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研究成果の概要（和文）：直腸癌手術において、骨盤内神経損傷による術後排尿障害はQOL低下の一因となる。
脂肪由来間葉系幹細胞（ADSC）を用いた神経再生効果が報告されているが、ADSCの生着、分化過程には不明な点
が多い。研究代表者はADSCからシュワン細胞への分化プロトコールに葉酸を加えることで、シュワン細胞のマー
カー発現の増強と神経成長因子の分泌量増加に成功した。また、ADSCを3次元培養法で培養しシュワン様細胞の
スフェロイドを生成することで神経成長因子の分泌が増強し、坐骨神経損傷マウスにおいて優れた治療効果を示
した。これらの結果は骨盤内蔵神経損傷による術後排尿障害に対する幹細胞を用いた治療法確立のための一助に
なる。

研究成果の概要（英文）：In rectal surgery, postoperative dysuria due to pelvic nerve injury 
contributes to a decrease in quality of life. Although the nerve regeneration effect using 
adipose-derived mesenchymal stem cells (ADSC) has been reported, the differentiation process of ADSC
 is still unclear.
 We succeeded in enhancing the expression of markers in Schwann cells and increasing the secretion 
of nerve growth factor by adding folic acid to the protocol for differentiation of ADSC into Schwann
 cells. Moreover,  we newly generated three-dimensional (3D) SLC spheroids from ADSCs. The 
differentiation efficiency and the secretion of neurotrophic factors were enhanced in 3D SLCs 
compared with conventional SLCs. 3D SLCs had a better therapeutic effect on nerve regeneration after
 transplantation into the sciatic nerve injury mouse model. these cells have great potential and can
 be used in the clinical treatment of peripheral nerve injury.

研究分野： 消化器外科（大腸）、再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
進行下部直腸癌では根治性を保ちつつ、自律神経を温存する術式が普及している。しかし、腫瘍浸潤などにより
神経合併切除を余儀なくされることがあり、根治性を確保すると弛緩性神経因性膀胱による排尿障害が起こり術
後のQOLが著しく低下する。神経を完全切離した場合、有効な治療方法が乏しく幹細胞を用いた神経再生治療が
確立され臨床応用されれば、画期的な治療法となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
（１）臨床的背景 
進行下部直腸癌では根治性を保ちつつ、自律神経を温存する術式が普及している。しかし、腫

瘍浸潤などにより神経合併切除を余儀なくされることがあり、根治性を確保すると弛緩性神経
因性膀胱による排尿障害が起こり術後の QOL が著しく低下する。神経を完全切離した場合、根
本的な治療方法がなく永久的な自己導尿が必要となる。 
（２）脂肪由来幹細胞  
近年、脂肪組織内に多能性を有する ADSC
の存在が明らかとなり、骨髄由来幹細胞と
比べ、採取効率が高く、低侵襲に獲得でき
るという利点から再生医療への応用が期
待されている。ADSC は自らの脂肪組織か
ら抽出し移植する auto- transplantation
の場合拒絶反応がなく、倫理的な問題も少
ない。ADSC は様々な能力を持つと言われ
ており、内胚葉・外胚葉へと転換できる「分
化可塑性」だけでなく、抗炎症作用、障害
部位への Homing 能力、障害部位への栄養
効果などが報告されており、我々はこれま
でに、肝切除虚血再灌流障害モデルマウス
において、ADSC 移植が、Trophic 効果 
(Saito Y, et al. J Surg Res. 2013) 及び Homing 効果 (Saito Y, et al. J Hepatobiliary Pancreat 
Sci. 2014) を有し、術後肝傷害を軽減し、肝再生を促進することを報告してきた（図 1）。 
神経再生に関して移植 ADSC は Schwann 様細胞へ分化し NGF（神経成長因子）、VEGF（血管
内皮増殖因子）、BDNF（脳由来神経栄養因子）などの神経再生にかかわる様々な栄養因子やサ
イトカインを分泌することが報告されており、これらのパラクライン効果によりすでに存在す
る Schwann 細胞の機能を活性化させると報告されている。(transplant. 2009)。 
（３）HMGB1 
 HMGB1 は核内に存在する非ヒストン核蛋白質であり様々な転写因子の活性を間接的に調節
している。細胞から過剰に産生された場合、炎症性サイトカインの産生を促し炎症反応の増幅を
誘導する。一方で組織の修復・再生には適度な炎症反応が重要といわれており、HMGB1 は幹細
胞や血管内皮細胞の遊走・集簇を促進し組織再生や血管新生に寄与するといわれている (J Cell 
Biol. 2004)。HMGB1 は様々な酸化還元状態で存在しており、部分酸化型 HMGB1 は TNFαな
どの炎症性サイトカインを誘導するが、還元型 HMGB1 は TNFαを誘導せず、静止期にある幹
細胞の細胞周期を G0 期から Galert 期に移行させ組織再生を促進されると報告されている 
(PNAS. 2018)。Galert 期に移行した ADSC は mTORC1 シグナルが亢進しており、mTORC1
シグナルの亢進は c-Jun を介し Schwann 細胞への分化を促進することが報告されている(J 
Neurosci. 2018)。HMGB1 は SDF-1αと複合体を形成し、ADSC の表面に発現している CXCR4
と結合することから還元型HMGB1 を損傷部位に投与することにより ADSC を神経損傷部位に
誘導し、mTORC1 シグナル亢進を介した Schwann 細胞、神経細胞への分化を促進させ、神経
再生を促進するのではないかとの考えに至った。 
 
