッド型人工神経を
作製した。付加した iPS 細胞神経前駆細胞の
分化を評価するために、人工神経の短軸横断
切片を用いて抗 Tuj-1 抗体（未分化神経細胞
マーカー）および抗 S-100 抗体（シュワン細
胞マーカー）を用いた免疫染色を行った。 
 
(2)免疫不全ラット坐骨神経欠損モデルに対する iPS 細胞付加ハイブリッド型人工神経の移植 
 無胸腺ヌードラット（F344/NJcl-rnu/rnu、オス 8週齢、Japan SLC, Inc., Hamamatsu, Japan）
の左坐骨神経に作成した 5mm の神経欠損部を以下の 3群で移植再建した。 
①  人工神経群; 人工神経単独で再建（n=8） 
②  ハイブリッド群; iPS 細胞ハイブリッド

型人工神経で再建（n=6） 
③ 自家神経群; 自家神経移植で再建（n=8） 
人工神経群、ハイブリッド群は、遠位・近位
の各神経断端を人工神経断端に1mmずつ引き
込み、内層面に 9-0 ナイロンで顕微鏡下にマ
ットレス縫合した（図 2）。自家神経群は 5mm
長で切離した坐骨神経を 180°回転させて、
各々の神経断端に9-0ナイロンで顕微鏡下に
端々縫合した。 
 以上の 3群で坐骨神経欠損を移植再建した後、ラットの知覚・運動機能回復について経時的
（4, 8, 12 週）に比較検討した。知覚機能については、Planter test によって評価し、足底か
ら赤外線刺激を行い、足趾を逃避させるまでの時間(秒)を自動計測した。運動機能については、
George らの報告に基づき foot print を用いて、患側(experimental print length; EPL)と健
側 (normal print length; NPL) の 足 趾 長 か ら 導 い た Print Lengths Factor (PLF = 
(EPL-NPL)/NPL)を指標として、1匹あたり 3点計測しその平均値を算出した。また移植後 12 週
で、腓腹筋の湿重量を計測し筋委縮の程度を評価した。 
移植後 12週で人工神経および移植自家神経を採取し、中央部横断切片で組織学的評価を行っ

た。再生軸索の評価ために抗 neurofilament protein（NFP）抗体（DAKO, Tokyo, Japan）によ
る免疫染色を行い、画像処理ソフト（Image J）を用いて定量評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1)iPS 細胞付加ハイブリッド型人工神経の作製 
 人工神経に生着したヒト iPS 細胞由来神経前駆細胞は抗 Tuj-1 抗体および抗 S-100 抗体が陽



性であり、iPS 細胞由来神経前駆細胞は一部シュ
ワン様細胞に分化して人工神経に生着していた
（図 3）。 
 
(2)免疫不全ラット坐骨神経欠損モデルに対する
iPS 細胞付加ハイブリッド型人工神経の移植 
 知覚機能回復（Planter test）の結果、4, 8, 12
週のいずれにおいても自家神経群、ハイブリッド
群、人工神経群の順に知覚回復していた（図 4）。
運動機能回復の結果も同様に 8 週と 12 週におい
て自家神経群とハイブリッド群は、人工神経群に
比較して PLF 値が低くなる傾向があった。腓腹筋
湿重量は、自家神経群、ハイブリッド群、人工神経群の順に大きかった。 
 移植後 12 週で採取した人工神経および移植神経の中央部横断切片の組織では、抗 NFP 抗体陽
性の再生軸索が全ての群で認められた。これら抗 NFP 抗体陽性軸索数の定量結果は、自家神経
群、ハイブリッド群、人工神経群の順に大きい値であった（図 5）。組織学的に腫瘍性病変を認
めたものはなかった。 

 
 
 
 
 
 
 

移植したヒト iPS 細胞由来神経前駆細胞が、どのように末梢神経再生促進に関与しているか
については未だ不明である。ヒト iPS 細胞由来神経前駆細胞がシュワン様細胞として機能し、
神経成長因子などの液性因子を介して軸索再生促進に寄与した、あるいはシュワン様細胞とし
て直接再生軸索を髄鞘化した可能性がある。今後、移植した iPS 細胞由来神経前駆細胞がどの
ように末梢神経再生に関与しているのか、その詳細なメカニズムの解明を行う必要である。 
人工神経にヒト iPS 細胞由来神経前駆細胞を付加することで免疫不全ラットの末梢神経再生

が促進した。 
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