２．研究の目的 
 
（１）ADSC から SLC への効果的な分化方法の確立 
 ADSC から効果的な Schwann 細胞の分化方法を確立するため、葉酸を添加することによる有
用性について検討を行う。また、3 次元培養法を用いた分化誘導の有用性についても検討する。 
（２）HMGB1 の神経再生促進効果についての検討 
今回我々は転写因子を調節する High morbidity group box 1(HMGB1)に着目した。部分酸化

型 HMGB1 は傷害局所への炎症・免疫担当細胞の集積を誘導する一方、還元型 HMGB1 は幹細
胞の細胞周期を進行させ組織再生に寄与する可能性が報告されている。還元型 HMGB1 が
mTORC1 シグナルを介して ADSC の神経再生効果を促進させるとの着想に至り、骨盤内臓神
経損傷モデルにおける、臨床応用を目指した還元型 HMGB1・ADSC 投与による神経再生促進
および排尿障害改善効果を確立する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ADSC から SLC への効果的な分化方法の確立 
 ① 葉酸（Folic acid）添加による効果 
 ADSC をβ-mercaptoethanol（Step 1:1 日）、all-trans-retinoic acid（Step 2:3 日）、PDGF・
bFGF・forskolin・GGF-2（Step 3:14 日）で SLC に分化誘導した。Step 3 で 50 ng/ml Folic 
acid(FA)添加あり/なしで cell quality および in vivo function を比較検討する。 



 ② 3D 培養法における SLC 
 human recombinant peptide (RCP) petaloid μ-piece を使用した修正プロトコルを使用して、
ADSC から 3 次元（3D）SLC スフェロイドを新たに生成する。形態素解析、RT-PCR による遺
伝子発現解析、神経栄養因子の分泌能力の ELISA 測定、および神経突起形成アッセイを実施し
て、これらの 3D SLC の機能を in vitro で評価する。運動機能の回復は、坐骨神経損傷マウスモ
デルで測定され、in vivo での 3D SLC の神経再生促進効果を分析する。 
 
（２）HMGB1 の神経再生促進効果についての検討 
①還元型 HMGB1 投与による Schwann 細胞への分化促進 

 神経細胞と ADSC を共培養する群、神経細胞と SDF-1α、ADSC を共培養する群、神経細胞
と還元型 HMGB1 を共培養する群に分け transwell にて培養する。 
検討項目：mTORC1、S100、NGF、VEGF、BDNF の発現を検討する（ELISA、PCR）。 
② 排尿障害モデルラットの作成  

（対象）Wister 系 8 週齢雄性ラット 
（方法）仰臥位に固定し下腹部正中切開を行い、実体顕微鏡下に骨盤内臓を左方へ圧排し大腰筋
節の内側縁で下腹動脈および閉鎖動脈の内側に接する脂肪組織との間を丁寧に剥離し直腸側腔
を展開する。直腸内臓神経叢を同定し、血管の損傷に注意しながら直腸壁から剥離した後に切離
する。 
（検討）膀胱内圧を測定 
③ 排尿障害モデルラットへの還元型 HMGB1 の投与 

 還元型 HMGN1 はモデルラットの切離された骨盤内臓神経周囲に局所投与し、未分化 ADSC
は尾静脈より血管内投与する。コントロール群（神経切離のみ）、ADSC 投与群、還元型 HMGB1
投与群、ADSC＋還元型 HMGB1 投与群の 4 群間にわけ、2 週間後に犠死させ以下の項目につ
いて検討を行う。 
（検討項目） 
1．排尿機能改善効果 
 膀胱内圧測定を行い、膀胱内圧を比較検討する。排尿障害改善効果について検討を行う。 
2．神経再生評価 
摘出標本を H.E 染色と S-100protein(abcam66041,1:300)の免疫組織化学染色を行い、骨盤内臓
神経の神経突起伸長促により再生を評価する。 
3．HMGB1 の Homing 効果についての検討 
 ADSC を近赤外線蛍光色素(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)にてラベリングし、ADSC 投与
群、ADSC+還元型 HMGB1 投与群における ADSC の集簇を評価する。 
 
４．研究成果 
 
（１）ADSC から SLC への効果的な分化方法の確立 
 ① 葉酸（Folic acid）添加による効果 
 FA の添加によって SLC の Schwann cell marker 発現は増強し（S100β, p < 0.01; p57NTR, 
p < 0.05)（図 2）、NGF の分泌量は増加した（P<0.01）（図 3）。神経損傷モデル（座骨神経断裂、
5mm gap)ヌードマウスに SLC 移植を行うと、生食投与群・ADSC 移植群に比較して Sciatic 
functional index が有意に改善し(P<0.05)、歩行状態の著名な改善を認めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

           （図 2）                 （図 3） 
 
 
 ② 3D 培養法における SLC 

RCPμピースを足場として使用して、形態学的に適切な Schwann 細胞形成を維持した。さら
に、S100 や神経成長因子受容体（NGFR）などの SC マーカーの発現は、従来の SLC と比較し
て 3D SLC で有意にアップレギュレートされ、3D 培養システムを使用して分化効率が改善され



たことを示した（図 4）。また、NGF およびグリア細胞由来神経栄養因子（GDNF）分泌は、3D 
SLC で有意にアップレギュレートされた（図 5）。3D SLC は、in vivo で坐骨神経損傷マウスモ
デルへの移植後の神経再生に対してより優れた治療効果を示した（図 6）。 

 

                   （図 4） 

 
        （図 5） 
 
                                （図 6） 
 
これらの結果は骨盤内蔵神経損傷による術後排尿障害に対する幹細胞を用いた治療法確立のた
めの一助になると思われる。 
 
（２）HMGB1 の神経再生促進効果についての検討 
 研究日程の都合で検討できず、今後の課題とした。 
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